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Bardzo wiele produktéw naturalnych, z ktérych znaczaca czgs¢ jest uzytecznych
W medycynie, zawiera w swojej strukturze jeden lub wigcej pierScieni. Znaczna cze$¢ reakcji
cyklizacji jest katalizowana przez enzymy zalezne od Zzelaza, z ktorych wiele jest wcigz stabo
scharakteryzowanych. Przykladami mogg by¢ gtowne obiekty tego projektu badawczego, czyli
dioksygenaza 4,5-dihydroksyfenyloalaniny (DODA, EC: 1.13.11.29), ktora katalizuje kluczowy
etap biosyntezy barwnikow o wiasciwosciach antyoksydacyjnych - betalain, i syntaza ektoiny
(EctC, EC: 4.2.1.108) katalizujagca ostatni etap biosyntezy ektoiny (kwasu (S)-2-metylo-1,4,5,6-
tetrahydro-pirymidyno-4-karboksylowego), ktora jest substancjg osmolityczng chronigca komorki
przed odwodnieniem. Te dwie grupy enzymow zaleznych od zelaza zostaty genetycznie i czg§ciowo
biochemicznie i strukturalnie scharakteryzowane, jednak nadal istnieje wiele waznych otwartych
pytan dotyczacych ich struktury i mechanizméw katalitycznych. W ramach tego projektu
podejmiemy $cisle zintegrowane badania, ktore beda wykorzystywac krystalografie biatek, pomiary
szybkiej kinetyki enzymatycznej, spektroskopi¢ Mossbauera i metody obliczeniowe (symulacje
dynamiki molekularnej, badania QM/MM nad mechanizmami reakcji, obliczenia wlasciwosci
spektralnych Mossbauera, racjonalne przeprojektowanie enzymoéw), W celu: uzyskania struktur
krystalicznych enzyméw 1 ich kompleksow z substratami/mimetykami lub produktami, wyjasnienia
mechanizmow reakcji  katalitycznych, rozwiktania struktury 1 dynamicznych czynnikéw
determinujacych aktywnos¢, specyficznosci i wydajnosci reakcji enzymatycznych, oraz
przeprowadzenia racjonalnego przeprojektowania enzymow. Kluczowym etapem biosyntezy
betalain jest oksydacyjne otwarcie pierScienia L-DOPA katalizowane przez DODA, w wyniku
czego powstaje 4,5-seco-DOPA. Pod wzgledem chemicznym reakcje katalizowane przez DODA
wcigz skrywaja kilka nierozwigzanych zagadek. Na przyklad, dotychczas scharakteryzowane
DODA pochodzenia roslinnego wykazuja wytacznie aktywnos¢ 4,5-ekstradiolowa — produkuja
kwas betalamowy (BA), ktory w przypadku B. vulgaris DODA jest mieszaning 95:5 (S)- i (R)-
enancjomerow. Z kolei enzymy DODA z Escherichia coli, Amanita muscaria i Gluconacetobacter
diazotrophicus oprocz aktywnosci 4,5-ekstradiolowej rozszczepiaja rOwniez pierscien aromatyczny
L-DOPA przy wigzaniu C2-C3, co daje 2,3-seco-DOPA i ostatecznie muskaflawing. Obecnie nie
wiadomo, skad bierze si¢ ta podwdjna aktywnos¢ tych enzymow. Ponadto nie jest jasne, czy DODA
odgrywa jakakolwiek aktywng role w cyklizacji 4,5-seco-DOPA do BA. Wreszcie, pochodzenie
wysokiej enancjoselektywnosci cyklizacji 4,5-seco-DOPA jest nadal nieznane. Na poziomie
strukturalnym enzymy DODA sa jak dotad stabo scharakteryzowane. Ektoina i jej pochodna
5-hydroksyektoina sa ,,chemicznymi chaperonami” wykorzystywanymi przez komorki (gtownie
bakterie) do ochrony przed odwodnieniem spowodowanym nadmiernym zewnetrznym zasoleniem.
Kluczowym etapem biosyntezy ektoiny jest wewnatrzczasteczkowa reakcja kondensacji
N-y-acetylo-L-2,4-diaminomaslanu katalizowana przez EctC, w wyniku ktorej powstaje ektoina
1 uwalniana jest czasteczka wody. Do tej pory scharakteryzowano biochemicznie kilka enzymow
EctC, a dwa z nich zostaty skrystalizowane, ale te struktury krystaliczne wcigz pozostawiajg wiele
waznych pytan otwartych. Dlatego wysoce pozadane jest otrzymanie krysztatow z wigkszym
obsadzeniem Fe 1 substratu, oraz uzyskanie dodatkowych struktur dla produktéw posrednich
reakcji. Stan utlenienia i stan spinowy jonu Fe, struktura jego powloki koordynacyjnej oraz
szczegObtowy mechanizm reakcji sg obecnie nieznane.



