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Do najwazniejszych szlakow biochemicznych stuzacych pozyskaniu energii przez zywe organizmy
nalezy oddychanie komorkowe oraz fotosynteza. Jednym z enzyméw bioracych udziat w tych procesach sa
biatka btonowe nalezace do rodziny cytochroméw bc, ktore wykorzystuja energie zgromadzong w
przeno$nikach elektronéw (donory i akceptory elektrondw) do aktywnego transportu protonow w poprzek
btony komoérkowej. Dzigki temu cytochromy bc przyczyniaja si¢ do budowy sity napgdowej dostgpnej dla
roznych procesow biochemicznych podtrzymujacych zycie. Szczegoélnie intrygujaca reakcja zwiazana z
aktywnoscia tych enzymow jest reakcja tzw. zaleznej od chinonéw elektronowej bifurkacji. Polega ona na
rozszczepieniu drog transportu elektronow z donoru, ktérymi sa chinony, na dwie osobne galgzie akceptorow
(kofaktoréw) bedacych integralnymi sktadnikami tych enzymow. Proces ten jest niezwykle wydajny przy
jednoczesnej minimalizacji ryzyka reakcji ubocznych mogacych zmniejsza¢ wydajno§¢ konwersji energii
oraz mogacych stanowi¢ zrodto szkodliwych reaktywnych czasteczek, ktore przyczyniaja si¢ do degradacji
komoérek. Sama reakcja bifurkacji w szerszym kontek$cie ma ogromne znaczenie w regulacji procesow
bioenergetycznych i utrzymania réwnowagi redoks komoérek, a mutacje uposledzajace ten proces sa
przyczyna cigzkich genetycznych chorob metabolicznych. Co wigcej, celowane inhibitory miejsca gdzie
zachodzi ta reakcji maja ogromne znaczenie w zwalczaniu infekcji grzybicznych czy pasozytow takich jak
np. zarodzce malarii. Przez fakt, ze reakcja bifurkacji stanowi centralny punkt komérkowego przeksztatcania
energii opartej o chinony, jej zrozumienie stanowi jedno z najwigkszych wyzwan wspotczesnej
bioenergetyki.

Mimo wielu wczesniejszych badan nad bifurkacja jej mechanizm molekularny i kwantowy nie zostat
wyjasniony. Skutkiem tego stato si¢ ugruntowanie dwoch wzajemnie wykluczajacych si¢ modeli reakcji, z
ktorych kazdy napotyka na swoje problemy interpretacyjne w kontekscie istniejacych danych
eksperymentalnych. Dodatkowo szereg wynikow wydaje si¢ by¢ czgSciowo niezgodna ze soba. Powoduje to
problemy interpretacyjne oraz wymaga stosowania pewnych zatozen, ktére niekoniecznie musza byc¢
stuszne. Obecnie dokonujacy si¢ przetom w mozliwo$ciach badan na poziomie molekularnym i kwantowym
otwiera nowe drogi do poznania fenomenu tej niezwyklej reakcji o ogromnym znaczeniu w $wiecie zywych
organizmow.

Kilka naszych ostatnich prac doprowadzito do odkrycia nowych stanéw przejsciowych (tzw. stanow
metastabilnych) zwiazanych z procesem bifurkacji w cytochromie bci, a nowe dostepne techniki takie jak
obliczenia kwantowe oraz metody mikroskopii krioelektronowej (cryo-EM) pozwalaja na przeprowadzenie
doglebnych badan zwiazanych molekularnym i kwantowym mechanizmem katalizy tych biatek. W
niniejszym wniosku planowane jest przeprowadzenie badan z wykorzystaniem tych dwoch technik w
potaczeniu z metodami niskotemperaturowych pomiaréw spektroskopowych elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) i metod optycznych oraz elektrochemicznych na bakteryjnym modelu
cytochromu bc, pochodzacego z Rhodobacter capsulatus.

W projekcie zaplanowane s3 badania zwigzane z kinetyka powstawania i zaniku standw przejSciowych z
uzyciem szeregu mutacji, ktére zmieniaja powinowactwo elektronowe oraz modyfikuja postulowane $ciezki
przenoszenia protondw. Zbadane zostana oddzialywania form przejsciowych, generowanych przez naturalne
oraz syntetyczne semichinony, z otoczeniem reszt aminokwasowych, a takze przebadany zostanie efekt
ruchu domeny jednej z podjednostek tego biatka na wewngtrzne srodowisko protonowe majace wptyw na
rownowagi stanow przejSciowych. Wykorzystane zostanie podejécie spektroskopowe z wykorzystaniem
impulsowego EPR oraz temperaturowych zaleznos$ci zmiany réwnowag pomiedzy poszczegdlnymi etapami
reakcji. Dane strukturalne uzyskane z cryo-EM zostang wykorzystane do konstrukcji odpowiednich modeli,
na ktorych przeprowadzone zostang obliczenia kwantowe majace za zadanie wyznaczenie prawdopodobnych
drég reakcji w zalezno$ci od zmieniajacych si¢ warunkéw strukturalnych i funkcjonalnych. Rezultaty
obliczen kwantowych zostana poréwnane z danymi uzyskanymi z pomiaréw spektroskopowych w celu
weryfikacji poprawnosci obliczen w konteks$cie ich zgodnosci z eksperymentem. Dodatkowym zadaniem
bedzie analiza wptywu zmiany standw spinowych kofaktorow (hemy b) na procesy transferu elektronu w
uktadach aktywowanych §wiatlem, w pomiarach kinetycznych na izolowanych biatkach oraz na ustalanie si¢
roOwnowagi termicznej w stanach stacjonarnych przy réznych wartosciach potencjatu zewngtrznego redoks.

Podsumowujac, celem proponowanych badan jest poznanie uniwersalnego mechanizmu molekularnego
zwiazanego z kataliza chinonow przez cytochromy bc z uwzglednieniem efektow kwantowych. Oczekujemy,
ze przyczyni si¢ to do zrozumienia efektywnosci katalizy co jest istotne w konteks$cie badan nad innymi
enzymami bioenergetycznymi dziatajacymi w oparciu o chinonowe przeno$niki elektronow. W nieco dalszej
perspektywie poznanie mechanizmoéw tej reakcji przyczyna si¢ do rozwoju kolejnego etapu badan, w ktérych
mozliwa bedzie konstrukcja nowych, syntetycznych enzymow katalizujacych nowe reakcje redoks w oparciu
0 rozwiazania istniejace w przyrodzie.



