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Regulacja aktywnosci i wigzanie substratow
w zaleinej od $wiatta oksydoreduktazie protochlorofilidu

Zaleina od $éwiatla oksydoreduktaza protochlorofilidu (E.C. 1.3.1.33, POR) jest roslinnym
enzymem katalizujacym jedna z ostatnich reakcji szlaku biosyntezy chlorofilu, mianowicie redukcje
protochlorofilidu (Pchlidu} do chlorofilidu (Chlidu} z udziatem NADPH. W wyniku tej reakcji wigzanie
podwojne migdzy atomami wegla C17 i C18 zostaje sredukowane, a dinukleotyd utleniony. Unikalng
cecha POR jest fakt, 2e zwigzanie obu substratéw przez enzym nie jest wystarczajace to inicjacji reakeji.
Reakcje inicjuje dopiero wzbudzenie czasteczki Pchlidu zwigzanej w kompleksie z POR | NADPH, ktdre
jest efektem np. absorpcji kwantu swiatta.

W etiolowanych roélinach okrytonasiennych POR akumulowany jest wraz z NADPH i Pchlidem
w ciatach prolamellarnych (PLB) wewnatrz etioplastow. Takie kompleksy maja charakterystyczne
pasmo emisji fluorescencji 0 maksimum 654 nm.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej badano proces oligomeryzacji POR, mechanizm wigzania
substratéw oraz wptyw lipidéw PLB na enzym z wykorzystaniem rekombinantowego biatka PORA z
Arabidopsis thaliana. Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze POR tworzy duie oligomery bez
wzgledu na obecno$¢ substratéw. Tworzenie sig oligomeréw POR przed zwigzaniem substratdw
obserwowano wykorzystujac metode FRET oraz elektroforezg natywna. Sieciowanie chemiczne oraz
spektrometria mas pozwolity zidentyfikowac reszty aminokwasowe, ktore dzieli niewielka odlegtos¢ w
oligomerze POR. Uzyskane dane wykazaty, ze wigzanie substratow powoduje zblizenie motywow
katalitycznych sasiednich podjednostek w oligomerze na odleglos¢ okoto 12 A. Moze sie to odbywac
poprzez rearanzacje struktury oligomeru lub poprzez oddziatywanie miedzy istniejacymi oligomerami.
Zaktadajac, ze kieszenn wigzaca barwnik sasiaduje z motywem katalitycznym POR, uzyskane wyniki
oznaczaja, e podobnego rzedu jest odlegtosc migdzy czgsteczkami Pchlidu zwigzanymi w sasiednich
podjednostkach oligomeru POR.

W oparciu o uzyskane dane otrzymano szereg mutein delecyjnych POR, a ich zdolnos¢ do
oligomeryzacji badano za pomoca elektroforezy natywnej. Dzieki tej metodzie udato sie zidentyfikowat
dwie grupy reszt aminokwasowych biatka (reszty 85-88 oraz 240-270) waine dia procesu
oligomeryzacji.

Ponadto udowodniono eksperymentainie, ze do odtworzenia kompleksow charakteryzujacych
sie pasmem emisji fluorescencji o maksimum 654 nm, a wiec takich jakie wystepuja w PLB, konieczna
jest obecno$é POR, Pchlidu, NADPH, MGDG oraz przynajmniej jednego z ujemnie natadowanych
roélinnych lipidéw: PG lub SQDG. Co wigcej, PG oraz SQDG znaczaco zwiekszaja powinowactwo
enzymu do NADPH. Efekt ten jest na tyle silny, 7e w obecnosci tych lipidow takze NADH moze by¢
skutecznie wigzany przez POR i wykorzystywany w reakcji. Ponadto, uzyskane dane wskazujg na
intensywny transfer energii wzbudzenia z Pchlidu na Chlid oraz miedzy czasteczkami Pchlidu, co
oznacza, ze czasteczki barwnika sa blisko w oligomerze POR. Potwierdza to tym samym wnioski z
poprzednich eksperymentow.

Dzieki ukierunkowanej mutagenezie udato sie zidentyfikowaé kilka reszt aminokwasowych
zaangazowanych we wigzanie Pchlidu, tj. H321, T316 oraz T317. Reszta R323 moie brac udziat w
wigzaniu ujemnie natadowanych lipidow.

Zgromadzone dane na temat potoZenia maksimum emisji fluorescencji Pchiidu i Chlidu w
obacnosci réznych stezen lipidéw i NADPH pozwolg lepiej interpretowaé widma fluorescencji
zieleniejacych radlin, co z kolei przetozy sie na lepsze zrozumienie fizjologicznych proceséw zwigzanych
2 zielenieniem. Uzyskane wyniki pozwotlity poznal nowy mechanizm regulacji szlaku biosyntezy
chlorofilu poprzez regulacie powinowactwa POR do NADPH za pomoca ujemnie naiadowanych lipidow.
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