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STRESZCZENIE

Przedstawione osiggnigcie naukowe stanowigce podstawe do nadania stopnia doktora
dotyczy badan biochemicznych 1 strukturalnych bakteryjnych hydrolaz S-adenozylo-L-
homocysteiny (SAHazy) pochodzacych z Thermotoga maritima, Pseudomonas aeruginosa
1 Cytophaga hutchinsonii. SAHazy reguluja kluczowe dla metabolizmu komérki reakcje
metylacji zalezne od S-adenozylo-L-metioniny (SAM), poprzez kontrole st¢zenia S-adenozylo-L-
homocysteiny (SAH), silnego inhibitora szeregu procesow metylacyjnych. Enzymy te sg
najczesciej aktywne w formie homotetrameru, w ktérym kazda z podjednostek: (i) ma budowe
trojdomenowa oraz (i) wigze po jednej czgsteczce substratu i  kofaktora
nikotynoamidowoadeninowego w formie utlenionej (NAD™). Obecnos¢ kofaktora jest konieczna
do przeprowadzenia reakcji enzymatycznej. W trakcie cyklu katalitycznego, kazda
z podjednostek oscyluje pomiedzy dwiema konformacjami — otwartg i zamknigta, co wynika
z ruchu dwoch gltéwnych domen w trakcie wigzania substratu i uwalniania produktu.
Prezentowane przeze mnie badania miaty na celu poszerzenie wiedzy dotyczacej tej grupy
enzymow. Interdyscyplinarno$¢ badan opisanych w niniejszym osiggnieciu naukowym
pozwolita mi na rozwigzanie wielu probleméw pojawiajacych si¢ w trakcie realizacji
poszczegblnych etapéw badawczych, a co za tym idzie, pozwolito na osiggniecie zatozonych

celow.

W trakcie prowadzenia badan nad hipertermofilng SAHaza z 7. maritima wykazatam,
ze rekombinowane bialko uzyskane w temperaturze pokojowej nie wykazuje aktywnosci
katalitycznej. Analiza modelu krystalograficznego wskazywata, ze poszczegélne podjednostki
przyjmuja dwie nietypowe konformacje, wykluczajace aktywno$¢ enzymatyczng tak zwinigtego
biatka. Dodatkowo, tylko dwie z czterech podjednostek wigza kofaktor, ktory ponadto wystepuje
gléwnie w formie zredukowanej (NADH), co rowniez uniemozliwia katalityczny rozktad SAH.
W oparciu o opracowang przeze mnie procedurg pomiaru aktywnosci enzymatycznej tej SAHazy
wykazatam, ze bialko zyskuje pelng aktywnos¢ katalityczng w wysokiej temperaturze, jedynie
w obecnosci utlenionej formy kofaktora. W oparciu o poréwnanie modeli krystalograficznych
SAHazy z T. maritima w formie nieaktywnej i aktywnej wyjasnitam poditoze molekularne
procesu termoaktywacji tego biatka, polegajace na przestrzennej rearanzacji poprawnie

ufatdowanych domen.
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W ramach badan zwiazanych z SAHaza z P. aeruginosa zwrécitam uwage na to, ze
aktywno$é katalityczna tego enzymu mocno zalezy od typu jonu metalu alkalicznego obecnego
w mieszaninie reakcyjnej. Wykazatam, ze enzym osiagat najwyzsza aktywnos¢ w obecnosci
kationow K" poprzez odpowiedni wptyw na dynamike biatka. Ponadto wykazatam, ze wiazanie
innych kationéw wptywajacych na dynamike tego biatka moze réwniez prowadzi¢ do inhibicji
aktywnosci katalitycznej SAHazy. Zaobserwowatam to dla kationéw Rb" i Zn®", ktére hamuja

aktywno$¢ enzymatyczna w sposob niekompetycyjny.

W ramach badan scharakteryzowatam biochemicznie i krystalograficznie SAHaze
z C. hutchinsonii. Badania strukturalne oparte o metody biokrystalografii dotyczyty enzymu
w konformacji zamknietej w kompleksie z kofaktorem w formie utlenione; (NAD"), adenozyna
(produkt reakcji rozktadu SAH) oraz kationem Na" zwiazanym w poblizu kieszeni wiazacej
substrat. Dodatkowo, przeanalizowatam sposob upakowania czasteczek biatka w  sieci
krystalicznej, zwracajac uwage na interesujgcy przypadek generowania homotetrameréw
odpowiadajacych aktywnej formie enzymu w oparciu o kombinacj¢ elementéw symetrii

krystalograficznej oraz translacyjnej symetrii niekrystalograficznej.

Podsumowujac, uzyskane rezultaty stanowia nowe odkrycia i pozwalajg na szersze
zrozumienie aspektow biochemicznych i strukturalnych hydrolazy S-adenozylo-L-homocysteiny,
dotyczacych zwlhaszcza nieznanych mechanizméw regulacji aktywnosci katalitycznej tej grupy

enzymow.
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