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2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pdzn. zm.).

4.1. Tytul osiagniecia.
Zastosowanie metod teoretycznej biofizyki obliczeniowej do ulepszania enzyméow

biotechnologicznych.



4.2. Cele badawcze, wyniki i opis opartych na nich publikacji, wplyw na przyszle
badania.

Osiagniecie naukowe, ktore stanowi podstawe niniejszego wniosku polega na
zastosowaniu metod teoretycznej biofizyki obliczeniowej do poprawiania wybranych
wlasciwos$ci enzymow biotechnologicznych, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem
hydratazy nitrylowej (NHaza) [1], oraz enzymu fosforylaza sacharozy (SPaza) [2].
Oba te bialka uzywane sg na skal¢ masowa w firmach biotechnologicznych, dzigki
czemu tanio i ekologicznie uzyskuje si¢ szereg pozadanych zwigzkdéw chemicznych.
Zarébwno s$wiat naukowy jak i przemyst biotechnologiczny poszukuja nowych
narzedzi umozliwiajagcych projektowanie ulepszonych wariantow enzymoéw.
Inzynieria genetyczna pozwala wytworzy¢ biatka wykazujagce lepsze cechy
w porownaniu do enzymow naturalne wystepujacych w organizmach zywych
(w niniejszym autoreferacie czg¢sto do oznaczenia biatka naturalnie wystgpujacego,
inaczej natywnego uzywany bedzie skrot WT z angielskiego ,,Wild Type”).
Ulepszone enzymy maja tez duze znaczenie poznawcze. Ich badanie daje wglad
w molekularne mechanizmy rzadzace materia ozywiong co skutkuje lepszym
zrozumieniem otaczajacego nas $wiata. W przypadku komercyjnego zastosowania
udoskonalony enzym pozwala zaoszczedzi¢ czas i energi¢ potrzebng do
wyprodukowania wielu komercyjnie waznych zwigzkow. Obserwujemy silny trend
stymulowany m.in. ekologiag by stosowa¢ do produkcji procesy biotechnologiczne,
ktore sg niejednokrotnie duzo czystsze niz metody klasycznej chemicznej. Firma
stosujagca bardziej wydajne enzymy bedzie miata wymierne korzysci finansowe.
Potrzeba zaawansowanych badan naukowych enzyméw, w tym badan biofizycznych

jest zatem bardzo duza.

Jednym z mozliwych podejs¢ do ulepszania enzymow moze by¢ zastosowanie
metod teoretycznej biofizyki obliczeniowej, a doktadniej metod dynamiki
molekularnej i dokowania molekularnego. Metody te, jak pokazuja m.in. nasze
publikacje, pozwalaja przy wsparciu narzedzi bioinformatycznych oraz narzedzi
biotechnologii eksperymentalnej stosunkowo tanio i w krotkim czasie zaprojektowaé
nowe, ulepszone warianty enzyméw Ulepszenie moze oznacza¢ m.in. zwigkszong
aktywnos$¢ katalityczng, wieksza termostabilnoscig lub dobrg selektywnos$¢ wzgledem
wybranych substratow. Co wigcej, przy pomocy narzedzi teoretycznej biofizyki
obliczeniowej mozemy wyjasni¢ dlaczego ulepszone biatka dziataja bardziej
efektywnie.



4.2.1. Wstep i motywacja badan.

Kilka lat temu ludzko$¢ zauwazyla nadmierng eksploatacj¢ naszej planety.
Poprzez ciagle zwigkszanie si¢ populacji trzeba produkowac coraz wiecej zarowno
zywnosci, jak i lekow, §rodkow ochrony roslin i wszelkiego rodzaju zwigzkow
chemicznych. Od wielu setek lat wykorzystywane sa tradycyjne metody zaro6wno
uprawy roslin jak 1 hodowli zwierzat. Natomiast $rodki chemiczne tworzone sg
gléwnie za pomocg metod technologii chemicznej. Takie podejscie zuzywa jednak
bardzo duzo zasoboéw naturalnych i energii, zatruwajac przy tym Srodowisko.
Kilkadziesiat lat temu naukowcy zauwazyli, ze czgsto taniej 1 bardziej ekologicznie
mozna produkowaé wiele zwigzkow chemicznych za pomocg najwydajniejszych
maszyn: enzymoOw. Wielu naukowcow uwaza, ze technologi¢ produkcji czeka
w najblizszym czasie rewolucja, polegajaca na zamianie tradycyjnego rolnictwa, na
zywnos¢ tworzong poprzez bakterie, majace w sobie wbudowane enzymy, ktére beda
tworzy¢ zywnos$¢ tanio a co najwazniejsze bez zuzycia nadmiernej ilo$ci wody
energii i bez emisji gazow cieplarnianych [3-6]. W zwigzku z tym Ze istnieje ogromna
wrecz potrzeba zar6wno poznawania jak dziataja enzymy, ale ich ulepszania
zainteresowatem si¢ tym tematem ulepszania enzymow. Zdatem sobie sprawe z tego,
ze moja duza wiedza z fizyki i metod teoretycznej biofizyki obliczeniowej
w zakresie badania biomolekut, w szczegdlnosci niestandardowych enzymow, moze
wesprze¢ prace grup eksperymentalnych. Jak si¢ okazalo, teoretyczne i obliczeniowe

wsparcie okazato si¢ niezmiernie wazne w projektowaniu dwédch enzymow.

Majac wczesniejsze do$wiadczenie z enzymem hydrataza nitrylowa (dalej
NHaza), ktora katalizuje hydratacj¢ toksycznych nitryli, ktore czesto sa odpadami
procesow chemicznych np. w produkc;ji lateksu, do uzytecznych amidow, ktore moga
by¢ stosowane jako polepszacze gleby, dodatki do paszy (witamina PP) lub
potprodukty do tworzenia ubran z poliakryloamidu [7], a ktorej mozliwe mechanizmy
katalityczne badatem w trakcie prac nad doktoratem, postanowitlem nawigzac
wspolprace z grupa, ktéra bada te enzymy eksperymentalnie. Poniewaz w Polsce nie
ma takich grup owocng wspotprace udato si¢ nawigzaé z zagraniczng grupa naukowa
ze School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi China, ktérg Kieruje prof.
Zhemin Zhou. Nasze wspoélne podejscie do semi-racjonalnego projektowania bardziej
wydajnych wariantow enzymow zaowocowalo w sumie 10 artykutami naukowymi,

w wigkszosci opublikowanymi w wysoko punktowanych czasopismach. Dzigki



owocnej wspolpracy z prof. Zhou, kilku wizytom habilitanta w Chinach udato si¢
rozszerzy¢ wspotprace z Jiangnan University o grupg prof. Xianzhonga Chena.
Stosujgc podobne podejscie jak do NHazy, dzigki danym z obliczen poprawiono
wilasciwo$ci enzymu fosforylaza sacharozy, Do chwili obecnej opublikowano dwie
prace naukowe. Nasze innowacyjne podejsciec do semi-racjonalnego ulepszania
enzymow Dbiotechnologicznych za pomoca metod biofizyki teoretycznej oraz
biotechnologii eksperymentalnej jest unikalne, poniewaz niewiele grup na $wiecie
stosuje takie podejscie w szczegdlnosci do enzymoéw niestandardowych jakim jest
hydrataza nitrylowa. Zawiera ona posttranslacyjnie zmodyfikowane aminokwasy oraz
jon metalu w centrum katalitycznym, sprawiajgc ze niedo$wiadczeni naukowcy bez
doglebnej wiedzy nt. metod teoretycznej biofizyki obliczeniowej nie sg w stanie
modelowac i bada¢ wtasciwosci takich enzymow. Warto w tym miejscu wspomniec,
ze uniwersytet z ktorym nawigzatem wspoélprace, tzn. Jiangnan University w rankingu
Szanghajskim w 2022 roku uplasowat si¢ na pozycji 44 w dyscyplinie biotechnologia
oraz na pierwszej w naukach o zywnosci i technologii zywnosci (ranking Swiatowy).
Jedna z najczeéciej stosowanych metod teoretycznej biofizyki obliczeniowej jest
klasyczna dynamika molekularna (z ang. molecular dynamics, MD) [8]. W wielkim
skrocie, metoda MD polega na numerycznym catkowaniu rownan ruchu Newtona
(4.1) co pozwala na przeprowadzenie symulacji ewolucji w czasie w ujeciu
klasycznym, modelu opisujacego ztozony uktad fizyczny zbudowany np. z atomow

0 masach m; i potozeniach r;:

F=m, (ZTZZ‘ (4.1)

W przypadku modelowania uktadow biologicznych realizuje si¢ to
z uwzglednieniem licznych oddziatywan atom-atom, w celu uzyskania informacji
o wilasciwos$ciach materii ozywionej w Srodowisku jak najbardziej przypominajacym
naturalne otoczenie badanego ukladu, np. w S$rodowisku wodnym. Wyzej
wspomniane oddzialywania to m.in. wigzania kowalencyjne, oddzialywania
elektrostatyczne, oddzialywania van der Waalsa czy wigzania wodorowe.
Oddziatywania te powoduja, ze wszystkie atomy w badanym uktadzie oddziatuja
nawzajem z sitami wyznaczonymi za pomocg pewnej funkcji analitycznej opisujace;j
energi¢ potencjalng oraz zespotu parametrow tej funkcji. Funkcje ta nazywa sie

popularnie polem sitowym [9] (4.2).
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Pole sitowe reprezentuje energi¢ potencjalng statycznego uktadu oddziatujgcych
na siebie atoméw. Majac zdefiniowany potencjal dla badanego ukladu mozna
wyznaczy¢ sity dziatajace na poszczegolne atomy (4.3):

F=-V.V(f,..hy) 43

Majac tak wyznaczone sity dziatajace na atomy modelu w konkretnej chwili czasu
t, mozna wyznaczy¢ potozenia atomow w nastgpnym kroku, czyli czasie przysztym
(4.4):

F(t+At) =T (t) +V(t)At +%?At2. (4.4)

Aby to zrobi¢ potrzebna jest jeszcze informacja o predkosciach atomow.
Poczatkowe predkosci N atomoéw generuje si¢ zwykle losowo zgodnie z rozktadem
Maxwella-Boltzmanna i z zadang temperaturg T ukladu, faczac energi¢ kinetyczna

atomow z zasada ekwipartycji energii (4.5):
13 3
E;mi<vi >:ENkBT, (4.5)

gdzie kg oznacza statag Boltzmanna.

Predkosci v atomow w nastgpnych krokach wyznacza zgodnie z rownaniem (4.6):

V(t+At) =V(t) +

lf(t)+|f(t+At)At (46)
2m o

Rownania (4.4) oraz (4.6) nosza nazwe predkosciowego algorytmu Verleta [10,
11]. We wszystkich pracach przedstawionych jako gtdéwne osiggnigcie habilitacyjne
stosowane bylo konsekwentnie pole sitowe CHARMM 27 [9, 12]. Do opisu
oddziatywan niestandardowego centrum katalitycznego hydratazy nitrylowej uzyto
parametrow i topologii zgodnych z polem sitowym CHARMM, opracowanych na
podstawie obliczen kwantowych przeprowadzonych w trakcie pracy doktorskiej
habilitanta 1 uzytych po raz pierwszy w publikacji dotyczacej transportu ligandéw
NHazy wnetrz biatka [13] (praca czysto teoretyczna).



Metoda komputerowego dokowania matych ligandow do biatek polega na
algorytmicznym poszukiwaniu takiego wzajemnego utozenia liganda i biatka, aby
funkcja energii potencjalnej np. w postaci (4.2) przyjmowata jak najmniejsza wartos¢
[14, 15]. Ja stosowalem dokowanie za pomocg algorytmu genetycznego Lamarcka
zaimplementowanego w programie AutoDock 4.2 [16]. Niestety zaden z wiclu
testowanych komercyjnych programéw nie pozwalal dokowa¢ do NHazy
zawierajacej niestandardowe centrum z jonem kobaltu Co**. AutoDock byt jedynym
narzedziem pozwalajacym dokowaé ligandy do NHazy. Modyfikujac standardowe
protokoty obliczeniowe oraz dzigki mozliwosci wprowadzenia wiasnych parametrow
opisujacych atomy AutoDock pozwolit przewidzie¢ realistyczne polozenia ligandéw
wewnatrz biatka, ktére opublikowalem jeszcze w trakcie pracy nad rozprawg
doktorska [17], a nast¢pnie zostaty potwierdzone do$§wiadczalnie [18].

Metodami  biofizyki  obliczeniowej w  polaczeniu z  narzedziami
bioinformatycznymi badalem glownie enzym hydrataza nitrylowa (NHaza,
EC 4.2.1.84) [1, 19]. Enzym ten katalizuje reakcj¢ hydratacji toksycznych nitryli do

bardzo uzytecznych amidéw (Rys. 1).
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Rys. 1. Schemat reakcji przeprowadzanej przez hydrataze nitrylowa.

