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Streszczenie

W  pracy przedstawiono badania strukturalne i funkcjonalne enzymoéw
uczestniczacych w szlaku degradacji chityny. Do badant wybrano cztery biatka nalezace
do trzech réznych klas enzymoéw (chitynaz, deacetylaz diacetylochitobiozy i egzo-p-D-
glukozaminidaz) i opracowatam dla nich protokoty oczyszczania.

Dla dwoéch enzyméw uzyskalam krysztaly (w réznych warunkach
krystalizacyjnych), dla ktérych zarejestrowano dane dyfrakcyjne. Dla deacetylazy
diacetylochitobiozowej zarejestrowano trzy zestawy danych: dla biatka bez ligandu, dane
anomalne przy dlugosci fali absorpcji cynku oraz dla kompleksu enzym-substrat. Dzieki
dodatkowym badaniom udato mi si¢ potwierdzié, ze deacetylaza nalezy do rodziny 14
esteraz weglowodanowych (CE) obejmujacej deacetylazy zalezne od cynku, co sugeruje
literatura,. Dla egzo-p-D-glukozaminidazy uzyskano dane krystalograficzne i rozwigzano
strukture enzymu.

Oprocz badan strukturalnych, na ktérych skupiata si¢ moja praca, dzieki
wspotpracy zakres dzialan zostal rozszerzony o badania komplementarne z
wykorzystaniem takich technik jak SAXS, NMR, ITC, DSC.

Trzy badane przeze mnie enzymy - chitynaza, deacetylaza i glukozaminidaza -
tworza minimalny zestaw, wystarczajacy do tego zeby zdegradowac chityne do
glukozaminy, pod warunkiem, ze dwa ostatnie enzymy nie beda "zbyt specyficzne". W
przeciwnym razie produkty posrednie beda sie gromadzi¢. Deacetylaza w tym badaniu
usuwa grupe acetylowa tylko z nieredukujacego korica (GlcNAc)2 i (GlcNAc)s, ale moze
rowniez deacetylowa¢ monomeryczny GIcNAc. Oznacza to, ze jest wystarczajaco
niespecyficzna, aby wchodzi¢ w sklad triady chitynolitycznej, zdefiniowanej powyze;j.
Specyficznoé¢ glukozaminidazy wcigz nie zostala okreslona i bedzie przedmiotem

dalszych badan, ale struktura dla niej zostala rozwigzana, a wczesne badania



enzymatyczne  wskazuja, ze  uzupelnia ona  aktywnos¢  deacetylazy
diacetylochitobiozowe;.

Warto zauwazy¢, ze oba enzymy sa hipertormofilne, Dac-74 i GImA-01, mogty by¢
przygotowywane w temperaturze pokojowej, ale wymagaly wyzarzania, zanim mozna
bylo wykry¢ jakakolwiek aktywno$¢ enzymatyczna. Termin "wyzarzanie" zostat
zdefiniowany w metalurgii i materialoznawstwie, aby opisa¢ obrébke cieplng, ktéra
zmienia fizyczne lub chemiczne wlasciwosci materiatow. NajwyraZniej odnosi si¢ on
rowniez do niektérych enzyméw hipertermofilnych. Szczegéty tego, co faktycznie ma

miejsce podczas procesu wyzarzania, pozostaja do ustalenia.



