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Uvod

Glykozidtransglykozylazy podrodiny GH 16 20 [1] katalyzuji Stiepenie vysokomolekularneho
sacharidového substratu, pricom nasledne prenasaju fragment s povodnym neredukujucim koncom
(donorovy substrat) na iny poly- alebo oligosacharid (akceptorovy substrat). Enzymy sa odlisuja
r6znou donorovou a akceptorovou Specificitou, napr. pre enzym TmXET6.3 bola experimentalne
stanovena Siroka akceptorova Specificita pre neutralne oligosacharidy [2], kym pre Strukturalne
najlepsie charakterizovany enzym ztejto skupiny, PttXET16A [3], bola stanovena striktna
Specificita aj pre donor aj pre akceptor. Simulécie stability komplexov enzym-donor-akceptor [4]
ukdzali, ze kym komplexy TmXET®6.3 boli stabilné so vSetkymi akceptormi, stabilita PttXET16A
vyzadovala Specificku 1,3- alebo 1,4-vizbu medzi vylu¢ne glukézovymi jednotkami. V tejto praci
sme testovali, ¢i takto ziskané teoretické vysledky zodpovedaji experimentalnym aj v pripade
vzacnej skupiny enzymov, ktora operuje aj na akceptoroch s ndbojom [5].

Materidal a metody

Homoldégne modely TmXET®6.3, jej dvojitého mutanta TmXET6.3 W75H/Y110R a HvXET3 boli
zostrojené na zaklade koordinatov ziskanych z krystalografickej struktary PttXET16A (templat)
[3]. Homologne modely boli generované v Modeller9v6 [6]. Ako donor slazil xyloglukan
heptaoligosacharid (XG-OS7), ktory bol dokovany podl'a koordinat pre xyloglukdn nonasacharid
po odstraneni dvoch termindlnych galaktézovych rezidui [7]. Ako akceptor sluzili neutralne
oligosacharidy [4], v tejto praci konkrétne xylotetrasacharid (Xyl-OS4). Jeho Struktira bola
pripravena pomocou GLYCAM-web serveru [8] a upravena pre dokovanie v LigPrep tool [9].
Proteinové Struktiry boli pripravené pre dokovanie v Protein Preparation Wizard [10]. Samotné
dokovanie bolo robené v programe Glide [11] a redokované pomocou Induced Fit Docking
Protocol [12]. Pre simuldcie molekulovou dynamikou sa struktiry komplexov enzym-donor—
akceptor pripravili v tleap, ktory je sucastou programového balika Amberl6 [13], aplikovali sa
parametre silového pola Amber ff99SB na proteiny a parametre GLYCAMO6 pre sacharidy,
solvatovalo sa molekulami vody TIP3P [14]. Potom boli Struktiry ekvilibrované a pouzité pre
simulacie molekulovou dynamikou [4].



Vysledky a diskusia

Glykozidtransglykozylazy TmXET6.3, TmXET6.3 W75H/Y110R a HvXET3 sa vyznacujl
nezvyklo Sirokou akceptorovou $pecificitou, t.j. si schopné prenasat’ fragmenty donora na celé
spektrum Strukturdlne odliSnych neutrdlnych poly- alebo oligosacharidov [2,5]. HvXET3 sa od
TmXET6.3 lisi schopnostou vyuzivat’ ako akceptor aj nabité oligosacharidy [5]. Dvojbodova
mutacia TmXET6.3, TmXET6.3 W75H/Y110R viedla k ziskaniu schopnosti katalyzovat’ prenos
na nabité substraty rovnako, ako tomu bolo v pripade skupiny enzymov Strukturdlne podobnych
s HvXET3 [5].

Pokus o simuldciu pomocou molekulovej dynamiky komplexu enzym-XG-OS7-Xyl-OS4, ktory sa
osvedcil v pripade TmXET3 a PttXET16A [4], viedol napriek experimentdlne stanovenej aktivite
na tento akceptor k postupnému uvolnovaniu akceptora z vdzobného miesta, pricom v Case
ukonc¢enia simulacie sa akceptor nachadzal mimo aktivneho miesta enzymu (Obr. 1). Rovnaky
vysledok ukazala simulacia s dvojitym mutantom TmXET6.3_ W75H/Y 110R, ktory je tiez na tento
akceptor aktivny.

Obr.1: Simuléacia molekulovej dynamiky stability komplexov enzym (TmXET®6.3, siva alebo HvXETS3,
modré) — donor (XG-OS7, tyrkysova) — akceptor (Xyl-OS4, ruzovd) na pociatku simulacie (0 ns) a na jej
konci (1000 ns).



Zdver

Z vysledkov vyplyva, Ze v pripade enzymov podrodiny GH 16_20, ktoré st schopné vyuzivat
okrem Sirokého spektra neutralnych oligosacharidov ako akceptory aj nabité poly-
a oligosacharidy, nie je medzi experimentdlne stanovenymi aktivitami a vysledkami stadii stability
komplexov enzym-donor-akceptor zhoda, ako tomu bolo v pripade Specifickych enzymov alebo
enzymov operujucich na neutralnych poly- a oligosacharidoch. Predpokladame, Ze chyba mdze byt
v pozmenenej 3D Struktire aktivneho miesta enzymov s mutaciami, ktoré im umoziuju viazat
v aktivnom mieste aj substraty s nabojom, v porovnani s pouzitym templatom a/alebo stym
suvisiacim dokovanim. V dosledku tohto mozu byt potom vychodzie modely enzym-donor-
akceptor pre tuto skupinu enzymov chybné. Preto povazujeme za nutné uskutocnit’ krystalografické
studie aj enzymov podrodiny GH 16_20, ktoré vykazuji schopnost’ transferu na nabité substraty.
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