Najmniejsza aktywna podjednostka NHazy to heterotetramer apfo ztozony
z dwoch identycznych heterodimerow aff (Rys. 2a). W kazdym dimerze znajduje sig
niestandardowe centrum katalityczne zawierajace jon kobaltu (C03+) lub zelaza
(Fe*"), dwie posttranslacyjnie zmodyfikowane cysteiny (sulfinocysteina (CSD) oraz

sulfenocysteina (CEA)), a takze standardowg Cysteing oraz seryng (Rys. 2b).
b)
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Rys. 2. Heterotetramer hydratazy nitrylowej z wyszczego6lnionymi fancuchami oraz zaznaczonym
centrum katalitycznym a). Niestandardowe centrum katalityczne NHazy z zaznaczonym jonem
metalu b). W panelu b) numeracja aminokwasow jest zgodna ze strukturg Krystalograficzng 11RE.
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NHaz o ro6znej sekwencji aminokwasowej jest bardzo duzo. Wedlug bazy danych
RefSeq [20] na dzien 1.10.2022 byto znanych 4823 sekwencji podjednostki alfa oraz
5432 sekwencji podjednostki beta. Czesto roznice w sktadzie aminokwasowym moga
by¢ znaczne i ilos¢ identycznych aminokwaséw moze by¢ mniejsza niz 40% [21]
Hydrataza nitrylowa w zalezno$ci od organizmu z ktoérego pochodzi moze
wykazywac¢ rozne aktywnosci katalityczne wzgledem danych substratow np. NHaza
z bakterii Rodococcus Sp. N-774 wykazuje si¢ aktywnos$cig w tworzeniu akryloamidu
rzedu 500 g/(g komorek) a Rodococcus rhodochrous J1 rzedu 7000 g/(g komorek)
[22, 23]. Zwigkszanie wydajnosci katalitycznej tego enzymu jest wazne z punktu
widzenia firm biotechnologicznych, poniewaz w tym samym czasie moga wytworzy¢
znacznie wigcej amidow.

Termostabilno$¢ NHaz tez moze by¢ rozna. NHaza z Pseudomonas chlororaphils
B23 [24] oraz Rhodococcus sp. N-774 sa stabilne w temperaturze ponizej 20°C [25],
a NHaza z Rhodococcus rhodochrous J1 stabilna tylko pomigdzy 10°C a 30°C [26].
Wariant NHazy pochodzacy z termostabilnego organizmu Pseudonocardia
thermophila JCM3095 jest stabilna nawet w 50°C chociaz juz po ok 18 minutach
wykazuje tylko potowe poczatkowej aktywnosci [H4]. Termostabilno$é jest jednym
z kluczowych czynnikoéw przy praktycznym wykorzystaniu NHazy w przemysle.
Reakcja hydratacji nitryli jest reakcjg egzoenergetyczng [19]. W zwigzku z tym
bioreaktory w ktdrych przeprowadzana jest reakcja mocno si¢ nagrzewaja. Mozna je
schtadza¢ (co jest nieekonomiczne), badz uzy¢ enzymu bardziej stabilnego
w wysokich temperaturach. Poza tym podwyzszona temperatura bioreaktora
zapobiega namnazaniu si¢ niechcianych mikroorganizmow [27]. Dlatego od wielu lat
albo poszukuje si¢ nowy bardziej termostabilnych NHaz, lub projektuje si¢ je.

Kolejnym kluczowym czynnikiem w przypadku enzymow jest ich selektywnosé
[28, 29]. Wiele enzymoéw wykazuje si¢ selektywnoscig wzgledem tylko jednego
substratu. Natomiast inne enzymy moga katalizowa¢ calg grupe zwigzkow
i przeprowadza¢ ten sam rodzaj reakcji wielu réznych substratow zawierajacych dang
grupe funkcyjng. W racjonalnym projektowaniu selektywnosci enzymdéw najczgsciej
chcemy zmusi¢ enzym, aby z mieszaniny podobnych zwigzkéw przeprowadzit on
katalize dla jednego, wybranego substratu, albo poszerzy¢ spektrum katalizowanych
zwigzkow. Produkt katalizy moze sta¢ si¢ albo skutecznym, czystym i tanim
w produkgcji lekiem albo jego potproduktem [30, 31]. Z reguty hydratazy nitrylowe

wykazuja szerokie spektrum Kkatalityczne, chociaz znane s3 warianty NHaz
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wykazujace si¢ selektywnoscig wzgledem jednego z izomerow optycznych [32-34].
Przewaznie jednak wydajne NHazy stosowane na masowa skale w przemysle nie
wykazuja sie szczegdlnie znaczaca selektywnos$cia, a przemyst farmaceutyczny jak
i chemiczny jest bardzo zainteresowany uzyskiwaniem réznych zwigzkow (np. lekow
lub ich potproduktow) pochodzacych z czystej biosyntezy [19, 31].

O sukcesie hydratazy nitrylowej w biotechnologicznym przetwarzaniu nitryli do
amidow $wiadczy skala jej zastosowania. W publikacjach sa mozna znalez¢
doniesienia, ze rocznie produkuje si¢ wiecej niz 600.000 ton akryloamidu przy uzyciu
NHazy [35]. Dane te (pochodzace z 2015 roku) s3 mocno niedoszacowane. Na skutek
wspotpracy grupy prof. Zhou z dwoma, z co najmniej jedenastu firm znajdujacych si¢
w Chinach, (doktadniej Jiangsu Changjiu Agrochemical Co., Ltd oraz Xinyong
Biochemical) wiem, ze pod koniec roku 2019 produkowaty one po co najmniej
50.000 ton akryloamidu rocznie. Oprocz wspomnianych powyzej chinskich firm
biotechnologicznych akryloamid, nikotynoamid (witamina PP), 5-cyjanowaleramid
(potprodukt herbicydow i lekow na epilepsj¢), z wykorzystaniem NHazy produkuje
si¢ tez w Japonii, Korei, Niemczech, Francji czy Stanach Zjednoczonych [19, 24, 36].
4.2.2. Wyniki badan i opis opartych na nich publikacji.

W celu zaprojektowania NHaz o polepszonych wyzej wymienionych
wlasciwosciach (tj. aktywno$¢ katalityczng, termostabilno$¢ oraz selektywnos¢) oraz
wyjasnienia przyczyn ulepszenia wyzej wymienionych wlasciwosci przedstawiono
jako gtéwny dorobek naukowy habilitanta. Wydaje si¢, ze zadanie to jest problemem
biochemicznym, czy biotechnologicznym, jednak porzadne modelowania wymaga
zaawansowanych metod teoretycznej biofizyki molekularnej. Dopiero podejscie
interdyscyplinarne, z silnym udzialem metod fizycznych, dalo istotne osiagnigcia
w projektowaniu enzymow o bardzo ulepszonych parametrach.

W publikacjach naukowych [H1], [H2], skupilem si¢ na wyjasnieniu przyczyn
zwigkszonej aktywnos$ci NHaz. W pracach [H3] i [H4] tez raportowano tworzenie
enzymow o zwigkszonej aktywnos$ci jednak gldwny nacisk potozono w nich na to jak
za pomocg narzedzi biofizyki teoretycznej i bioinformatyki zaprojektowac bardziej
termostabilny wariant enzymu i na doktadnym wyjasnieniu przyczyn zwigkszonej
termostabilnosci. W pracy [H5] wyjasnitem stosujac techniki modelowania
molekularnego czemu pewne warianty NHaz z dodatkowymi fragmentami

biatkowymi (tzw. linkerami) wykazuja si¢ wigksza termostabilno$cig niz biatka



natywne. Aby pokaza¢, ze za pomocg narzedzi teoretycznej biofizyki mozna
zwigksza¢ termostabilnos¢ innych enzymow biotechnologicznych w pracy [H6]
zastosowano prawie identyczne podejscie jak w pracy [H4] ale do enzymu fosforylaza
sacharozy (SPaza). W publikacjach [H7] oraz [H8] pokazano jak za pomoca
modelowania molekularnego pierw zaprojektowaé warianty enzymoéw wykazujace si¢
stereoselektywnos$cig lub katalizujace tylko jedna grupe nitrylowa w symetrycznych

dinitrilach, a nastgpnie wyjasni¢ ich nowe wlasciwosci katalityczne.
Badania nad zwi¢kszaniem aktywnosci katalitycznej enzymow.

Jak wspomniano wczesniej najmniejsza jednostka NHazy wykazujaca si¢
aktywnoscig katalityczng jest tetramer affa. Fizycy stosujac modele czgsto probuja
uprosci¢ je tak, aby pomimo prostszego opisu w dalszym ciggu mozna bylo
wiarygodne dane badawcze. Jeszcze kilka lat temu dostgp do mocy obliczeniowej byt
na tyle ograniczony, ze czasy symulacji MD uktadoéw biologicznych wynosity
pojedyncze dziesiagtki nanosekund. W przypadku bialek zlozonych z kilku
identycznych podjednostek stosowane bylo podejscie polegajace na badaniu
pojedynczego fragmentu i ekstrapolowaniu wynikow na wickszy uktad. Podobne
podejscie stosowano dla hydratazy nitrylowej, gdzie w poczatkowo badano za pomocag
technik biofizyki teoretycznej jedynie pojedynczy dimer ofi. W istocie wszystkie
struktury NHaz dostepne w Protein Data Bank [37] (PDB, bank danych struktur
przestrzennych biomolekut) sg wlasnie dimerami, a tetramery otrzymuje si¢ jedynie
poprzez odpowiednie transformacje symetrii. W znanych mi zespotach badawczych
i publikacjach nikt poza mng nie stosuje pelnego modelu tetrameru NHazy
w badaniach teoretycznych. Powszechne jest stosowanie uproszczonego modelu
dimeru. Nikt poza mng nie stosuje tez petnego i realistycznego modelu centrum
katalitycznego w symulacjach MD. Pozostate grupy stosuja w badaniach apoenzym
bez jonu kobaltu (zelaza) oraz bez posttranslacyjnych modyfikacji [38-41], w zwigzku
z tym nie uwzgledniajg w swoich modelach wszystkich oddziatywan. Przyczyna tego
stanu rzeczy jest brak mozliwosci stworzenia w generatorach parametréw i topologii
[42, 43] catego centrum katalitycznego wbudowanego w biatko. Opracowane przeze
mnie parametry i topologie zgodne z polem sitowych CHARMM 27 na podstawie
obliczen kwantowochemicznych realizowanych w ramach rozprawy doktorskiej
pozwalaja na stworzenie doktadniejszego, a co za tym idzie bardziej realistycznego

modelu fizycznego.



Symulacje dynamiki molekularnej z powodzeniem mogg by¢ stosowane do
wyjasniania przyczyn zwickszonej aktywnosci enzymoéw. Dobrym przyktadem moga
by¢ badania NHazy pochodzacej z termofilnej bakterii Pseudonocardia Thermophila
JCM 3095 (PtNHaza). Znana jest ona od wielu lat [44], a w 2001 roku rozwigzano jej
strukture krystalograficzng i umieszczono w Protein Data Bank (kod 1IRE) [45].
Enzym ten, pomimo pochodzenia z organizmu termofilnego i stosowania
w biotechnologicznym przetwarzaniu nitryli do amidéw, ma jedna duza wad¢ — niska
aktywno$¢ w szczegdlnosci wzgledem nitryli aromatycznych np. nikotynonitrylu czy
benzonitrylu. Badania nad wariantem wykazujagcym poprawiong aktywnoscig
katalityczng rozpoczatem wspélnie z grupa chinska juz w 2018 roku. Wtedy to
badalismy wariant BM46K PtNHazy, ktory wykazywal si¢ 3,8 krotnie zwigkszona
aktywnoscig katalityczng wzgledem benzonitrylu (176 U/mg w bialku natywnym, 668
U/mg w wariancie pM46K). Symulacje MD pokazaty, ze zmieniajac aminokwas
hydrofobowy (metionina) na hydrofilowy (lizyna) zmienia si¢ mocno jego utozenie.
Grupa boczna hydrofilowego aminokwasu begdaca na poczatku wewnatrz biatka we
wszystkich przeprowadzonych symulacjach zmieniata polozenie wychodzac do
rozpuszczalnika. W przypadku symulacji biatek jest to woda (model TIP3P).
Powodowato to powickszenie kieszeni ulokowanej nad centrum katalitycznym.
Pozniejsza struktura Kkrystalograficzna potwierdzita przewidywania symulacji MD
(Rys. 3).

Centrum
aktywne &

) (RS NN
Rys. 3. Struktura krystalograficzna NHazy pM46K (kolor cyjanowy) z zaznaczong lizyng 46

(reprezentacja ,,balls and sticks™) i natozona na to struktura otrzymana po 20 ns symulacji dynamiki
molekularnej (kolor czerwony) z zaznaczona Lizyng 46 (reprezentacja ,,Sticks™).
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Dane te (poza pracg magisterskg pani Lan Jao ze School of Biotechnology,

Jiangnan University, Chiny) nigdy nie zostaly opublikowane.

Analiza tuneli natywnej struktury 1IRE, ktorej dokonalem za pomocg narzedzia
CAVER [46] pokazata, ze BMet46 razem z aminokwasami fPhe4l, BGly47, fLeu48,
BLeul27, BProl128, BAlal29, BArgl31, Bllel77 oraz pGlul88 tworzy poczatek kanatu
prowadzgcego do centrum katalitycznego. Analiza tego enzymu za pomocg serwera
ConSurf [47] pokazala, ze wszystkie aminokwasy budujace wejscie do kanatu poza
Phe4l, BMet46, PLeul27, PProl28 oraz PAlal29 sa silnie konserwowane i nie
powinno si¢ ich modyfikowaé. Strona chinska wykonata badania metoda mutagenezy
nasyconej (z ang. saturated mutagenesis) niekonserwowanych aminokwaséw. Analiza
wszystkich 100 wariantow pokazata, ze dwa mutanty fM46R oraz BA129R PtNHazy
wykazuja szczegdlnie duzg aktywno$¢ katalityczng wzgledem wielu nitryli.
W zwigzku z tym postanowilismy zbada¢ przyczyny tej Kkorzystnej aktywnosSci
katalitycznej, porownujac dane z biatkiem natywnym. Wyniki badan opublikowali$my
w pracy [H1].

