STRESZCZENIE

W ramach niniejszej pracy doktorskiej przedstawitam badania
krystalograficzne 1,3-B-glukanazy z Solanum tuberosum (ziemniak, odmiana
Désirée). Enzym ten nalezy do rodziny 17 hydrolaz glikozydowych (GH17) i
posiada typ pofatdowania cylindra (/a)s, znany rowniez pod nazwa ,TIM
barrel”. Oznaczone przeze mnie dwie struktury krystaliczne biatka natywnego
pozwolity na wyznaczenie najbardziej zmiennych i zarazem mobilnych
fragmentow strukturalnych w roslinnych 1,3--glukanazach. Analiza upakowania
czasteczek w krysztatach potwierdzita, Ze obecnos¢ znacznika histydynowego nie
zaburzyta struktury przestrzennej enzymu oraz pomogta w otrzymaniu wysokiej
jakoSci krysztatéw. Poddanie zmutowanej formy biatka kokrystalizacji z
naturalnym substratem, pozwolito na zaobserwowanie po raz pierwszy dla
enzymoéw z rodziny GH17 oddziatywan pomiedzy sacharydami a biatkiem.

Struktury biatka natywnego okreélitam do rozdzielczoéci 1.4 A w
przypadku formy HD (o wyzszej gestosci) oraz 1.26 A dla formy LD (o nizszej
gestosci). R6znice pomiedzy strukturami biatka roslinnego wystepuja gtéwnie w
obrebie petli i helis tworzacych zewnetrzng cze$¢ cylindra (B/a)s oraz w
elementach strukturalnych tworzacych dodatkowa subdomene. W enzymie z S.
tuberosum subdomena sklada sie z petli ulokowanych wokét helisy a6: 5-a5 i
B6-a6, oraz z dodatkowych elementéw strukturalnych wystepujacych w tych
petlach: dwoch krotkich antyrownolegtych tancuchéw 3 znajdujacych sie w petli
B5-a5 i dwoch krotkich helis znajdujacych sie w petli B6-a6. Dtugos¢ wneki
katalitycznej, ktora biegnie wzdtuz catej czasteczki biatka nad rdzeniem arkusza
B oraz nad subdomeng, sugeruje mozliwo$¢ zwigzania substratowej czgsteczki
(1-3)-B-D-glukanu o diugosci oSmiu jednostek cukrowych. Zaprezentowane
wyniki pokazujg, ze petla A6b-a6 wspéttworzgca subdomene, wykazuje sie duza
mobilnoscig i w przeciwienstwie do subdomeny w innych enzymach roslinnych
tej grupy, nie zawiera krotkiego, antyréwnolegtego arkusza 3, co moze wptywac

na roznice w dlugosSci i sposobie zwigzania substratu. Sciste upakowanie



czasteczek w obu strukturach krystalicznych [wspoétczynnik Mattwewsa 1.96
A3.Dat (struktura HD) i 2.03 A3.Da! (struktura LD)] jest wynikiem obecnosci
znacznika histydynowego na karboksylowym koncu biatka, ktéry *1aczy
sasiadujgce ze soba czasteczki w nieskonczone, liniowe tancuchy. Znacznik
histydynowy biegnie od konca karboksylowego jednej czasteczki i lokuje sie we
wnece katalitycznej sgsiadujacej z nig kolejnej czasteczki biatka. Poniewaz takie
oddzialywania nie majg wptywu na strukture biatka ani na geometrie centrum
aktywnego, obecnos$¢ znacznika histydynowego miata korzystny wptyw na proces
krystalizacji biatka.

Kolejne dwie struktury 1,3-B-glukanazy rozwigzatam dla biatka z reszta
nukleofila  Glu259 zmutowang do alaniny. W obu przypadkach
wykrystalizowalam  biatko w  kompleksie z  produktami hydrolizy
laminaraheksozy, a struktury oznaczytam z rozdzielczoécig 1.68 i 1.55 A. Pomimo
mutacji centrum aktywnego, enzym wykazat sie resztkowa aktywnosScig i w
strukturach komplekséw pojawity sie produkty reakcji hydrolizy: laminaratrioza
i laminaratetroza, ktérych powstanie potwierdzita spektrometria mas. W
zmutowanym enzymie role nukleofila mogta odegrac¢ czasteczka wody, ktora
wpasowata sie we fragment struktury centrum aktywnego dostepny po
zmutowaniu dtuzszego tancucha bocznego reszty Glu na krotszy tancuch Ala. W
obu strukturach komplekséw czasteczka laminaratriozy zajmuje obszar wneki
katalitycznej odpowiedzialny za zwigzanie nieredukujgcego konca substratu
(glikonu) w miejscach wigzacych -1, -2 i -3. W warunkach zwiekszonego
stezenia substratu/produktu w roztworze krystalizacyjnym, dodatkowo miejsca
wigzace +1, +2, +3 i +4, zajeta czasteczka laminaratetrozy, dajac w efekcie
kompleks z dwoma produktami hydrolizy zwigzanymi we wnece katalityczne;j.
Oddziatywania enzym-laminaratetroza sg stabsze i tylko dwie jednostki glukozy z
miejsc wigzacych +3 i +4 s3 na tyle uporzadkowane, ze ich potozenie mogto
zosta¢ jednoznacznie zinterpretowane. Koniec nieredukujacy trisacharydu
umiejscowiony jest w poblizu konca wneki katalitycznej wyznaczonego przez

petle 2-a2. Koniec redukujacy tetrasacharydu umiejscowiony jest po przeciwnej



stronie wneki w poblizu helisy a6. Struktury komplekséw pozwolity mi na
opisanie oddzialywan wystepujacych pomiedzy enzymem i oligosacharydami we
wnece katalitycznej. Jednostki glukozy z miejsc wigzacych -1 i -2 oddziatujg z
resztami aminokwasowymi, ktére sg $cisle zachowawcze w roslinnych 1,3-f3-
glukanazach. Natomiast jednostki glukozy z miejsc wigzacych -3, +3 i +4
oddziatujg z niezachowawczymi resztami aminokwasowymi, co moze sugerowac
réznice w sposobie rozpoznawania substratu pomiedzy enzymami roéznych
roslin. Ksztatt wneki katalitycznej okresla specyficzno$¢ substratowg enzymu i
wyklucza mozliwo$¢ zwigzania (1—4)-B-glukanéw w miejscach wigzacych od -3
do +4. Boczne rozgatezienia substratu przez wigzania [-1,6 s3 mozliwe tylko w
miejscach wigzacych +1 i +2. Dodatkowo, zaobserwowane ograniczenie steryczne
we wnece Kkatalitycznej po stronie glikonu ttumaczy preferencje enzymu do
tworzenia trisacharydéw jako gtéwnych produktéw reakcji hydrolizy.
Przedstawione struktury sg pierwszymi opisanymi przypadkami kompleksow z

oligosacharydami dla roslinnych 1,3-3-glukanaz z rodziny GH17.



