Kompleksy biatek PR-10 z hormonami roslinnymi: badania biofizyczne i krystalograficzne.
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Prezentowana praca doktorska przedstawia badania nad biatkami zwigzanymi z patogenezg roslin z
grupy 10 (PR-10). Biatkom tym jak dotad nie zostata przypisana jedna, konkretna funkcja. Sg to mate,
wewnatrzkomdrkowe biomolekuty o kwasnym charakterze, ktérych ekspresja jest podwyziszona w
odpowiedzi na stres biotyczny i abiotyczny. Ich charakterystyczny zwdj skfadajacy sie z
antyréwnolegtego arkusza B zawinietego wokét wydtuzonej, C-terminalnej helisy o, tworzy
globularne biatko z duzg hydrofobowg wneka zdolng do wigzania matoczgsteczkowych liganddéw.
Zwdj ten spotykany jest réwniez w roslinnych biatkach produkowanych konstytutywnie i nie
zwigzanych z patogeneza. Dotychczasowo udokumentowano wigzanie ligandédw réznych klas
(cytokinin, flowonoiddow czy steroidéw) we wnece PR-10 przy pomocy metod krystalograficznych i
biofizycznych.

W niniejszej pracy poszukiwano nowych ligandéw dla biatek PR-10 z dziurawca zwyczajnego i tubinu
26ttego, gtéwnie przy pomocy krystalograficznych testdw przesiewowych. Powstate kompleksy byty
dodatkowo charakteryzowane przy pomocy kalorymetrii, fluorescencji i dichroizmu kotowego.
Efektem tych badan byto ustalenie kolejnosci i mechanizmu wigzania trans-zeatyny przez tubinowg
izoforme LIPR-10.1A, czy tez modulowana struktura krystaliczna biatka Hyp-1 w kompleksie ze
znacznikiem fluorescencyjnym, posiadajgca az 28 czasteczek biatka w czesci asymetrycznej, ktéra
postuzyta za poligon doswiadczalny do opracowania nowych metod statystycznych przez twdrcow
programu do podstawienia czasteczkowego "Phaser". Dodatkowo badania w ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej doprowadzity do odkrycia wigzania melatoniny (ktorej stezenie jest
podwyzszone w roslinie w czasie niekorzystnych warunkéw srodowiskowych) przez biatko Hyp-1 z
dziurawca i izoforme tubinowa LIPR-10.2B. Metodg mikrokalorymetrii zostaty takze okreslone
parametry termodynamiczne oddziatywania biatek o zwoju PR-10 zwanych dotgd "specyficznie
wigzgcymi cytokininy" (CSBP), z zeatyng i gibereling, ktdre to oddziatywania scharakteryzowane byty
dotad jedynie strukturalnie. Wyniki w/w badan kalorymetrycznych potwierdzity silniejsze i bardziej
specyficzne wigzanie gibereliny niz zeatyny przez biatka CSBP. Dodatkowo praca niniejsza na
podstawie zdeponowanych w bazie PDB struktur roslinnych biatek PR-10 i im pokrewnych, dokonuje
podziatu tych biatek pod wzgledem ksztattu wneki wigzgcej, wyodrebniajac 3 typy rdznigce sie
wielkoscig i ksztattem wneki oraz specyficznoscig wigzania ligandéw. Taki podziat moze pomdc w
przewidywaniu zachowania sie biatek PR-10 wobec rdinych ligandéw w oparciu o informacje
strukturalng. Przedstawione badania znacznie poszerzajg naszg wiedze o rodzinie biatek PR-10,
dostarczajac informacji o ich nowych naturalnych ligandach, mechanizmie, oraz specyficznosci

wigzania.