W Tabeli 1 przedstawiono aktywnosci katalityczne natywnej hydratazy oraz dwoch
najwydajniejszych wariantow PM46R jak i BA129R (w publikacji przedstawiono tez
aktywnosci innych wariantow). Co ciekawe w przypadku bardzo duzego nitrylu
tyocamyciny wariant natywny pierwotnie nie wykazywatl zadnej aktywnosci,
natomiast oba warianty mutacyjne byly w stanie przeprowadza¢ hydratacje tego
nitrylu dajac sangiwamycing — analog nukleozydu bedacy antybiotykiem, srodkiem
przeciwwirusowym oraz przeciwnowotworowym [48, 49].

Tabela 1. Aktywno$¢ natywnej PtNHazy i jej wariantow mutacyjnych wzgledem wybranych nitryli.
Zrédto [H1].

Specific activity (U mg ")

Substrate WT M46R Fold A129R Fold
Acrylonitrile 2463 + 153.8 3056 + 251.3 1.2 2542 + 236.8 1

Isobutyronitrile 666.2 £ 80.8 3720.5 £ 77.3 5.6 1498.9 £ 89.6 2.3
Pentanenitrile 14.4 +£ 0.9 118.4 + 3.7 8.2 60.5 £15.3 4.2
Hexanenitrile 1982.4 4 83.8 5613.3 £ 112.9 2.8 1503.6 £ 154.8 0.8
2-Cyanopyrazine 203.2 + 8.1 851.2 + 8.1 4.2 660.4 1 4.0 3.3
3-Cyanopyridine 66.7 = 1.0 396.4 £+ 8.3 5.9 661.8 = 69.0 9.9
Benzonitrile 176.5 + 8.1 1704.7 £ 11.2 9.7 1211.9 + 17.6 6.9
Cinnamonitrile 45.8 £ 1.0 282.9 &£ 12.3 6.2 379.1 £ 5.2 8.3
1-Naphthonitrile 13.1 £ 1.7 84.3 + 4.2 6.4 20.6 = 1.8 1.6
Thiacloprid 54103 4221+ 1.0 7.8 78.9 £ 2.3 14.6
Toyocamycin 0 12.6 + 1.2¢ — 4.2 +1.2¢ —
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Przyczyna polepszonej aktywnosci lezy zapewne w zmienionej strukturze
mutantéw w stosunku do WT. By pozna¢ ten mechanizm lepszej katalizy uzyskano
wspolnie ze strong chinska krysztaly tych biatek i rozwigzano strukturg przestrzenna
obu wariantow. Struktury krystalograficzne zdeponowane zostaly w bazie Protein
Data Bank pod kodami 7W8L — wariant fM46R oraz 7W8M — wariant BA129R.
Moim zadaniem w tym przypadku byta walidacja danych krystalograficznych (np.
wykrycie brakow w dopasowaniu aminokwasow, a W szczegdlnosci modyfikacji
posttranslacyjnych i poprawnej budowy centrum katalitycznego) oraz pordéwnanie
nowych struktur do struktury natywnej 1IRE. Analiza przyniosta ciekawe wyniki.
Zauwazytem, ze podobnie jak w przypadku PtNHazy pM46K, w wariancie PM46R
arginina zorientowana jest na zewnatrz, do rozpuszczalnika, zmieniajac utozenie
aminokwaséw budujacych kieszen katalityczng. Arginina w tancuchu 8 na pozycji 129
tworzy natomiast mostek solny z PAsp49, przez co tancuch boczny argininy
czg¢$ciowo zorientowany byl w kierunku rozpuszczalnika. Natywna PtNHaza
hydrofobowa grupe boczng alaniny miata skierowang do wewnatrz bialka (z ang.
buried). Niestety statyczne struktury nie daty pelnej odpowiedzi dlaczego nowe
warianty enzymoéw wykazuja si¢ lepsza aktywnoscig katalityczng niz WT. Analiza
struktur krystalograficznych za pomoca narzedzia CAVER pokazata, ze wejscie do
centrum katalitycznego jest nieco wigksze w zmodyfikowanych biatkach, ale tuz za
tym obszarem jest waski przesmyk — przejscie bardzo podobne we wszystkich
przypadkach (Rys. 4. w publikacji [H1]). Petniejszy obraz przyczyn efektywniejszej
katalizy w wariantach PtNHazy uzyskatem dzigki symulacjom MD. Dla kazdego
wariantu obliczytem 200 ns trajektorie w temperaturze 300K.

Analiza wykresow RMSD (z ang. Root Mean Square Distance; Rys. S7 w [H1])
pokazata, ze globalnie wszystkie warianty PtNHazy w trakcie symulacji zachowujg si¢
poprawnie (stabilnie) oraz podobnie do symulacji przeprowadzonych dla innych
NHaz. Analiza fluktuacji (inaczej RMSF, z ang. Root Mean Square Fluctuations, Rys.
4a i 4b) uwidocznita duze réznice w tancuchu B w obszarze aminokwasow 181-187
(Rys. 4b). W biatku natywnym zauwazylem duzo wigksza ruchliwo$é aminokwasoéw
w tym obszarze niz W obu wariantach mutacyjnych. Analiza kontaktow aminokwasow
(za kontakt w tym przypadku uwaza si¢ sytuacje, w ktorej dowolne atomy z dwoch
aminokwasow zblizaja sie na odlegltoéé mniejsza niz 4 A) na pozycjach 46 i 129
w tancuchu P pokazata, ze natywne aminokwasy oddzialuja w inny sposob niz te
zmutowane (Rys. 4c i 4d). W przypadku aminokwasu BArg46 zanikaja catkowicie
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Rys. 4. Analiza trajektorii symulacji dynamiki molekularnej. Na panelach a i b umieszczono wykresy
fluktuacji fancuchow o i . Na panelach c i d poréwnano kontakty aminokwaséw na pozycjach 46 oraz 129.
Na panelach e, f oraz g pokazano wplyw mutacji na aminokwasy p181-189. Zrodto [H1].

kontakty z aminokwasami tworzacymi §ciany kieszeni katalitycznej (np. z BPhe51,
BPhe41, PTyr76) a pojawiajg si¢ nowe oddziatywania (np. z PBThr83, PBArg82).
W przypadku pozycji 129 alanina w WT ma niewielkg ilos¢ kontaktow
z aminokwasami BArgl31, BTyrl76, Pllel77 (Rys. 4c). Wprowadzenie mutacji
I zamiana tego aminokwasu na argining powoduje zwickszenie liczby kontaktow
z powyzszymi aminokwasami, a dodatkowo pojawiaja si¢ nowe kontakty np.
z aGlul65, BAsp49 (mostek solny), BArg52, BLeul27 oraz w nieznacznym stopniu
z aminokwasami 179-186 (Rys. 4d). Nowopowstale oddzialywania stabilizujg
aminokwasy 181-187 z tancucha B (Rys. 4e, 4f, 4g). Obszar ten znajduje si¢ blisko
wejscia do centrum katalitycznego, dodatkowo dzigki mutagenezie wprowadzono
nowe oddzialtywania z waznymi dla katalizy aminokwasami (BArg52) [50],

stabilizujac poprawng strukture centrum katalitycznego.
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Obie mutacje powoduja powickszenie kieszeni nad centrum katalitycznym.
Przeprowadzona przeze mnie analiza wynikow symulacji MD za pomocg programu
CAVER pokazata, ze w biatku natywnym kieszeni miala objetosé 178,2 + 55,0 A%,
natomiast w enzymach zmodyfikowanych wynosza one odpowiednio 193,7 + 40,4 A3
oraz 206,9 + 61,3 A® co powoduje, ze do jonu metalu mogg zblizy¢ si¢ wigksze
substraty np. tyocamycina i moga one ulec hydratacji.

Kolejnym czynnikiem zwigkszajagcym aktywnos$¢ katalityczng wzgledem duzych
aminokwasow jest zmiana w korelacji wzajemnej ruchow duzych fragmentow
podjednostki B, tj. aminokwaséw od 37 do 97 z aminokwasami z zakresu 107-227.
W bialku natywnym ruch jest slabo skorelowany, wprowadzenie mutacji powoduje
anty-skorelowany ruch co sprawia, ze podjednostka p wykonuje drgania oddychajace
o niskiej czestotliwosci (tzw. breathing mode), a w konsekwencji daje to czestsze

otwieranie kanatu prowadzacego do/z centrum katalitycznego (Rys. 5), a co za tym

idzie zwigkszong aktywno$¢ katalityczna.
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Rys. 5. Macierze korelacji wzajemnej obliczone na podstawie symulacji MD dla biatka natywnego a),
PtNHazy M46R b), oraz PtNHazy A129R c). Na panelu d) oznaczono obszary tancucha 3, wykazujace
si¢ antykorelacja wzajemna ruchow o niskiej czgstotliwosci. Na fioletowo zaznaczono aminokwasy
B37-97 a na z6to B107-229. Zrodto [H1].
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Nastepnym zagadnieniem zwigzanym z wyjasnieniem zwiekszonej aktywnos$ci
katalitycznej byty badania termostabilnej hydratazy nitrylowej pochodzacej z bakterii
Streptomyces thermoautotrophicus (StNHaza) [H2]. Duzym problemem w tym
przypadku byt brak struktury krystalograficznej StNHazy. Poczatkowe potozenia
atomow sg niezbedne do realizacji symulacji MD, w zwigzku z tym doktorantka mgr.
Julia Berdychowska, (jestem jej promotorem pomocniczym) opracowata pod moim
nadzorem model homologiczny tetrameru za pomocg narzedzia SwissModel [51]
(Rys. S5 w suplemencie [H2]). Model ten wedtug ocen programéw sprawdzajgcych
struktury 3D [52-54] jest bardzo dobrej jakosci. Dodatkowo potwierdzone to zostato
w podstawowej analizie symulacji MD, w ktorych wartosci RMSD (Rys. S6
w suplemencie [H2]) oraz RMSF (Rys. S7 w suplemencie [H2]) byly bardzo podobne
do tych, z symulacji wczesniej przeprowadzonych przez nas oraz przez inne grupy
badawcze [H1], [H4], [H5], [41]. Podobnie jak w przypadku [H1] w tym problemie
tez zastosowalem narzedzie CAVER [46] do identyfikacji aminokwasow tworzacych
wejscie do centrum katalitycznego. Byly to aminokwasy BLeu37, fPhe41, BTyr46,
BLeu48 oraz PPhe51. Wszystkie powyzsze aminokwasy zostaly zmutowane przez
wspotpracownikow z Wuxi kolejno na proling, lizyng kwas asparginowy, alaning,
fenyloalaning oraz argining. Eksperymenty pokazatly, ze wariantem wykazujacym si¢
najlepsza aktywnoscig katalityczng byt mutant PBL48D, ktorego aktywnosé
katalityczna (specific activity) wzgledem picolinonitrylu wzrosta 3,7 krotnie (z 65,44
U/mg do 242,75 U/mg) a wzgledem waznego w przemysle chemicznym
nikotynonitrylu az 7,7 krotnie (z 73,8 U/mg do 566,18 U/mg) w stosunku do WT.
Zarowno wariant natywny jak i mutant przebadalem wspélnie z w/w doktorantka

metodami teoretycznej biofizyki obliczeniowej.

Przygotowalismy 200 ns trajektorie w temperaturze 300K. Wspdlnie
przeanalizowaliémy wyniki, ktére pokazaly, ze pomimo stosowania modelu
homologicznego, wartosci RMSD oraz RMSF (Rys. S6 i S7 z suplementu [H2]) sa
analogiczne do tych uzyskanych w innych pracach, co oznacza, ze globalnie model
zachowuje si¢ podobnie jak zblizona struktura krystalograficzna. Doktadnie
przebadali$Smy zachowanie aminokwasu nr 48 (Phe/Arg) z tancucha p w biatku
natywnym oraz wariancie mutacyjnym. Okazato si¢, ze duza i hydrofobowa leucyna
powoduje podziat kanatu prowadzacego do centrum katalitycznego (Rys. 6a) na dwie
czesci, natomiast hydrofilowy 1 duzo mniejszy kwas asparginowy nie dzieli kanalu
(Rys. 6b). Oszacowatem objetosci obu kanalow. Ten w biatku natywnym jest duzo
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Rys. 6. Kanaty prowadzace do centrum katalitycznego StNHazy w wariancie natywnym oznaczone
kolorem fioletowym i zielonym a) oraz w wariancie L48D oznaczone kolorem zielonym b). Kanat
wyznaczono analizujac po 11 klatek symulacji uzyskanych co 20 ns, taczac informacje z obu dimerdw.
Zrodto [H2].

mniejszy, objetos¢ wynosi 143,5+52,7 A3, natomiast ten w wariancie L48D ma
objetos¢ wynoszacg az 285,1 + 1334 A3, Fakt ten wyjasnia dlaczego duze substraty

moga tatwiej wejs¢ do centrum katalitycznego w mutancie.

