2022/06/X/ST4/00078

Tytut w jezyku polskim: Znaczenie utleniajgcych i kwasowo-zasadowych wtasciwosci centrow aktywnych dla ich
aktywnosci - badania obliczeniowe dla enzymoéw zaleznych od niehemowego zelaza

Tytut w jezyku angielskim: Effect of redox and acidobasic properties of the acitve sites on the activity of non-heme iron
dependent enzymes - computational studies

staz naukowy, dr Zuzanna Marta Wojdyta

Opis dziatania naukowego planowanego do realizacji. Enzymy zalezne od niehemowego zelaza (NHFe) sg efektywnymi
biokatalizatorami zdolnymi do regioselektywnej aktywacji wigzar C-H. Kluczowym elementem dla ich aktywnosci jest
reaktywne ugrupowanie ferrylowe (FenO); powstaje ono w centrum aktywnym na drodze redukc;ji tlenu czgsteczkowego
i ma zdolno$¢ do oderwania atomu wodoru od atomu C substratu (aktywacji wigzania C-H). W ramach prezentowanego
dziatania naukowego chciatabym zbadaé, wykorzystujgc metody obliczeniowe, inherentne utleniajace i kwasowo-
zasadowe wiasciwosci ugrupowania ferrylowego, by zrozumie¢ ich znaczenie dla przebiegu reakcji katalizowanych
przez NHFe. Jak dotad jest to zagadnienie stabo przebadane, a jego zrozumienie moze by¢ bardzo pomocne w
inzynierii enzymow i projektowaniu katalizatoréw biomimetycznych. Pragne skupi¢ sie na enzymie z klasy hydroksylaz
zaleznych od pteryny (PDH) - ludzkiej hydroksylazie fenylo-alaniny (PheH) i na podstawie dostepnej struktury
krystalicznej (kod PDB: 1KWO0) przeprowadzi¢ badania metodami chemii kwantowej (QM) i z uzyciem metod
hybrydowych QM/MM, aby uzyska¢ model centrum aktywnego, ktéry bedzie zgodny z dostepnymi wynikami badan
eksperymentalnych. W nastepnym kroku model ten zostanie uzyty do obliczenia potencjatéw redoks i statych dysocjac;ji
kwasow (statych kwasowosci), ktore z kolei zostang wykorzystane do wyttumaczenia zmiennosci wysokosci barier
determinujacych szybkos$¢ reakcji. Badania te chciatabym przeprowadzi¢ we wspotpracy z grupg Dr Martina Srneca-
Computational Chemistry w J. Heyrovsky Institute of Physical Chemistry w Pradze (Republika Czeska).

PheH katalizuje reakcje, ktora nie jest typowa dla ugrupowania ferrylowego - hydroksylacje pierscienia aromatycznego
L-fenyloalaniny (L-Phe) do L-tyrozyny. Reakcja ta przebiega na drodze przeniesienia atomu tlenu grupy Fe'VO do atomu
wegla sp? pier§cienia aromatycznego, po ktorym nastepuje wewnatrzczasteczkowa migracja atomu H (Arch. Biochem.
Biophys. 1986, 250(1) 180-85). Proces ten jest niewatpliwie rozny od charakterystycznego dla FeVO oderwania atomu
wodoru (hydrogen atom abstraction, HAA) od atomu wegla sp?, ktore prowadzi do réznorodnych przemian
(hydroksylaciji, odwodornienia, cyklizacji, epoksydacji, rearanzacji). HAA jest katalizowane przez PheH jedynie dla
analoga substratu, 4-metylo-L-Phe, i tylko czesciowo zastepuje natywng hydroksylacje pierscienia aromatycznego. Stad,
chcieliby$my przebada¢ termodynamiczne wtasciwosci ugrupowania ferrylowego PDH (potencjaty redoks i state
kwasowosci) jako potencjalny czynnik, ktéry moze utrudniac¢ zajscie HAA (na przyktadzie reakcji z analogiem).

Motywacjg dla badan obliczeniowych sa wyniki nowych badan eksperymentalnych dla PDH (reprezentowanych przez
hydroksylaze tryptofanu) (PNAS 2021, 118(15) e2022379118). Badania te, w oparciu o wyniki z metod
spektroskopowych, pokazaty, ze zelazo w centrum aktywnym PDH jest bezposrednio koordynowane przez atom tlenu
grupy karbonylowej kofaktora - tetrahydrobiopteryny. Te wyniki staty sie inspiracjg dla ba-dan nad wtasciwosciami
kompleksu ferrylu PDH, poniewaz wskazujg na analogie miedzy PDH a inng klasg enzyméw wykorzystujgcych
ugrupowanie Fe'VO - dioksygenazami zaleznymi od 2-oksoglutaranu (ODD).Reakcje HAA katalizowane przez enzymy
tej drugiej grupy badatam metodami obliczeniowymi podczas doktoratu, a czynniki kontrolujgce reakcje angazujgce
FeVO sg jednym z moich naukowych zainteresowarn.

Badania obliczeniowe (QM) nad PheH byty prowadzone juz wczesniej w innych grupach badawczych, jednak
wymodelowana w nich struktura centrum aktywnego niezupetnie pokrywa sie z najnowszymi wynikami
eksperymentalnymi. W pierwszym z badan pteryna jest potozona w drugiej sferze koordynacyjnej zelaza, natomiast w
drugim - koordynuje je dwukleszczowo (przez grupy: karbonylowa i N(H)) (Chem. Eur. J 2003,9(17) 4055-67; Eur. J.
Inorg. Chem. 2011, 2011 (17) 2720-32). Tym razem, chcieliby$my podej$¢ do tego zagadnienia z wykorzystaniem
metod QM/MM, w korzystaniu z ktérych zdobytam do$wiadczenie podczas badan do pracy doktorskiej. Mozna
oczekiwac, ze uwzglednienie kompletnego otoczenia centrum aktywnego umozliwi rzetelne opisanie geometrii
kompleksu zelaza. Wspotpraca z grupg Computational Chemistryumozliwi opracowanie mozliwie precyzyjnej metody do
wyznaczania potencjatow redoks uktadow ferrylowych (na podstawie uzyskanego modelu centrum aktywnego); grupa ta
ma doswiadczenie w obliczeniach i interpretacji wtasciwosci redoks kompleksow Zzelaza (J. Phys. Chem. C 2018,
122(20), 10773-82).

Staz w grupie Computational Chemistry pozwoli mi efektywnie przeprowadzi¢ wstepne badania dla NHFe. Skorzystam z
doswiadczenia grupy w tagczeniu inherentnych (elektronowych) wtasciwosci ugrupowania ferrylowego z obserwowang
selektywnoscig reakcji, rowniez w uktadach enzymatycznych (JACS 2016,138(15) 5110-22). Oczekiwanymi rezultatami
stazu bedg: a) uzyskanie modelu centrum aktywnego PheH zgodnego z wynikami eksperymentow, i b) opracowanie
wiarygodnej metody do obliczen potencjatow redoks ugrupowania Fe'VO w $rodowisku enzymatycznym. Te dwa
elementy bedg punktem startowym dla kolejnego projektu badawczego, ktérego celem bedzie zbadanie roli wtasciwosci
utleniajgcych i kwasowo-zasadowych grupy Fe'VO w kontrolowaniu aktywnosci i selektywnosci reakcji w uktadach
biologicznych.



