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Przedmiotem badan strukturalnych byta hydrolaza S-adenozylo-L-homocysteiny (SAHaza) z symbiotycznej
bakterii Bradyrhizobium elkanii (BeSAHaza). Enzym ten reguluje komérkowe procesy metylacji zalezne od
SAM (S-adenozylo-L-metioniny). U czlowicka SAHaza odgrywa wazng role¢ w regulacji poziomu
homocysteiny (Hcy) w osoczu, ktory - gdy jest podwyzszony - jest przyczyna wielu chorob.

Podczas realizacji projektu opracowany zostal wysokowydajny protokot nadekspresji biatka, jak
réwniez procedura otrzymywania enzymu w formie wolnej od jakichkolwiek ligandow oraz warunkKi
krystalizacji. Rozwigzanych oraz udoktadnionych zostato pig¢ struktur krystalicznych BeSAHazy w
kompleksie z takimi ligandami jak adenozyna, 2'-deoksyadenozyna, 3'-deoksyadenozyna oraz adenina.

W trakcie analizy pierwszej ze struktur, ktora okazata si¢ tetramerem, zauwazono, ze czasteczki
adenozyny znajduja si¢ w miejscach aktywnych trzech podjednostek, pomimo ze adenozyna nie byta
dodawana ani w trakcie oczyszczania, ani w trakcie krystalizacji. Co wigcej, podjednostki, w ktorych
zwigzane byly czasteczki liganda, mialy inng konformacje, ktéra zostata okreslona jako zamknigta, niz
podjednostka z wolnym miejscem aktywnym, ktérej konformacja byta otwarta.

Druga  struktura  zostala  okreSlona  dla  biatka  inkubowanego z  nadmiarem
3'-deoksyadenozyny. W tym przypadku dodawany ligand zlokalizowany zostat tylko w jednej z czterech
podjednostek, podczas gdy pozostate podjednostki znow zwigzaly czgsteczki adenozyny w miejscach
aktywnych.

Okreslenie pozostatych trzech struktur zostato poprzedzone wprowadzeniem dodatkowego etapu w
protokole oczyszczania. Pozwolilo to na uzyskanie biatka wolnego od jakichkolwiek ligandow, ktore mogto
by¢ uzyte do inkubacji z pozadanymi ligandami. W ten sposob zostaty okreslone i udoktadnione struktury
kompleksow z adenozyna, adening oraz kompleksu mieszanego z adening i 2'-deoksyadenozyna.

Wszystkie wyznaczone struktury krystaliczne BeSAHazy staty si¢ podstawa szczegdtowej analizy
I wzajemnego porownania. W wyniku tych analiz opisana zostata nowa konformacja SAHazy, pototwarta,
ktora przyjal enzym w kompleksie z 3'-deoksyadenozyna. Przeprowadzone badania rzucity réwniez nowe
$wiatlo na mechanizm dziatania "bramki molekularnej", ktéra otwiera i zamyka kanat prowadzacy do
miejsca aktywnego. Wyjasniona zostala réwniez rola kationow (amonowego i sodowego) w stabilizacji
struktury biatka.

Podsumowujgc, odkryte zostaly nowe aspekty strukturalne hydrolazy S-adenozylo-L-homocysteiny,
dajace wglad na poziomie atomowym w zmiany, jakim ulega to biatko w trakcie przemian konformacyjnych

niezbednych dla jego aktywno$ci enzymatyczne;j.