Doktadna analiza trajektorii MD leucyny/kwasu asparginowego pokazata, ze
leucyna przyjmuje gtownie jedng pozycje, w ktorej kat dwuscienny pomiedzy
atomami C-Ca-CB-Cy wynosi ok 60° i rzadko przyjmuje kat ok 170° (Rys. 7a, katy
C-Ca-CB-Cy wynoszace 60° nazwalem konformacja A, natomiast te przyjmujace
warto$¢ 170° konformacja B). Przyjecie przez atomy C-Ca-CB-Cy leucyny kata ok
170° pozwala na utworzenie duzego przejscia migdzy dwoma czesciami kanatu. Kwas
asparginowy, ktory woli oddziatywa¢ z rozpuszczalnikiem bardzo rzadko przyjmuje
konformacje A (z Rys. 7), natomiast bardzo czesto odwraca si¢ w kierunku
rozpuszczalnika bedac w konformacji B Iub C (pokazane na Rys. 7). Powoduje to po
pierwsze powigkszenie kanatu prowadzacego do centrum katalitycznego (konformacja
B) lub wrecz jego otwarcie (konformacja C) tworzac wedlug terminologii programu
CAVER kieszen (czyli kanat z bezposrednim dostgpem do rozpuszczalnika). Analiza
programem CAVER pokazata, ze w ok. 30% analizowanych strukturach otrzymanych
z symulacji wariantu L48D tunel jest otwarty, podczas gdy w biatku natywnym kanat

prowadzacy do centrum katalitycznego nigdy w pelni nie otwierat sig.
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Rys. 7. Dynamika leucyny 48 w natywnej StNHazie oraz kwasu asparginowego w wariancie L48D
StNHazy. Na panelu a) pokazano histogramy warto$ci kata dwusciennego miedzy atomami
C-Ca-CB-Cy dla obu wariantow NHazy. Na panelach a) i b) Pokazano utozenia kwasu asparginowego
reprezentujace poszczegdlne maksima odczytane z histogramu. Zrédto [H2].

c

Zauwazylem tez, ze kwas asparginowy w konformacji C stabilizuje bardzo istotng
dla katalitycznej aktywnosci Arg52 [50], co tez najprawdopodobniej ma wpltyw na
zwigkszong aktywnos¢ katalityczng NHazy.

Powyzsze dwa przyktady badan metodami teoretycznej biofizyki obliczeniowej
pokazuja, ze metoda dynamiki molekularnej, w ktorej stosujemy klasyczne podejscie
do wyznaczania trajektorii w czasie duzej liczby (rzgdu 75.000) oddziatujacych ze
sobg atoméw moze wychwyci¢ wptyw zmiany tylko kilku atoméw na zachowanie tak
duzego uktadu biomolekularnego. Stosujac metody MD w potaczeniu z analizg
bioinformatyczng, a nastgpnie metodami biotechnologii eksperymentalnej mozna
zaprojektowa¢ bardziej wydajne enzymy i, co rownie wazne, wyjasni¢ dlaczego one
lepiej dziataja. Bez uzycia metod biofizyki teoretycznej samo projektowanie
wydajniejszych enzymow trwa zazwyczaj znacznie dtuzej i czgsto przypomina ruletke,
gdzie w sposob przypadkowy otrzymuje si¢ lepsze warianty, natomiast racjonalne
wyjasnienie dlaczego dany enzym dziala lepiej przy obecnym stanie metod

eksperymentalnych jest praktycznie niemozliwe.
Poprawianie termostabilnosci enzymow biotechnologicznych.

Innym istotnym czynnikiem w projektowaniu lepszych enzymow jest zwigkszanie

ich termostabilnosci. Powodoéw do tego jest kilka. Zazwyczaj reakcje chemiczne
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w wyzszych temperaturach zachodza szybciej. Dodatkowo zwigkszona temperatura
bioreaktora powoduje, ze znacznie wolniej namnazajg si¢ niechciane drobnoustroje
takie jak grzyby i bakteriec majace negatywny wpltyw np. na czysto$¢ uzyskiwanych
zwigzkéw [65-57]. W przypadku hydratazy nitrylowej istotne jest to, ze
przeprowadzana reakcja hydratacji nitryli jest egzoenergetyczna. Powoduje to znaczny
wzrost temperatury bioreaktora i w zwigzku z tym musi by¢ on schtadzany co podnosi
koszty produkcji [19, 58]. W zwiazku z powyzszym wiele badan poswigca si¢
zwigkszaniu termostabilno$ci enzymow.

W niniejszym osiagnigciu wiaczone sg trzy publikacje ([H3], [H4], [H5])
przedstawiajace w jaki sposéb mozna poprawi¢ termostabilno$¢ réznych hydrataz
nitrylowych. Aby pokazaé, ze stosowane metody sg uniwersalne w artykule [H6]
udowodniliémy, ze dzialaja one rowniez dla catkiem innej klasy enzymow:
fosforylazy sacharozy, ktorej produkty stosowane sg w przemysle spozywczym

i kosmetycznym.

Moim pierwszym artykulem dotyczacym zwigkszania termostabilnosci hydratazy
nitrylowej byta praca [H3]. Badano w nim mozliwo$ci zwigkszania termostabilno$ci
NHazy pochodzacej z bakterii Pseudomonas putida NRRL-18668 (PpNHaza).
PpNHaza jest wysokowydajnym enzymem charakteryzujacym si¢ zbyt niska
termostabilnoscig, aby moc uzywaé jej w przemystowym produkowaniu amidow.
Wecezesniejsze badania bez mojego udziatu wykazaly, ze samo polaczenie dwoch
podjednostek af za pomocg krotkiego tacznika (Pro-Gly, ktorag nazywac bede za
publikacja [H3] Fus-NHazg) zwigksza termostabilnos¢ tego enzymu [59]. Polowe
aktywnosci poczatkowej enzym uzyskuje w czasie 2,8 raza dluzszym niz wariant
natywny (ok. 30 min), co i tak jest niewystarczajace dla przemystu. Do polepszenia
termostabilnosci zastosowatem semi-racjonalne projektowanie z wykorzystaniem
dwoch narzedzi biofizyki obliczeniowej. Pierwszym byt program ROSETTA 3.4 [60]
stuzagcy migdzy innymi do projektowania bardziej stabilnych wariantow enzymow.
Drugim narzgdziem byly symulacje MD enzymu. Poniewaz program ROSETTA
wymaga struktury przestrzennej biatka zbudowatem model homologiczny Fus-NHazy,
jako wzor stosujac strukturg krystalograficznej PpNHazy o kodzie 3QXE [61]. Za
pomocg minimalizacji energii potencjalnej przewidzialem strukture 3D petli taczacej
dwie podjednostki (Rys. 2b w [H3]). ROSETTA wskazala tacznie az 234 pojedyncze

mutacje mogace mie¢ wpltyw na termostabilno$¢. Aby moc w racjonalnym czasie
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1 o racjonalnym koszcie zaprojektowal bardziej termostabilng Fus-NHaze,
zastosowalem metode MD do wyznaczenia najmniej stabilnych przestrzennie
regioné6w NHazy, w ktorych to wprowadzane byly mutacje zaproponowane przez
ROSETTE.

Analiza wynikow MD Fus-NHazy (przeprowadzonych dla odpowiednika dimeru
af, czyli dla jednego potaczonego tancucha), a w szczegdlnosci fluktuacji (Rys. 3a
w [H3]) pokazata duzg labilno$¢ biatka w zakresie odpowiadajagcym aminokwasom
z tancucha  od numeru 100 do numeru 219. Zespot prof. Zhou zbadal doswiadczalnie
wszystkie zaproponowane przeze mnie (za pomocg programu ROSETTA) mutacje
w tym obszarze. Byto ich 17, z czego 10 wykazywalo zwigkszona o co najmniej 10%
termostabilno$¢ a cztery warianty dodatkowo wykazywaty zwigkszong aktywnos¢
wzgledem nikotynonitrylu (Tabela 1 w [H3]). Trzy najlepsze warianty PM150C,
BT173Y oraz BS189E wykazujace z aktywnoscig zwigkszong o 3,5%, 49% oraz 22%
1 termostabilnoscig liczong jako czas, w ktorym enzym wykazuje si¢ polowa
poczatkowej aktywnosci w 50°C zwigkszong z 26 min odpowiednio do 40 min, 32
min oraz 60 min przebadalem za pomocg symulacji MD. Obliczenia pokazaty, ze
wszystkie warianty mutacyjne wykazywaty si¢ lepsza stabilnoscig, co wida¢ na
wykresach RMSD oraz RMSF (Rys. 5 w [H3]). Doktadniejsza analiza trajektorii MD
pokazata, ze we wszystkich wariantach dzigki dobrym mutacjom udato si¢ zwigkszy¢
ilo$¢ wigzan wodorowych, w szczegolnosci tych trwajacych przez wigkszo$¢ czasu
trwania symulacji, co ustabilizowato cate biatko. Warto zauwazy¢, ze biatka bardziej
stabilne termicznie czgsto wykazujg tez zwigkszong aktywno$¢ Katalityczng [55, 57]

(jednak nie jest to reguta).

Nieco bardziej zaawansowanym podejsciem do poprawiania termostabilnosci
enzymow postuzono si¢ w badaniach opublikowanych w artykule [H4]. Serwer
FireProt [62] analizujac PtNHaze (kod PDB 1IRE, z pracy [H1]) wyznaczyt 10
mutacji, ktorych wprowadzenie mialo zwigkszyé termostabilnos¢ enzymu: al5P,
aT18Y, aQ31L, aD92H, BA20P, BP38L, BF118W, BS130Y, BC189N oraz BC218V
(Rys. 8). Wariant zawierajacy wszystkie powyzsze mutacje zgodnie z [H4] nazwano
M10. Poczatkowo aby sprawdzi¢ skuteczno$¢ przewidywania serwera FireProt
przeprowadzono seri¢ krotkich 30 ns symulacji dimeréw aff biatka natywnego i M10
(dane nieopublikowane). Obiecujace wyniki sktonity moich wspdtpracownikow

z Chin do wykonania badan eksperymentalnych. Okazato si¢, ze termostabilnosé¢
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Rys. 8. Tetramer natywnej PtNHazy uzyty w dynamice molekularnej z zaznaczonymi miejscami
mutacji. Zrédto [H4].

mocno wzrosta, wariant natywny w 50°C wykazywal potowe poczatkowej aktywnosci
katalitycznej juz po 18 min, podczas gdy wariant M10 50% swojej poczatkowej
aktywnosci uzyskiwat dopiero po 120 min (Rys. 3 w [H4]). Co wigcej poczatkowa
aktywno$¢ wzgledem nikotynonitrylu wariantu M10 byta ponad dwukrotnie wigksza
niz biatka natywnego (odpowiednio 168.8 + 5.3 U/mg oraz 81.1 + 2.8 U/mg).

Probujac  wyjasni¢  przyczyne zwigkszonej termostabilno$ci  wykonalem
symulacje MD dimeréw w dwodch réznych temperaturach: standardowej 300K oraz
zwigkszonej do 335K. Historycznie byly to pierwsze tak dlugie symulacje MD
NHazy. Niestety, zazwyczaj po ok 50 ns biatko zaczynalo si¢ rozwijaé. Chcac
poprawi¢ stabilno§¢ ukltadu po raz pierwszy utworzytem model tetrameru na
podstawie ,,Biological Assembley” — dodatkowych danych o strukturze 3D
zdeponowanych w Protein Data Bank razem ze strukturg 1IRE PtNHazy. Okazato sig,
ze modele tetrameru offfa W symulacjach pozostajg duzej stabilne niz dimery aff (dane
niecopublikowane, obecne przeprowadzamy symulacje rzedu 500 ns i nie mamy
problemu ze stabilnos$cig badanych modeli; pomigdzy dimerami aff wystepuja gtownie
tzw. ,,oddziatywania hydrofobowe”). publikacja [H4] byta pierwsza w literaturze

Swiatowej praca, w ktorej przedstawiono wyniki symulacji MD tetrameru NHazy.
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Dzigki symulacjom MD wyjasnitem globalny wptyw wprowadzonych mutacji na
dynamike enzymu. Za pomoca analizy glownych skladowych (z ang. Principal
Component Analysis, PCA) wskazatem te fragmenty biatka, ktore ulegaja najwigkszej
stabilizacji po wprowadzeniu mutacji (Rys. 7-8 w [H4]). Dzi¢ki stabilizacji catego
biatka w wariancie M10 struktura centrum aktywnego i otaczajgcych go istotnych dla
procesow katalitycznych Arg52 oraz Argl57 byta duzo lepiej zachowywana (Rys. 9
w [H4]). Dzi¢ki analizie promieni bezwtadnosci enzyméw (z ang. radius of gyration)
pokazalem, ze zmodyfikowany enzym staje si¢ bardziej zwarty, co sprzyja

zwigkszaniu termostabilnosci biatek [63].

Dzigki wykonanym symulacjom MD pokazatem na poziomie molekularnym w jaki
sposob kazda z 10 mutacji wptywa na zwickszanie termostabilno$ci biatka. Na
przyktad zmiana izoleucyny w pozycji 5 na proling w tancuchu o (al5P) powoduje
usztywnienie petli od pozycji 4 do 7 w tancuchu a, a to w nastepstwie powoduje, ze
wytwarzany jest mostek solny pomiedzy oGlu3 oraz alLys8 (Rys. 9). Podobne
usztywnienie petli powoduje mutacja BA20P.
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Rys. 9. Wplyw mutacji alSP na PtNHazg. Histogram odlegtosci pomiedzy atomami Ca aAsn4 oraz
aArg7, pokazujacy usztywnienie petli a), oraz wplyw usztywnienia petli na tworzenie mostka solnego
aGlu3-aLys8 (odlegtosci migdzy grupami tworzacymi mostek) b). Zrodto [H4].

Mutacje aQ31L, aD92H, BP38L, BF118W, BS130Y oraz BC218V powodowaly
tworzenie hydrofobowych rdzeni (Rys. 10), czyli bliskiego oddziatywania Kilku
aminokwasow hydrofobowych. Wczesniej udowodniono, ze usuwanie wody z wnetrza
biatka, przez tworzenie takich wtasnie hydrofobowych rdzeni stosowane jest w drodze

ewolucji przez bakterie termofilne do zwigkszania termostabilno$ci biatek [64-66].

Mutacje oT18Y oraz PBCI8IN powoduja powstawanie nowych wigzan

wodorowych, co ma wptyw podobny do mutacji zaproponowanych w pracy [H3].
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Rys. 10. Wykres pokazujacy zwickszenie oddziatywan hydrofobowych aminokwasu nr 31 z faficucha a.
Wariant M10 wyraznie zwigksza oddziatywania hydrofobowe z aLeu28 oraz alle33. Zrodio [H4].
Woprowadzenie wszystkich powyzszych mutacji spowodowalo, ze biatko

wykazywato si¢ znacznie wigkszg termostabilnoscia.

