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Tematem projektu jest niezwykta enzymatyczna reakcja tworzenia wigzania C-C pomiedzy
weglowodorem i1 fumaranem w wyniku ktérej powstaje zdefiniowany stereochemicznie
addukt weglowodorowo-bursztynianowy. Zostata ona po raz pierwszy zaobserwowana w
beztlenowych bakteriach metabolizujacych weglowodory. Pierwszym opisanym przyktadem
tej nietypowej reakcji byta addycja toluenu do fumaranu, ktorg katalizowal enzym glicynowo-
rodnikowy, syntaza benzoilobursztynianowa (BSS). Ten nowy dla biochemii proces w ciggu
ostatnich lat stat si¢ modelowym reprezentantem dla wielu innych reakcji rodnikowej addycji
fumaranu katalizowanych przez analogiczne enzymy obecne w beztlenowych szlakach
metabolicznych weglowodorow, zarowno z grupy zwigzkow alkiloaromatycznych jak i
liniowych alkanéw.

W projekcie FEARECTION przebadamy biochemie i mechanizm katalityczny catej klasy
tych bakteryjnych enzymow, ktore nazwaliémy enzymami dodajacymi fumaran (FAE). FAE
sa wysoce wrazliwe na tlen atmosferyczny i potrzebuja by¢ aktywowane do stanu
rodnikowego przez specjalny enzym aktywujacy. Co wigcej, wiele bakterii wytwarzajacych
FAE dla swoich potrzeb metabolicznych ros$nie bardzo powoli i wytwarza bardzo niewielkie
ilosci tych enzymow. Z tego powodu FAE sg bardzo trudnym obiektem badan co istotnie
ograniczato studia nad nimi, pomimo ich duzego znaczenia w procesach bioremediacji
srodowiska i ich istotnego wptywu na globalny cykl wegla. Dzigki naszemu niedawnemu
odkryciu wydajnego systemu produkcji rekombinowanego enzymu BSS mozliwe jest
podjecie badan proponowanych w tym projekcie. Opracowany system moze zostaé
zaadoptowany do produkcji innych FAE w ich aktywnej formie co pozwoli po raz pierwszy
badac¢ ich biochemig.

W projekcie dwie $cisle wspolpracujace grupy z Niemiec 1 Polski beda stosowaly metody
kierowanej mutagenezy w celu zidentyfikowania roli poszczeg6lnych aminokwasoéw w
centrach enzymatycznych FAE oraz poszerzenia spektrum mozliwych do otrzymania
produktow. Projekt umozliwi scharakteryzowanie nowych biokatalizatorow FAE reagujacych
z innymi niz toluen substratami oraz pozwoli na poznanie ich struktury dzigki krystalografii
rentgenowskiej. Umozliwi rowniez badanie in-vitro procesu aktywacji FAE przez enzymy
aktywacyjne. Z kolei badana nad mechanizmem reakcji bedg prowadzone z wykorzystaniem
zaawansowanych technik modelowania (symulacji dynamiki i obliczen QM:MM) wspartych
pomiarami eksperymentalnymi. Celem naszego projektu b¢dzie rowniez opracowanie
biotechnologicznej metody produkcji wysokowartosciowych zwigzkoéw syntetyzowanych z
wykorzystaniem FAE w rekombinowanych systemach cato-komérkowych. Spodziewamy sig,
ze zmodyfikowane genetycznie bakterie beda w stanie produkowac chiralne zwigzki
chemiczne, ktore w przysztosci znajda zastosowanie w syntezie farmaceutykow oraz jako
monomery do produkcji biodegradowalnych polimeréw. Wyniki projektu przyczynig si¢
réwniez do lepszego zrozumienia procesow bioremediacji sSrodowiskowych zanieczyszczen
pochodzacych z ropy naftowe]j i odpadéw przemystu chemicznego. Badania te dostarczg
réwniez istotnych danych biochemicznych utatwiajacych wykorzystanie mikroorganizmow w
procesie bioremediacji weglowodorow. Na koniec nalezy wspomnie¢, ze wyjasnienie
mechanizmow dla catej nowej klasy enzymow FAE przyniesie istotny wktad w dziedzing
enzymologii 1 biochemii procesOw beztlenowych.



