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Podstawowym celem projektu badawczego jest otrzymanie i przeprowadzenie charakterystyki
molekularnej nukleaz pochodzacych 2z mikroorganizméw psychrofiinych Desulfotalea
psychrophila LSv54, Psychromonas ingrahamii 37 i Shewanella violacea DSS12. W niniejszym
projekcie zostanie opracowana najwydajniejsza metoda nadprodukcji wymienionych biatek, a
takze ich efektywne oczyszczanie. Poznane zostang wtasciwosci biochemiczne otrzymanych
enzyméw. Dzieki realizacji projektu zbadana zostanie aktywnos¢ nukleaz w zaleznosci od wielu
parametrow.Zasob informacji na temat biatek organizméw zimnolubnych jest wyjatkowo
ograniczony, zwitaszcza jesli wezmie sie pod uwage rozprzestrzenienie organizméw
psychrofilnych w $rodowisku (okoto 85% biosfery ziemskiej to psychrosfera o temperaturach
ponizej 5&730;C), m. in. ze wzgledu na trudnosci w ich pozyskiwaniu. Jak na razie znanych jest
zaledwie kilkanascie struktur biatek pochodzenia psychrofiinego. Biatka pochodzace z
psychrofiinych mikroorganizméw charakteryzujg sie wysokg aktywnoscia w niskich
temperaturach. Do jednych z najbardziej pozadanych zimnolubnych produktéw
mikrobiologicznych nalezg enzymy 8211; nukleazy.

Nukleazy s waznymi narzedziami molekularnymi, nalezacymi do grupy hydrolaz,
degradujacymi kwasy nukleinowe. Obecnie w przemys$le stosowane sa gtéwnie enzymy
pochodzgce z drobnoustrojow mezofilnych lub termofilnych, produkowane na drodze biosyntezy,
ktéra jest technicznie tatwa do przeprowadzenia z powodu ich przystosowania do wzrostu w
tagodnych warunkach temperaturowych. Aktualnie komercyjnie znane sg jedynie dwie nukleazy
degradujace kazdg forme kwasu nukleinowego, co jest niezmiernie istotne w przemysle
biofarmaceutycznym do usuwania pyrogendw pochodzenia nukleinowego. Sg to nukleazy
dziatajace w temperaturze powyzej 15186;C (co uniemozliwia ich zastosowanie do wrazliwych
na temperature biofarmaceutykéw), 1. Cryonase174; (pochodzaca ze szczepu
psychrotrofowego, Topt=20186;C, Takara, Japonia) oraz Benzonase174; (pochodzaca z
mikroorganizmu mezofilnego Topt=37186;C, Merck, USA). Do tej pory nikt nie otrzymat nukleaz
ze szczepow psychrofilnych, dlatego jednym z zadan niniejszego projektu bedzie ich
otrzymanie oraz poznanie wtasciwosci. Ze wzgledu na pochodzenie (w 100% psychrofilne
organizmy) wyprodukowane nukleazy najprawdopodobniej bedg posiadac¢ optimum aktywnosci
w zakresie temperatur 4 - 10186;C.

Dzieki realizacji projektu zostanie poszerzona wiedza z zakresu biatek organizmow
ekstremofilnych. Prace badawcze nad ekstremofilami majg ogromne znaczenie poznawcze, ze
wzgledu na niezbadane do kohca mechanizmy przystosowania ich metabolizmu do warunkéw
srodowiskowych. Wynikiem eksperymentéw bedzie m.in. okreslenie jak zimne warunki
bytowania badanych mikroorganizmow wptynety na aktywnosc ich enzymow. Ponadto nukleazy
dziatajagce w niskich temperaturach mogtyby by¢ niezmiernie istotne w przemysle
biofarmaceutycznym, m.in. do wusuwania pyrogendéw pochodzenia nukleinowego z
temperaturolabilnych biofarmaceutykéw, co znacznie podwyzszytoby ich czystosc i jakosé. Jest
to nadzwyczaj wazne ze wzgledu na narzucone wytyczne prawne dotyczgce zezwolen na
dopuszczenie do obrotu preparatow leczniczych i zywieniowych, w ktérych zawartosé
zanieczyszczen w postaci kwasow nukleinowych nie moze by¢ wyzsza niz 100 pg w jednej
dawce (wytyczne FDA ang. Food and Drug Administration, USA).