W pracy wyjasnitem przyczyny zwickszonej aktywnosci katalitycznej wariantu
M10. Zadokowatem substrat tj. nikotynonitryl do obu wariantow PtNHazy.
Dokowanie przeprowadzono do zrownowazonej Struktury otrzymanej po 20 ns
symulacji w 300K. Uzycie takich struktur spowodowato, ze wszystkie aminokwasy
zdazyly dostosowaé swoje potozenie do zmian wprowadzonych przez mutacje.
Okazato si¢, ze na zwigkszong aktywnos$¢ katalityczng wariantu M10 PtNHazy poza
poprawiong stabilnoscia enzymu moze mie¢ lepsze ulozenie substratu
(nikotynonitrylu) wzgledem jonu kobaltu. Odlegto$¢ kobalt-azot (z katalizowanego
nitrylu) wynosita w przypadku biatka natywnego 5,9 A, a w wariancie M10 5,4 A
(zobacz Rys. 11) co spowodowato tatwiejsza aktywacje reakcji enzymatycznej. Inne
ulozenie aminokwasu BTrp118 oraz aGIn89, powoduje tez, ze energia oddziatywania
substratu z biatkiem w wariancie M10 jest nieco wigksza niz w biatku natywnym

(—4,98 kcal/mol wzglgdem —4,18 kcal/mol).

TRP-116

Rys. 11. Wynik dokowania nikotynonitrylu do PtNHazy w wersji natywnej a) oraz M10 b).
Zrodlo [H4].
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Kolejng metoda zwigkszania termostabilnosci biatek jest wprowadzanie linkerow
biatkowych, tzn. dodatkowych fragmentow biatkowych. Ma to na celu np.
zwigkszenie powierzchni oddziatywania dwoch podjednostek, wprowadzenie nowych
wigzan wodorowych, mostkow solnych czy rdzeni hydrofobowych. Takie podejscie
zastosowano w kolejnych badaniach, w ktérych potaczono tancuchy a i B, podobnie
jak to bylo w publikacji [59]. W tym przypadku zastosowano jednak kilka rodzajow
dhugich linkeréw biatkowych charakteryzujacych si¢ roéznymi rozmiarami,
elastycznosciami i tworzeniem  struktur  drugorz¢dowych. W  Chinach
eksperymentalnie przebadano termostabilnos¢ i aktywnos$¢ katalityczng wplywu trzech
rodzajow linkerow o réznych dlugosciach na PpNHaze (kod pdb 3QXE).
Wprowadzono 1, 4 lub 8 powtdrzen: sekwencji EAAAK (linker helikalny, enzymy
z tymi linkerami nazwano w pracy odpowiednio Al, A4 oraz A8), sekwencji GGSG
(linker elastyczny, NHazy nazwane w pracy odpowiednio B1, B4, B8), sekwencji PA
(linker sztywny, nazwane w pracy odpowiednio C1, C4 oraz C8), a wyniki
poprawiania termostabilno$ci opublikowano w pracy [H5]. Okazato si¢, ze wszystkie
warianty bialek charakteryzuja si¢ nieznacznie zwigkszong aktywnoscig katalityczng.
Aktywnosci oraz termostabilnosci zostaty zebrane w Tabeli 1 w [H5]. Zauwazono, ze
wraz z ilo$cig powtorzen sekwencji linkera termostabilno$¢ ro$nie, niezaleznie od
rodzaju linkera. Najbardziej stabilnym wariantem okazata si¢ PpNHaza z o$mioma
powtorzeniami sekwencji EAAAK (A8). W celu zbadania przyczyny zwigkszonej
termostabilnosci wariantow A8, B8 i C8 na podstawie struktury krystalograficznej
3QXE przygotowano modele dimerow (odpowiadajg one tetramerom affa, poniewaz
fancuchy B 1 a (doktadnie w takiej kolejnosci) potaczono za pomoca linkerow, tworzac
jeden dlugi tancuch biatkowy). Nie byto to trywialne zadanie, poniewaz Zadne
narzedzie do modelowania homologicznego nie bylo w stanie przewidzie¢ struktury
linkeréw. W zwigzku z tym do sekwencji linkerow dodano sekwencje koncowego
1 poczatkowego fragmentu tancuchow B 1 o (od/do pierwszego aminokwasu
o zdefiniowanej strukturze drugorzedowej) i przewidziano ich struktury za pomoca
narzgdzia QUARK (tzw. de novo Folding) [67]. Wszystkie wygenerowane modele
linkerow z fragmentami NHazy zadokowano do tetrameru 1IRE za pomocy serwera
ClusPro 2.0 (dokowanie biatko-biatko) [68], a brakujgce fragmenty biatka dodano za
pomocg narzedzia PRIME z pakietu Schrodinger. W ten sposob otrzymatem modele
do analizy struktur statycznych. Natywna PpNHaze (3QXE) oraz wygenerowane

modele pokazano na rysunku 12.
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Rys. 12. Modele PpNHazy: natywnej (3QXE) a), wariantu A8 b), wariantu B8 c) oraz C8 d).
Zrodto [H5].

Analiza modeli pokazata, ze wplyw na zwickszenie termostabilnosci miato
wprowadzenie do uktadu nowych wigzan wodorowych, zwigkszenie powierzchni
oddzialywania dimerow, a w przypadku wariantu A8 utworzenie az 8 nowych

mostkow solnych.

W celu doktadnego przebadania najlepszego wariantu A8, dla niego oraz dla biatka
natywnego wykonatem symulacje dynamiki molekularnej w dwodch roznych
temperaturach 300K oraz 335K. Analiza otrzymanych trajektorii pokazata przyczyny
zwigkszonej termostabilnosci. Po pierwsze, w biatku natywnym wida¢ bylo
w symulacjach o podwyzszonej temperaturze poczatki denaturacji tancucha o (Rys. S1
w suplemencie [H5]), co od razu zauwazy¢ mozna na wartosciach wykreséw RMSD
(Rys. 6 w [H5]). Uzyskano stabilizacje¢ calego biatka, co pokazala analiza wykresow
RMSF (Rys. 7 w [H5]). Podobnie jak w przypadku badan opublikowanych w pracy
[H4], tutaj tez zaobserwowatem stabilizacj¢ struktury centrum katalitycznego i dwoch
oddziatujgcych z nim arginin (Rys. 8 w [H5]). Ponadto zaobserwowatem znaczne
zwigkszenie powierzchni oddziatywania dwoch podjednostek PpNHazy (Rys. S2
w suplemencie [H5]), zwigkszenie ilosci wigzan wodorowych w biatku (Rys. S3

w suplemencie [H5]) oraz pomigdzy dwoma podjednostkami (Rys. S4 w suplemencie
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[H5]). Podobnie jak w przypadku struktury statycznej, w dynamicznej strukturze
zwigkszona byta liczb mostkow solnych (Tabela S4 w suplemencie [H5]). Wszystkie
te czynniki majg pozytywny wplyw na termostabilno$¢ wariantu A8 PpNHazy.

Powyzej przedstawiono przyklady kilku roéznych sposobow zwickszania
termostabilno$ci NHazy. Nastepnie, chcac wykaza¢ 0golnos¢ i uniwersalnos¢ mojego
podejécia obliczeniowego, podjagtem udang probe poprawienia enzymu fosforylaza
sacharozy (SPaza, EC 2.4.1.7). Enzym ten katalizuje rozktad sacharozy do D-fruktozy
oraz 1-fosforanu-a-D-glukozy [2]. D-fruktoza uzywana jest w przemysle
spozywczym, natomiast 1-fosforan-o-D-glukozy stosowany jest w przemysle
kosmetycznym jako emolient — substancja dziatajaca zmickczajgco, nawilzajaco,

nattuszczajgco oraz regeneracyjnie.

Takze w tym przypadku przemystowe zastosowanie SPazy ogranicza jej niska
termostabilnos¢. Wprawdzie sama reakcja nie jest egzoenergetyczna, jednak ze
wzgledu na obecno$¢ cukréw w reakcji bioreaktory szybko zanieczyszczane sg
drobnoustrojami  [27]. Do badan nad zwigckszaniem termostabilnosci uzyto
wysokowydajng SPaze pochodzaca z organizmu L. mesenteroides ATCC 12,291
(LmSPaza), a wyniki opublikowano w artykule [H6].

LmSPaza nie zostala do tej pory skrystalizowana, w zwiazku z tym istniala potrzeba
wygenerowania modelu homologicznego tego biatka. Na poczatku, z powodu matego
podobienstwa sekwencji do skrystalizowanych SPaz, do przewidzenia struktury
przestrzennej LmSPazy uzyto narzedzia I-TASSER [69]. Model ten postuzyt mi jako
dane wejsciowe do serwera FireProt [62]. Oznacza to, ze zastosowano podobne
podejscie do przewidywan bardziej termostabilnych enzymow jak w przypadku badan
opublikowanych w pracy [H4]. W tym przypadku serwer FireProt wygenerowat dosy¢
duza liczbe pojedynczych mutacji 1 aby ograniczy¢ nakiad pracy doswiadczalnej
postanowitem ograniczy¢ liczbe wprowadzanych zmian zgodnie z podejsciem
stosowanym w artykule [H3]. Na podstawie wynikéw symulacji dynamiki
molekularnej wybrane zostaty tylko te miejsca, ktore charakteryzuja si¢ najmniejsza
stabilno$cig. Poniewaz w miedzy czasie upubliczniono struktur¢ krystalograficzng
SPazy podobnej do LmSPazy, postanowitem opracowaé dokladniejszy model za
pomoca serwera SwissModel [51]. Lepsza jako$¢ modelu potwierdzitem za pomoca
narzgdzia Verify3D [53]. Na podstawie przewidywan serwera FireProt oraz z analizy

obliczonych wartosci RMSF modelu homologicznego natywnej LmSPazy (Rys. 1

25



w [H6]) wybrano 10 potencjalnych wariantow: 131F, T152G, N158C, T219L, A232M,
N249A, G252L, T263L, S360A oraz Q453G, ktore zostaly sprawdzone
doswiadczalnie. Okazalo si¢, ze cztery z nich I31F, T219L, T263L oraz S360A
wykazujg si¢ zwigkszong termostabilno$cig i/lub aktywnoscig (ale zaden z nich nie
mial gorszej termostabilno$ci). W laboratorium w Chinach sprawdzono tez wariant
majacy wszystkie cztery mutacje. Nazwano go Mut4. Niestety okazat si¢ nieznacznie

gorszy niz najlepszy wariant T219L.

Przyczyny zwigkszonej stabilno$ci dla wariantow WT, T219L oraz Mut4 zbadatem
w oparciu symulacje MD w temperaturze 300K oraz 335K. Analiza trajektorii
pokazata, ze biatko natywne w temperaturze 335K znacznie gorzej zachowuje swoja
struktur¢ poczatkowa (duze wartosci RMSD, Rys. 4 w [H6]). Pozostate warianty
niezaleznie od temperatury ustawionej w symulacji utrzymywaty lepiej (lub podobnie)
strukturg przestrzenng jak wariant natywny (Rys. 4 w [H6]). Mniej ruchliwe staty sig¢
obszary biatka w zakresach aminokwasow 128-133, 307-327, 227-357 oraz 328-399,
co pokazata analiza RMSF (Rys. 5 w [H6]).

Analiza kontaktow wykazala, ze zmiana tyrozyny na leucyn¢ w pozycji 219
powoduje powstanie rdzenia hydrofobowego w poblizu centrum katalitycznego, czyli
aminokwasow Asp196 oraz Glu237, i stabilizuje ten obszar (zobacz Rys. S3a oraz S3b
w suplemencie [H6]) Podobnie bywa w enzymach ekstermofilnych organizméw [70].
Tworzenie rdzenia hydrofobowego mozna bylo zaobserwowac zarowno w wariancie
T219L jak 1 Mut4. Analiza kontaktéw pozostatych modyfikowanych aminokwaséw
w wariancie Mut4 pokazata, ze nie zmieniajg one az tak znaczaco swoich oddziatywan
z otaczajagcymi aminokwasami (Rys. S3c-e w suplemencie [H6]) i przez to
wprowadzenie dodatkowych trzech mutacji, nieco dalej od centrum katalitycznego niz

pozycja 219 nie powoduje dodatkowe poprawy termostabilnosci.

Powyzsze cztery przyktady badan nad zwigkszaniem termostabilnosci enzyméw
pokazuja, ze metody teoretycznej biofizyki obliczeniowej mogg istotnie przyczynic si¢
do projektowania enzyméw bardziej termostabilnych, co jest bardzo potrzebne
w nowoczesnej biotechnologii. W badaniach wykorzystatlem kilka roznych podejs¢,
takich jak taczenie dwoch tancuchow aminokwasowych enzymow i wprowadzanie
punktowych mutacji [H3], uzywanie narzedzi bioinformatycznych w [H4] oraz [H6],
czy wstawianie dodatkowych aminokwasow w celu zwigkszenia powierzchni

oddzialywania podjednostek enzyméw [HS]. W przypadku badan opublikowanych
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w [H4] oraz [H6] symulacje dynamiki molekularnej postuzyty do ograniczenia liczby
wprowadzanych mutacji, wigc miaty one istotny wptyw w projektowaniu nowych,
ulepszonych wariantow enzymow biotechnologicznych. We wszystkich tych pracach
([H3][H4][H5][H6]) symulacje MD pozwolily wyjasni¢ przyczyny zwickszenia
termostabilnosci enzyméw. Wszystko to prowadzi do lepszego zrozumienia
mechanizméw zwickszania termostabilno$ci 1 z pewnoscig podobne podejscie uzyte

bedzie w innych enzymach.
Projektowanie selektywnosci enzymow biotechnologicznych.

