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Jednym z waznych i ciggle aktualnych probleméw jest zachowanie struktury makroczasteczek
biologicznych (kwaséw nukleinowych czy biatek) w wysokich cisnieniach. Problem ten w
szczegoblnosci dotyczy enzymow biatkowych, ktdre potencjalnie mogg mieé zastosowania w
biotechnologii. W ich przypadku istotne jest zachowanie zaréwno struktury czwartorzedowej
(multimeru) jaki i trzeciorzedowej w warunkach ekstremalnych, w ktérych potencjalnie
zachodzi¢ moze zaréwno rozpad struktur oligomerdw jak i struktury przestrzennej.

Celem niniejszego projektu jest zbadanie zachowania w warunkach wysokich cis$nien
wybranych biatek modelowych (ksylanazy, izomerazy glukozy) zaréwno w krysztale jak i w
roztworze. lzomeraza ksylozy/glukozy ze Streptomyces rubiginosus jest tetramerem
zbudowanym z czterech identycznych podjednostek (homotetramer) i katalizuje odwracalng
reakcje izomeryzacji cukréow prostych (ksylozy i glukozy). Kolejnym z wybranych do badan
enzymow jest jednodomenowe biatko - ksylanaza z Trichoderma longibrachiatum, ktéry
katalizuje reakcje przypadkowej hydrolizy wewnetrznych potaczen (-1,4-D-ksylozydowych) w
ksylanie bedgcym gtéwnym komponentem roslinnej hemicelulozy.

Struktury tych biatek zostaty juz wczesniej poznane, jednak zaplanowane badania
wysokocisnieniowe tych struktur sg juz nowoscig. Biatka te zostang wykrystalizowane i w
oparciu o uzyskane krysztaty przeprowadzone zostang eksperymenty dyfrakcyjne w wysokich
cisnieniach (do 2 GPa) przy uzyciu promieniowania synchrotronowego. Uzyskane dane
dyfrakcyjne postuzg do rozwigzania i udoktadnienia ich struktur krystalicznych. Réwnolegle do
badan dyfrakcyjnych przeprowadzone zostang analizy struktury tych biatek w roztworze w
wysokich cisnieniach przy uzyciu techniki matokatowego rozpraszania promieniowania
synchrotronowego. Pozwoli to na zbadanie potencjalnych zmian strukturalnych ksylanazy i
izomerazy glukozy zachodzgcych w roztworze.

Eksperymenty dyfrakcyjne i SAXS prowadzone bedg zaréwno na liniach pomiarowych w
synchrotronach europejskich jak i w Narodowym Centrum Promieniowania
Synchrotronowego ,SOLARIS” w Krakowie. Obecnie w NCPS ,SOLARIS” konstruowana jest
linia badawcza SOLCRYS dedykowana do badan dyfrakcyjnych biatek (PX) oraz pomiaréw
matokatowego rozpraszania promieniowania synchrotronowego (SAXS). Na linii SOLCRYS
mozliwe bedg rowniez badania struktury biomakroczgsteczek w wysokich ci$nieniach. W
ramach planowanych badan SAXS i PX przewidzianych w niniejszym projekcie mozliwa bedzie
weryfikacja mozliwosci badawczych linii SOLCRYS.