Tworzenie konkretnych zwigzkow chemicznych w procesach technologii
chemicznej niejednokrotnie nie jest mozliwe, pomimo ogromnych postepéw w tym
zakresie, na co wskazuje nagroda Nobla z chemii przyznana w 2022 roku, ktorg
otrzymali Carolyn R. Bertozzi, Morten P. Meldal oraz K. Barry Sharpless za tzw.
»click chemistry”. Czgsto niemal niemozliwe jest otrzymanie zadanych zwiazkéw,
w szczeg6lnosci tych prostszych. Doskonalym przyktadem moze by¢ selektywne
tworzenie tylko jednego izomeru optycznego, badz przeprowadzenie reakcji tylko
jednej grupy funkcyjnej w zwigzku zawierajagcym dwie lub wigcej identycznych grup
funkcyjnych. Z problemem tym na drodze ewolucji poradzity sobie organizmy zywe,
ktore ,nauczyly si¢” katalizowa¢ wybrane izomery optyczne w roztworze

racemicznym substratu.

W dwéch badaniach przedstawionych ponizej oraz publikacjach [H7] oraz [HS]
prezentujacych wyniki tych badan, pokazaliSmy, ze mozna skutecznie tak
zmodyfikowa¢ naturalnie wystepujacy enzym, aby przeprowadzat on reakcje tylko dla

wybranych zwigzkow lub grup funkcyjnych.

Majac dwa enancjomery w racemacie trudno jest przeprowadzi¢ reakcje
katalityczng tylko jednego z nich, przy zastosowaniu technologii chemicznej.
Podobnie jest z enancjomerami nitryli. Mimo, Ze znane s3 NHazy katalizujace
wybrane izomery optyczne nitryli (czyli charakteryzuja si¢ tzw. stereoselektywnoscig)
[34, 71], nie mozna byto znalez¢ NHazy katalizujacej hydratacje konkretnego izomeru
z racematu chemicznie waznego zwigzku — mandelonitrylu, gdzie amid o okreslonej

chiralnosci nastepnie statby si¢ potproduktem w tworzeniu waznych lekow [72, 73].

W celu zaprojektowania NHazy charakteryzujacej si¢ aktywnoscig katalityczng
wzgledem jednego enancjomeru mandelonitrylu wybrano NHaz¢ z organizmu

Rhodococcus rhodochrous J1 (zgodnie z publikacja [H7] L-NHaza). Poniewaz
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L-NHaza nic zostata skrystalizowana do zbudowania jej modelu przestrzennego
uzylem narzgdzia SwissModel [51]. Aby wyznaczy¢é aminokwasy, ktore nalezy
zmutowac wstepnie zadokowatem do L-NHazy S-mandelonitryl oraz R-mandelonitryl.
Poniewaz punktem wyjscia byt model homologiczny L-NHazy dokowatem ligandy do
NHazy po 5 ns symulacji MD. Podobnie jak w innych przypadkach przeprowadzitem
analiz¢ kanalow programem CAVER [46] oraz za pomoca sterowanej dynamiki
molekularnej (z ang. steered molecular dynamics, SMD) wyciggnatem oba
enancjomery z wngtrza biatka wzdhuz wyznaczonego kanatu. Analiza trajektorii SMD
wskazata najwicksze zawady steryczne w trakcie wyciggania ligandéw, oraz pozwolita
wyznaczy¢ aminokwasy odpowiedzialne za tworzenie wigzan wodorowych
z mandelonitrylem (Rys. S3 oraz tabele S2 i S3 w suplemencie [H7]). Zastosowanie
tego podejscia pozwolilo wyznaczy¢ cztery istotne aminokwasy majace wpltyw na
katalizowanie mandelonitrylu. Byly to: fPhe37, BAla41, fLeud8, and PPhe51. Inne
aminokwasy pomini¢to w badaniach mutacyjnych, aby unikng¢ modyfikowania
istotnych dla aktywno$ci katalitycznej miejsc. Analiza aktywnos$ci Kkatalitycznej
wszystkich mozliwych wariantbw mutacyjnych w tych czterech pozycjach
(mutageneza nasycona) pozwolila wybra¢ wariant charakteryzujacy si¢ najlepsza
stereoselektywnoscig tj. BF37H (Tabela 1 w [H7]). Okazalo si¢ w eksperymentach, ze
wariant ten w procesie tworzenia S-mandeloamidu charakteryzuje si¢ 96,8%
nadmiarem enancjomerycznym, co oznacza ze Kkatalizowany jest glownie
S-mandelonitryl. Dodatkowo wariant BF37H charakteryzuje si¢ podobna wydajnoscia
co wariant natywny. Aby wyjasni¢ czemu wariant BF37H wykazuje si¢ tak znaczaca
stereoselektywnoscig wzgledem S-mandelonitrylu zadokowatem oba substraty takze
do wariantu BF37H (tez po 5 ns zrownowazania uktadu za pomocg MD) oraz
przeprowadzitem obliczenia symulacji SMD wyciggania obu enancjomerow z BF37H
L-NHazy.

Analiza trajektorii SMD pokazata, ze do ,,wyciagniecia” R-mandelonitrylu
z BF37H L-NHazy potrzebna jest wigksza sita niz w przypadku biatka natywnego lub
S-mandelonitrylu z obu wariantéw L-NHazy. Gléwny wptyw ma na to obecnos¢ na

raz dwoch wigzan wodorowych R-mandelonitrylu: z BHis37 oraz aGIn90 (Rys. 13).
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Rys. 13. Wykresy sity przytozonej do liganda w trakcie symulacji SMD L-NHazy w wersji natywnej
oraz BF37H. Na panelu a) wykreslono sity w trakcie wyciagania S-mandelonitrylu,

na panelu b) R-mandelonitrylu. Na panelu c¢) pokazano gléwng przyczyne powstawania duzych

sit przy wyciaganiu R-mandelonitrylu. Zrodto [H7].

Przy pomocy dokowania sprawdzitem jaki wptyw mutacja BF37H ma na ulozenie
obu enancjomerow wzgledem centrum katalitycznego (Rys. 14a, 14b, 14c oraz 14d).
Okazato si¢, ze zamiana fenyloalaniny na histydyne powoduje nie€znaczng zmiang
orientacji grupy bocznej modyfikowanego aminokwasu, a co za tym idzie obrét
sasiedniej fenyloalaniny 51 z tancucha B. W biatku natywnym orientacja obu tych
aminokwasow powoduje, ze zarowno S-mandelonitryl jak i R-mandelonitryl dokuja
si¢ w taki sposob, ze grupa nitrylowa substratu znajduje si¢ blisko centrum
katalitycznego, tzn. w odlegtosci od jonu kobaltu odpowiednio 5,0 A (Rys. 14a) oraz
54 A (Rys. 14b). Zmiana polozenia obu aminokwaséw pod wpltywem mutacji
powoduje, inng orientacj¢ R-mandelonitrylu wzgledem centrum katalitycznego
odsuwajac grupe nitrylowa na odleglos¢ 7,6 A (Rys. 14d), uniemozliwiajac tym
samym przeprowadzenie reakcji chemicznej S-mandelonitryl moze natomiast tak
ulozy¢ sie w poblizu centrum katalitycznego, ze mozliwe jest przeprowadzenie reakcji
katalitycznej. Odleglo$¢ azot-kobalt w tym przypadku wynosi 5.3 A (Rys. 14c).
Zmiang¢ polozenia aminokwasoOw Phe/His37 oraz Phe51 oraz wplyw na ulozenie

R-mandelonitrylu pokazano na Rysunku 14e.
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Rys. 14. Wyniki dokowania S-mandelonitrylu (a) oraz R-mandelonitrylu (b) do natywnej L-NHazy.

Dokowanie S-mandelonitrylu oraz R-mandelonitrylu do BF37H L-NHazy pokazano odpowiednio na
panelu (c) oraz (d). Na panelu (e) pokazano poréwnanie w utozeniu Phe/Leu37 oraz Phe51 i wplyw tej
zmiany na utozenie zadokowanego R-mandelonitrylu. Zrédto [H7].

Rownie trudne jak przeprowadzenie reakcji dla wybranego enancjomeru jest
przeprowadzenie reakcji tylko jednej grupy funkcyjnej w zwigzkach zawierajacych
dwie identyczne grupy funkcyjne. Przeprowadzenie takiej reakcji jest jednak mozliwe
w enzymach, co pokazaliSmy w badaniach nad stereoselektywnosciag L-NHazy (tej
samej co w publikacji [H7]) wzgledem czterech dinitryli: adiponitrylu i malononitrylu
(dinitryle alifatyczne, skroty wprowadzone to odpowiednio ADN i MAN) oraz
tereftalonitrylu i ftalonitrylu (dinitryle aromatyczne, skroty wprowadzone to
odpowiednio TPTN oraz PTN) (zobacz Schemat 1 w [HS8]). Wyniki badan nad
regioselektywnoscig opublikowano w artykule [H8].

W  przypadku przeprowadzenia reakcji za pomoca klasycznej technologii
chemicznej z dinitryli uzyskano by wyltacznie diamidy. Dla przemystu chemicznego
i farmaceutycznego duze znaczenie majg jednak nitryloamidy, czyli pochodne
w ktorych tylko jedna grupa funkcyjna ulegta hydratacji. Dobrym przyktadem jest
tutaj 5-cyjanowaleramid (5-CVAM), ktory powstaje w wyniku hydratacji tylko jednej
grupy nitrylowej z ADN. Zwiazek ten jest waznym potproduktem przy produkcji
herbicydow [74] i lekow [19].
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Ponizej przedstawi¢ gtdéwne wyniki badan nad regioselektywnoscig L-NHazy tylko
wzgledem ADN. Identyczng metodologi¢ zastosowano dla pozostatych trzech
dinitryli.

Model L-NHazy uzyty w tych badaniach byl analogiczny jak w publikacji [H7].
Liste aminokwasOw majacych wplyw na orientacj¢ substratu uzyskalem poprzez
dokowanie wszystkie ligandow do struktury przestrzennej biatka poddanego 5 ns
symulacji MD. W oparciu o te wyniki zaproponowatem nastepujagce aminokwasy do
mutacji potencjalnie zmieniajacych regioselektywnos¢: fLeud8, pPheS1, fTyr68 oraz
BTrp72. Grupa prof. Zhou wykonata za pomoca mutagenezy nasyconej wszystkie
mozliwe warianty NHazy w wyznaczonych pozycjach i zbadata ich aktywnos¢
katalityczng wzgledem ADN. Okazalo si¢, ze dwa warianty L-NHazy, BY68T oraz
BW72Y katalizuja ADN glownie do 5-CVAM i w niewielkim stopniu (ok 2-3%) do
adipamidu (diamid, nazwany skrotem ADAM, Tabela 2). W celu sprawdzenia czy
mozna uzyska¢ lepsza regioselektywnosé, dla wariantow BY68T oraz PW72Y
przeprowadzono kolejng tur¢ tworzenia wszystkich mozliwych wariantow
w pozycjach odpowiednio 72 oraz 68. Okazalo si¢, ze podwojny mutant
BY6BT/PW72Y w ogodle nie daje diamidu, jedynie 5-CVAM. Aby wyjasni¢ ta
regioselektywno$¢ zadokowatem do L-NHazy BY68T/BW72Y zaréwno ADN jak
I 5-CVAM. Ten ostatni zwigzek zadokowatem tez do wariantu natywnego L-NHazy
(Rys. 15; zawsze dokujac do struktury enzymu uzyskanej po 5 ns symulacji MD
danego wariantu identycznego jak w pracy [H7]).

Tabela 2. Regioselektywnos¢ L-NHazy wzgledem ADN, wyrazona jako % uzyskanego produktu po

przeprowadzeniu reakcji enzymatycznej racematu ADN. Zrédto [HS].

Wariant enzymu 5-CVAM ADAM
WT 0 100
Y68T 97,6 2,4
WT72Y 96,8 3,2
Y68T/WT72Y 100 0
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Rys. 15. Wyniki dokowania ADN do natywnej L-NHazy panel a) oraz wariantu BY68T/BW72Y
L-NHazy b). Na panelach c) oraz d) znajduja si¢ odpowiednio wyniki dokowania 5-CVAM do enzymu
natywnego oraz wariantu PY68T/BW72Y. Zrédto [HS].

Dopiero dokowanie pozwolito mi wyjasni¢ przyczyny zwigkszonej selektywnosci
mutantéw. ADN zadokowany do wariantu natywnego L-NHazy ma obie grupy
nitrylowe blisko jonu kobaltu (odpowiednio 5,04 A oraz 5,53 A, Rys. 15a).
Dokowanie ADN do wariantu BY68T/BW72Y, pokazuje, ze jedna z grup nitrylowych
moze ulec hydratacji (4,09 A, Rys. 15b). W ten sposéb moze powstaé 5-CVAM. Aby
mogta zajs¢ reakcja hydratacji 5-CVAM musi on obrdoci¢ si¢ w centrum
katalitycznym, badz wyj$¢ z enzymu i ponownie zblizy¢ si¢ do jonu kobaltu (co jest
bardziej prawdopodobne). W przypadku biatka WT grupa amidowa twozy wigzania
wodorowe z aTrpl17 oraz aGIn90, a grupa nitrylowa orientowana jest w kierunku
jonu kobaltu (4.94 A, Rys. 15b). Wprowadzenie dwoch mutacji PY68T oraz BW72Y
powoduje zmiang¢ orientacji aminokwaséw w poblizu centrum katalitycznego w taki
sposob, ze grupa amidowa zaczyna tworzy¢ wigzania wodorowe ze zmodyfikowanymi
posttranslacyjnie cysteinami, powodujagc ze grupa nitrylowa zawsze znajduje si¢
daleko od centrum Katalitycznego. (7,93 A, Rys. 15d). Sprawia to, Ze reakcja
hydratacji 5-CVAM nie moze zajs¢ i nie jest produkowany ADAM (diamid).
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Dzigki odpowiedniemu wykorzystaniu narzedzi teoretycznej biofizyki molekularnej
zaprojektowatem enzymy, ktére = wykazuja  stereoselektywnos¢  badz
regioselektywnos¢. Dzigki nowym biatkom, nieznanym wcze$niej mozna tanio
I W przyjazny dla srodowiska sposob otrzymywac potprodukty lekéw czy herbicydow.
Schematy analiz, jakie przeprowadzitem, korzystajac z metod teoretycznej biofizyki
obliczeniowej okazaty si¢ przydatne nie tylko do wyjasnienia przyczyn zwigkszonej
selektywnosci, ale tez w procesie projektowania ulepszonych wariantdow enzymow,
pozwalajac wyznaczy¢ waska grupe aminokwaséw do modyfikowania, oszczedzajac

tym samym czas pracy oraz srodki finansowe grupy eksperymentalnej.
Podsumowanie

W badaniach, ktorych efektem byly publikacje skladajace si¢ na osiagnigcie
habilitacyjne pokazano, ze wykorzystanie podstawowych metod teoretycznej biofizyki
obliczeniowej, opartych na dobrze znanych zasadach dynamiki Newtonowskiej,
termodynamiki czy elektrostatyki, pozwala ulepsza¢ pozyteczne enzymy. Podejscie to
jest ze swojej istoty wysoce interdyscyplinarne, wiacza do dociekan biofizycznych

pojecia podstawowe takich dyscyplin jak chemia, biotechnologia 1 informatyka.

W publikacjach [H1], [H2] ale tez w [H4] pokazano, Ze stosujac biotechnologi¢
eksperymentalng w kooperacji z biofizyka obliczeniowa mozna zaprojektowaé
i wyizolowa¢ bardziej aktywny enzym oraz, co istotne, wyjasni¢ na poziomie
molekularnym dlaczego poprawa wlasciwosci ma miejsce. Wysitki obliczeniowe,
w polaczeniu z doglebng analizg strukturalng, pozwolily podnies¢ na bardziej
racjonalny i uzasadniony fizyka poziom problem doskonalenia enzymow. W pracach
[H3], [H4], [H5] oraz [H6] pokazano, ze dzigki narzedziom teoretycznej biofizyki
mozna zaprojektowaé enzymy bardziej termostabilne, co ma ogromne znaczenie
praktyczne dla przemystu. Ostatnie dwie prace, [H7] oraz [H8] pokazaly, ze synergia
biofizyki obliczeniowej 1 biotechnologii dos$wiadczalnej pozwala modyfikowac
enzymy w taki sposob, aby katalizowaly one tylko takie reakcje jakie wskaze chce
badacz. Bez wktadu obliczeniowego byloby to bardzo trudne, a moze nawet
niemozliwe.

W powyzszych badaniach skupiono si¢ glownie na niestandardowym enzymie
hydratazie nitrylowej. Warto zauwazy¢, ze jest to innowacyjne podejscie, gdyz
z reguly narzedzia modelowania molekularnego nie pozwalajg  badad

niestandardowych biatek (tj. posiadajacych posttranslacyjnie zmodyfikowane
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aminokwasy lub koenzymy). Dopiero biegta znajomos¢ zasad dziatania programéw do
dynamiki molekularnej, dogi¢bna wiedza o prawach fizyki uzytych w metodzie
obliczeniowej, 0 jej ograniczeniach, umiejetnos¢ programowania, a takze podstawowa
wiedza biologiczna i chemiczna dajg szans¢ na efektywne badanie tego typu biatek
i ich ulepszanie. Jestem przekonany, ze zbadanie tajnikéw aktywnosci katalitycznej,
termostabilno$ci 1 selektywnosci  niestandardowych  enzymow  wymaga
specjalizowanych protokotéw, nieustannej eksperckiej kontroli uzyskiwanych
wynikow, czyli niezbedna jest zaawansowana wiedza. Naukowcow posiadajacych takg
wiedze w Polsce jest niewielu, a z informacji posiadanych przeze mnie nikt nie stosuje
jej do enzymow biotechnologicznych. Podobnie jest na $wiecie — dobrze znane
metody dokowania i dynamiki molekularnej uzywane sa gltownie do enzymow
standardowych. Jednak z powodu bardzo duzej trudno$ci uzywania metod teoretyczne;j
biofizyki obliczeniowej do enzymow niestandardowych bardzo rzadko stosowana jest
w tych przypadkach. Moje badania prowadzone w S$cislej wspolpracy z dwoma
chinskimi zespotami naukowymi pokazuja, ze wykorzystanie metod teoretycznej

biofizyki obliczeniowej do enzyméw niestandardowych jest to mozliwe. Rozwiniete

1 opublikowane sposoby analizy moga by¢ stosowane do podobnych problemow przez
wszystkie zainteresowane zespoty na §wiecie. Nasze prace i dos§wiadczenie plus coraz

wydajniejsze komputery, otwierajg zatem nowe mozliwosci badawcze.

4.2.3. Inne watki oraz przyszlte badania

Oproécz przedstawionych powyzej metod ulepszania enzymow biotechnologicznych
w trakcie swojej kariery naukowej podejmowatem si¢ tez innych badan. Skupiaty sig
one glownie na wykorzystaniu metod dynamiki molekularnej do poznawania

wlasciwosci biomolekut.

Pierwszym przyktadem moga by¢ studia nad nanomechanikg biatek zawierajacych
wezly cysteinowe. Wspoélnie z prof. Markiem Cieplakiem, dzigki zastosowaniu
niestandardowej metody dynamiki molekularnej, czyli sterowanej dynamiki
molekularnej (SMD), wyjasnilismy dlaczego w biatkach posiadajacych takie wezty
mozemy wyrézni¢ biomolekuty, ktore wymagaja bardzo duzej sily do rozwinigcia
bialka, oraz takie w ktorych ta sila jest znacznie mniejsza. Wyniki pordwnaliSmy do
klasycznych biatek, nie zwierajagcych weztdow cysteinowych. Rezultaty badan
opublikowano w pracy [P1l]. Te samg metode SMD zastosowano w pracy [P2],

w ktdrej wyjasniono mechanizm rozplatania biatek modularnych zawierajacych tzw.
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domeny Ig (Immunoglobulin like domain). Metode SMD uzyto tez do modelowania
molekuly DNA, co pozwolilo wyjasni¢ obecno$¢ nieznanego wczesniej plateau
(obszaru ,,plyniecia” biopolimeru przy statej sile) w niektérych eksperymentach
rozciggania DNA za pomocg mikroskopu sit atomowych. Naszym zdaniem praca ta
jest jeszcze niedoceniana, rzadko cytowana, a zawiera pierwszg na §wiecie obserwacje
nietypowego zachowania DNA przy bardzo duzych naprezeniach. Po prostu
eksperymenty w tym rezimie sit sg bardzo trudne i niewiele grup potrafi uzyskac takie

dane pomiarowe z AFM.

Kolejnym przyktadem efektywnego zastosowania metod teoretycznej biofizyki
molekularnej jest badanie aktywatoréw hydratazy nitrylowej. Biatka te niezbg¢dne sa
do wprowadzenia jonu kobaltu do centrum aktywnego NHazy oraz prawdopodobnie
do wprowadzenia posttranslacyjnych modyfikacji. Okreslitem budowe przestrzenng
tych aktywatoréw oraz wyjasnitem rdéznice w ich aktywno$ci. Przy okazji

pokazalismy, ze aktywatory NHaz majg wtasciwosci ATPazy (Prace [P5] oraz [P10]).

Catkiem inne metody teoretyczne stosowatem w publikacjach [P3] oraz [P7].
Przeprowadzone obliczenia kwantowe serii molekutl pozwolity w przypadku pracy
[P3] na opracowanie statystycznej metody analizy widm w podczerwieni. Natomiast
w pracy [P7] scharakteryzowano doktadnie, we wspolpracy z grupami

doswiadczalnymi widma szeregu barwnikoéw zawierajacych motyw azobenzenu.

W przysztosci planuje w dalszym ciggu stosowa¢ metody teoretycznej biofizyki
obliczeniowej nie tylko do enzymow biotechnologicznych, ale tez dla biosensorow.
Wspolnie z grupa prof. Zhemina Zhou planujemy tak zmodyfikowaé naturalnie
wystepujacy kompleks molekularny wykrywajacy acetamid, tak, aby byt on w stanie
wykrywa¢ konkretne amidy, za pomocag bialek fluorescencyjnych 1 tzw.
antyterminator6w. Na razie udalo si¢ opracowaé taki uktad wykrywajacy kilka
amidow [75], Celem glownym jest jednak modyfikacja tego enzymu poprzez
wprowadzenie kilku wariantow detektorow biatkowych wykrywajacych rozne amidy.
W efekcie mozna by wykrywaé rézne amidy nawet gotym okiem, w efekcie
wykrywa¢ roézne produkty NHazy (dzigki biatkom fluorescencyjnym $wiecgcym na
rozne kolory). W podobny sposoéb wspdlnie z grupa prof. Zhemina Zhou, chcemy
zmodyfikowa¢ receptor wykrywajacy GABA. Niedawno z moja magistrantka
Magdaleng Wtodkowska tak zmodyfikowaliSmy receptor GABA, ze zaczal on
wykrywa¢ kwas B-mastowy zamiast GABA (dane niepublikowane). W przysztosci
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chcemy z grupg chinska zaprojektowa¢ nowe warianty wykrywajgce inne aminokwasy

proste.

Innym nurtem badan bedzie poprawianie enzyméw produkujacych sktadniki
zywnosci. Obecnie wspdlnie z grupa prof. Xianzhonga Chena zaprojektowalismy
bardziej wydajny wariant enzymu HpaB produkujacy naturalny przeciwutleniacz
hydroksytyrozol (sktadnik oliwy z oliwek). Planujemy rozpocza¢ badania nad
efektywnym, enzymatycznym tworzeniem polioli, ktére sg naturalnymi stodzikami
stosowanymi w przemysle spozywczym. Poliole sa bardzo cenne dla 0s6b chorujacych

na nadwage i cukrzyce, poniewaz nie sg one wchtaniane z uktadu pokarmowego, a sa

stodkie.
W  najblizszej przysztosci planuje roéwniez rozpoczaé wspolprace z dr
Shangyuanem Sangiem z Ningbo University, Ningbo, Chiny, ktora na celu bedzie

miata poszukiwanie detektorow nie§wiezej zywnosci pochodzenia morskiego (np.
ryb).
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywno$cig naukowg albo artystyczng realizowang

w wiece] niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci

zagranicznej.

e W 2011 roku odbylem 2 miesigczny staz w dziale badawczo rozwojowym firmy
Adamed Sp. z o.0. z siedzibg w Pienkowie. W trakcie stazu poszukiwatem nowych
drobnoczasteczkowych dualnych inhibitorow oddzialywan mdm?2-p53 oraz mdm4-
p53, wykazujacych aktywno$¢ przeciwnowotworowa w migsakach, chtoniakach oraz
biataczkach. Z powodu komercyjnego zastosowania tych inhibitorow uzyskane
wyniki sg poufne.

e Od 2016 roku wspolpracuje Scisle z grupa prof. Zhemina Zhou ze School of
Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi, China. Od 2018, dzi¢ki mojej inicjatywie
jest to oficjalna wspotpraca pomiedzy uniwersytetami (Uchwata nr 36 Senatu UMK
z dnia 27.02.2018). W ramach wspdlpracy z grupa prof. Zhou odbylem
4 krotkoterminowe wizyty w Jiangnan University (facznie ok 3 miesiecy). W trakcie
wizyt wyglositem 4 zaproszone referaty dla pracownikow 1 doktorantow School of
Biotechnology, Jiangnan University oraz prowadzilem 3 workshopy z modelowania
molekularnego dla doktorantow tego wydziatu. W maju 2019 roku trzech
naukowcow z Jiangnan University odwiedzilo UMK. W ramach wspolpracy

powstalo 10 publikacji zwigzanych z badaniem 1 modelowaniem wtasciwosci
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biotechnologicznego enzymu hydratazy nitrylowej katalizujacego toksyczne nitryle
do uzytecznych amidow. W jednej z tych publikacji posiadam podwoéjng afiliacje
(UMK 1 Jiangnan University). Od 2019 roku wspoélpracuje tez z grupa prof.
Xianzhonga Chena ze School of Biotechnology, Jiangnan University modelujac
bardziej termostabilne wersje enzymu fosforylazy sacharozy, ktora rozktada cukry
ztozone do prostszych, ktore nastgpnie moga by¢ wykorzystane w przemysle
spozywczym 1 kosmetycznym. W ramach tej wspolpracy powstaly 2 publikacje
naukowe. Niedawno rozpoczalem z prof. Chenem prace majgce przyspieszyé
dziatanie enzymu (HpaB), ktory produkuje cenny skladnik w przemysle
spozywczym hydroksytyrozol.

Lista naukowcow (lub liderow grup) spoza UMK, z ktoérymi wspotpracuje (lub
wspotpracowatem):

o Prof. Zhemin Zhou, Jiangnan University, Wuxi, China;

o Prof. Xianzhong Chen, Jiangnan University, Wuxi, China;

o Prof. Michihiko Kobayashi, University of Tsukuba, Tsukuba, Japonia;
o Prof. Marek Cieplak, Instytut Fizyki PAN, Warszawa, Polska;

6. Informacja o osiggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke

lub sztuke.

6.1. Osiagnigcia dydaktyczne

Prowadzg zajecia dla studentow I 1 Il stopnia, a takze dla doktorantow.

Zajecia po uzyskaniu stopnia doktora, ktorych jestem koordynatorem 1 ktore

opracowatem od podstaw (w nawiasach podano liczbg¢ godzin realizowanych przeze

mnie; liczba przeprowadzonych godzin dotyczy stanu na dzien 30 wrze$nia 2022 roku.

Nie uwzgledniono zaje¢ rozpoczetych w roku akademickim 2022/2023):

Komputerowe modelowanie lekéw (laboratorium 30h; zrealizowano tacznie 270h)
Biologiczne 1 medyczne bazy danych (wyktad 15h + laboratorium 15h;
zrealizowano tacznie: wyktad 90h, laboratorium 90h)

Teoria niezawodnos$ci (konwersatorium 15h; zrealizowano tacznie 120h)
Bio-nanomateriaty (wielu prowadzacych; wyktad 20h; zrealizowano tacznie 20h)
Fizyka w symulacji komputerowej i modelowaniu komputerowym (wielu
prowadzacych, wyktad 15h, ¢wiczenia 15h; zrealizowano lacznie: wyktad 45h
¢wiczenia 135h)
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Zajecia po uzyskaniu stopnia doktora, ktorych nie jestem/bytem koordynatorem

(w nawiasach podano liczb¢ godzin realizowanych przeze mnie):

e Fizyka dla informatykéw cz.1 (¢wiczenia 30h; zrealizowano tacznie 150h)

e Fizyka dla informatykow cz.2 (¢wiczenia 30h; zrealizowano tacznie 30h)

e Programowanie proceduralne (laboratorium 30h; zrealizowano tacznie 330h)

e Jezyki programowania (laboratorium 30h; zrealizowano tacznie 60h)

e Pracownia problem6éw numerycznych (wielu prowadzacych; laboratorium 8h;
zrealizowano tacznie 48h)

e Dynamika molekularna (laboratorium 30h; zrealizowano tacznie 30h)

e Ustugi internetowe i cloud computing (¢wiczenia 15h; zrealizowano tacznie 15h)

e Elementy fizyki cz.2 (¢wiczenia 30h; zrealizowano tacznie 60h)

e Elementy fizyki cz. 1(¢wiczenia 30h; zrealizowano tacznie 120h)

o Wstep do systemu UNIX (laboratorium 30h; zrealizowano tacznie 60h)

e Elementy fizyki (¢wiczenia 30h + laboratorium 45h; zrealizowano tacznie
¢wiczenia 330h, laboratorium 90h)

e Fizyka elementarna (¢wiczenia 36h; zrealizowano tacznie 180h)

e Programowanie i metody numeryczne (laboratorium 30h; zrealizowano tgcznie
30h)

e Pracownia komputerowa Il - programowanie i metody numeryczne (laboratorium
30h; zrealizowano tacznie 120h)

e Metody dynamiki molekularnej - Komputerowe modelowanie bioczasteczek (wielu
prowadzacych; laboratorium 10h; zrealizowano tacznie 10h)

e Wstep do bioinformatyki (wielu prowadzacych; ¢wiczenia 10h + laboratorium 15h;
zrealizowano tacznie ¢wiczenia 10h + laboratorium 15h)

e Pracownia Fizyczna I (laboratorium 45h; zrealizowano tacznie 45h)

e Wybrane zastosowania informatyki (wielu prowadzacych; laboratorium 15h;
zrealizowano tacznie 15h)

e System opieki indywidualnej (konwersatorium 15h; zrealizowano tacznie 60h)

Przygotowatem materiaty dydaktyczne do zajec:

e Komputerowe modelowanie lekéw. Materialy podzielitem na dwie czesci. Pierwsza
cze$¢ to prezentacja z podstaw teoretycznych (wstep biologiczny, wstep do chemii
lekbw omoéwienie algorytméw) druga to dokladne instrukcje obstugi
zaawansowanego oprogramowania do modelowania molekularnego.

e Materiaty dydaktyczne dla studentéw dostgpne online do zaje¢ Fizyka w symulacji

komputerowej i modelowaniu komputerowym (do czgsci prowadzonej przeze
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mnie). Materialy sg przygotowane zarowno do wyktadu (prezentacja) jak 1 ¢wiczen
(projekty z modelowania i sposob ich rozwigzania).

¢ Biologiczne i medyczne bazy danych w formie prezentacji.

e Konwersatorium Teoria niezawodnosci w formie prezentacji.

e Bio-nanomateriaty (prezentacja).

e Ustugi internetowe i cloud computing (prezentacja oraz instrukcja obslugi maszyn
wirtualnych).

e Materialy do zaje¢ Pracownia probleméw numerycznych (do czegsci prowadzonej
przeze mnie) polegajace na napisaniu od podstaw programu do dynamiki
molekularnej, uwzgledniajgcy takie wielkosci fizyczne jak: zmiana polozenia
atomow (predkosciowy algorytm Verleta), wyznaczanie predkosci w zaleznosci od
temperatury i masy atoméw, wyznaczanie przyspieszen atomow na podstawie
dziatajacej sity wyznaczanej z oddzialywan van der Waalsa oraz oddzialywan
elektrostatycznych.

Przygotowatem materiaty i poprowadzitem zaj¢cia dla doktorantow zagranicznych w

ramach szkoty letniej ,,Spotkajmy si¢ na UMK! — Miedzynarodowe letnie i zimowe

intensywne spotkania edukacyjne na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu”
zorganizowanej przez UMK, finansowanej z programu SINAKER/NAWA. Dla
dwoch grup doktorantow prowadzilem 5 godzinne zajecia pt. ,,How to find an

inhibitor. Docking of ligands to proteins”. Zaj¢cia w jezyku angielskim.

Wspotpracuj¢  ze  studentami  na  wszystkich  etapach  studiow.

Opiekuje/opiekowatem si¢ pracami:

e doktorskimi na UMK (promotor pomocniczy):

o Dr Rafata Jakubowskiego (obrona doktoratu w 2016 roku, doktorat z nauk
fizycznych)

o Mgr Julii Berdychowskiej (rozpoczecie studiow doktoranckich w 2019 roku,
studia doktoranckie w Szkole Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych,
nauki fizyczne)

o Mgr Angeliki Klimek (rozpoczgcie studiow doktoranckich w 2018 roku,
Interdyscyplinarna Szkota Doktorska Academia Copernicana, nauki biologiczne)

¢ magisterskimi na UMK:

o Pana Patryka Muzalewskiego (Praca magisterska rozpoczeta w 2022 roku)

o Pani Magdaleny Wlodkowskiej (Uzyskany tytut ,,Najlepszej pracy magisterskiej
na kierunku Fizyka Techniczna w 2020 r.”)

Pani Natalii Dymowskiej

Pana Mariusza Misia

Pana Patryka Kosiorka

Pana Krzysztofa Wierzchowskiego

o O O O
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o Pana Rafata Jakubowskiego
¢ inzynierskimi na UMK:

Pana Rafata Burzynskiego

Pana Mateusza Wojciechowskiego
Pana Jakuba Bordewicza

Pana Dominika Siecinskiego

¢ licencjackimi na UMK:

O O O O

o Pana Piotra Skrzyniarza

e Pomagatem w realizacji pracy magisterskiej Pani Lan Yao z Jiangnan University,
Wuxi, China.

e Ponadto recenzowatem 1 prace¢ magisterska, 12 prac inzynierskich i 2 licencjackie
na WFAIIS UMK

e W 2018 roku bylem opiekunem w programie TAPS (The Torun Astrophysics /
Physics Summer program), w ktérym studenci spoza UMK (takze zagraniczni)
odbywali 4 tygodniowe staze naukowe. Kazdy student wykonywatl projekt pod
kierunkiem swojego opiekuna. Ja prowadzitem projekt pod tytutem: “Investigation
of thermal stability of Nitrile Hydratase enzyme using molecular dynamics
simulations”.

6.2. Osiagnigcia organizacyjne

e W 2019 pozyskatem dla UMK udziat w programie PROM - Migdzynarodowej
wymiany stypendialnej doktorantéw i kadry akademickiej (finansowanie NAWA).
Jestem koordynatorem tego programu na UMK. Program ma za zadanie
finansowanie wymiany akademickiej gtéwnie dla doktorantéw. Zaplanowane jest
sfinansowanie 100 przyjazdow/wyjazdow zagranicznych na/z UMK (staze
badawcze, konferencje i1 szkoty letnie). Budzet programu to 1175680 PLN.
Z powodu pandemii koronawirusa program zakoficzy si¢ w marcu 2023 r.

e Od 2006 roku jestem czlonkiem komitetu organizacyjnego corocznej,
mig¢dzynarodowej konferencji BIT Biolnformatics in Torun organizowanej przez
WFAIIS UMK oraz Polskie Towarzystwo Bioinformatycze. Konferencja odbywa
si¢ co roku w Toruniu (facznie 17 konferencji). W 2014 roku konferencja byla
stowarzyszona ze zjazdem czlonkow SocBiN (Society for Bioinformatics in
Northern Europe). Od 2015 roku jestem przewodniczacym komitetu
organizacyjnego. W roku 2022 bylem dodatkowo cztonkiem komitetu
programowego tej konferencji. Co roku mamy od 50 do 120 uczestnikow, z czego
ok 30% uczestnikow zagranicznych.

e W latach 2010/2011, 2011/2012, 2012/2013, 2013/2014, 2014/2015, 2015/2016
bylem cztonkiem Uczelnianej Komisji Rekrutacyjnej na UMK. W latach 2016/2017
oraz 2017/2018 bytem sekretarzem Uczelnianej Komisji Rekrutacyjnej na UMK.

e Od 2012 roku jestem kierownikiem Pracowni Stacji Graficznych w ramach
Pracowni Modelowania Komputerowego.
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W 2011 roku projektowatlem wyposazenie pracowni komputerowych, w tym
Pracowni Modelowania Komputerowego w ramach tworzenia Centrum Optyki
Kwantowej na WFAIIS, UMK.

Od 2011 roku jestem administratorem ,,Zrobotyzowanej Biblioteki Cyfrowej”
w ramach Narodowego Laboratorium Technologii Kwantowych. Biblioteka ma za
zadanie archiwizacj¢ danych na tasmach magnetycznych.

W 2013 roku wspotprojektowatem Pracownie¢ Terminali Graficznych oraz klaster
obliczeniowy w ramach tworzenia Interdyscyplinarnego Centrum Nowoczesnych
Technologii (ICNT) na UMK.

Od 2013 jestem jedynym administratorem Klastra obliczeniowego oraz Pracowni
Terminali Graficznych w ICNT, UMK.

Od 2004 roku jestem administratorem serwerow, klastrow obliczeniowych
1 komputerow Zespotu Teoretycznej Biofizyki Molekularnej, WFAIIS, UMK.

6.3. Osiagnigcia popularyzujace nauke

Udziat w Torunskim Festiwalu Nauki 1 Sztuki w 2019 roku. Zaproszony zostatem
do udzialu w plenerowym panelu dyskusyjnym (impreza gtéwna) pt. ,,Cztowiek nie
jedno ma imi¢”, w trakcie ktorego przedstawiano cztowieka z punktu widzenia
socjologa, teologa, fizyka, psychologa, artysty, filozofa, chemika oraz matematyka.

W latach 2016-2019 przeprowadzitem seri¢ pogadanck na temat teoretycznej
biofizyki molekularnej dla matych grup ucznidéw gimnazjow 1 liceow
odwiedzajacych Wydziat Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej w ramach
programow: ,,Zawsze na fali”, ,,Pokazy i warsztaty w IF UMK?”, ,,Dziewczyny do
Scistych”, ,,Prymus Pomorza i Kujaw”. Lacznie przeprowadzitem zaje¢cia dla co
najmniej 477 ucznidéw.

Uczestnictwo w dwudniowym pikniku naukowym (1-2 czerwca 2016)
organizowanym przez ,,Centrum nowoczesnosci” Mlyn Wiedzy. Zorganizowatem
seri¢ pokazow nt. wirtualnego mikroskopu sit atomowych.

Uczestnictwo w projekcie ,,Region Nauk Scistych” w 2014 i 2015 roku. Celem
glownym projektu bylo wyréwnanie szans u uczniow gimnazjalnych z obszaréw
wiejskich poprzez rozszerzenie oferty edukacyjnej o zajecia pozalekcyjne z zakresu
nauk matematyczno-przyrodniczych. Prowadzitem seri¢ 50 godzin (25 x 2h)
wyktadéow 1 pokazow na temat roli teoretycznej biofizyki molekularnej
w medycynie dla najzdolniejszych uczniow z obszarow wiejskich wojewodztwa
kujawsko-pomorskiego z 50 gimnazjow.

W 2013 i 2014 roku prowadzitem warsztaty w ramach programu ,,Regionalne kota
fizyczne, matematyczne, informatyczne i astronomiczne”. Prowadzitem warsztaty
dla grup uczniow z 12 szkoét z regionu wojewodztwa kujawsko-pomorskiego.

Prowadzenie pogadanek na temat teoretycznej biofizyki molekularnej w ramach

konkursu FAST (“Fizyczne 1 Astronomiczne Stypendia w Toruniu) w latach 2011-
2018.
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7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacije,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;.
e Od maja 2019 cztonek Rady Dyscypliny Nauk Fizycznych UMK.
e Opublikowatem artykut pt. ,,Polsko-Chinskie Poprawianie Natury” w czasopi$mie
,Gtos Uczelni” 1(383), styczen 2018, wydawanym przez UMK, majacym pehic
misj¢ kulturoopiniotwoérczg, prezentujac zycie intelektualne, naukowe, kulturalne

i sportowe Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.

(podpis wnioskodawcy)
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