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Streszczenie

Kataliza enzymatyczna umozliwia otrzymywanie produktéw stosowanych przy syntezie
lekoéw, tworzyw sztucznych czy produkcji zywnosci. Hydrataza nitrylowa (NHaza) jest
waznym enzymem Uzywanym w przemysle do produkcji akrylamidu z akrylonitrylu w skali
tysigcy ton.

Celem pracy doktorskiej byto modelowanie komputerowe zmian struktury kilku
wariantow tego enzymu w niestandardowych warunkach w celu zrozumienia jego dynamiki
i poprawy wilasciwosci biotechnologicznych. Problemem jest to, Zze enzym ten traci swoja
aktywno$¢ w wysokiej temperaturze oraz przy duzych (>50%) st¢zeniach produktu, czyli
akrylamidu. Po wprowadzeniu opisujacym znaczenie NHazy, dokonano szerokiego przegladu
badan z wykorzystaniem symulacji dynamiki molekularnej (MD) dotyczacych enzymow,
gtownie biotechnologicznych, w rozpuszczalnikach niewodnych. W oparciu o oryginalne
symulacje zbadano modyfikacje enzymu NHazy prowadzace do jej zwigkszone]
termostabilno$ci. Te modyfikacje polegaly na polaczeniu podjednostek za pomoca peptydow.
W innej NHazie, pochodzacej z bakterii o wysokiej termostabilnos$ci, ale niskiej aktywnosci,
zaproponowano mutacje punktowa zwigkszajaca jej aktywnos¢. Nastepnie, metodami MD
zbadano mozliwe przyczyny utraty aktywnosci przez biatko w roztworach o wysokim
stezeniu amidow. W skali 500 ns stosowanej w obliczeniach MD biatko zachowuje swoja
strukture, ale zaobserwowano oznaki czg¢sciowej denaturacji. Najbardziej prawdopodobnym
wytlumaczeniem utraty aktywnosci jest indukowana amidami zmiana struktury najblizszego
sasiedztwa centrum aktywnego oraz utrudniony transport amidéw z kanatu prowadzacego do
centrum. W oparciu o obliczenia prezentowane w rozprawie zaproponowano Szereg
wariantow NHazy, ktore w badaniach eksperymentalnych wykazaty przewidywang
zwickszong stabilno$¢. Przeprowadzone badania pozwalajg lepiej poznaé¢ aktywnos$¢

katalityczng biatka stosowanego w biotechnologii.
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Abstract

Enzymatic catalysis plays a crucial role in producing compounds used in the synthesis of medicinal
drugs, plastics, and food products. Nitrile hydratase (NHase) is a key industrial enzyme, widely
employed in the large-scale production of acrylamide from acrylonitrile, with annual outputs reaching
thousands of tons.

The primary aim of this doctoral thesis was to use computational modeling to investigate structural
changes in NHase, examine its dynamic properties, and propose strategies to improve its
biotechnological performance. One of the major challenges associated with NHase is its loss of
activity under high temperatures and elevated concentrations (>50%) of its product, acrylamide.
Following an introductory chapter outlining the industrial significance of NHase, the thesis includes
a comprehensive review of molecular dynamics (MD) studies on enzymes, particularly those with
biotechnological applications in non-aqueous solvents. Original simulations were conducted to explore
modifications aimed at enhancing NHase thermostability, including connecting its two subunits with
peptide linkers. Additionally, a different NHase variant, derived from thermophilic bacteria with
naturally high thermostability but low activity, was studied. A specific point mutation was introduced
to increase its activity. MD simulations were also employed to investigate potential causes of activity
loss in solutions with high acrylamide concentrations. Over the course of 500 ns, the protein retained
its overall structure; however, early signs of partial denaturation were observed. The most plausible
explanation for the loss of activity is a structural alteration in the of the close vicinity of active site
caused by amides, along with impaired transport of amides through the tunnel leading to the active
center. Based on the computational findings presented in this thesis, NHase mutants with improved
stability were designed and experimentally tested, demonstrating enhanced performance. This study
provides valuable insights into the catalytic activity of NHase, contributing to the optimization

of its industrial applications.
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Spis skroétow i skrotowcow

ACA — akrylamid
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FT-ICR MS — Fourier-transform ion-cyclotron-resonance mass spectrometry
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ICP-OES - inductive coupled plasma optical emission spectroscopy
IL — lonic Liquids

LES — Locally Enhanced Sampling

NHaza — hydrataza nitrylowa

MAOS — micro-aqueous organic solvent
MD - dynamika molekularna

NR — nicotinamide ribosinoside
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PCA — Principal Component Analysis



PCR — Polymerase Chain Reaction
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Rozdziat 1. Wstep

1.1 Znaczenie hydratazy nitrylowej. Motywacja

Rozwdj cywilizacji opiera si¢ na technologii. Technologia obejmuje sposoby wytwarzania,
m.in., potrzebnych zwigzkéw chemicznych. Mozna je wytwarza¢ drogo lub tanio. Obecnie
duzym problemem sg wydatki ponoszone w zwigzku ze zuzywang energig i obcigzaniem
srodowiska. Coraz wiekszego znaczenia w przemysle nabiera wiec tansze podejscie noszace
nazwe ,zielonej chemii” (,,Green Chemistry”). Do niej w szerszym sensie nalezy
biotechnologia. Procesy biologiczne zachodzg zwykle w tagodnych warunkach i mogg dac
cenne produkty, na przyktad antybiotyki. Dobor organizmu wytwarzajacego takie substancje
jest niezwykle istotny. Wielki wysitek biotechnologéow skierowany jest tez na doskonalenie
istniejacych enzyméw, to jest racjonalng poprawe ich wihasciowosci [1]. Dziatania
te wymagajg glebokiej znajomosci natury biatek i mechanizmow katalitycznych. Wiedze na
ten temat mozna czerpa¢ z badan biofizycznych bialek. Niniejsza rozprawa dokorska
poswigcona jest badaniu metodami obliczeniowymi jednego z wazniejszych enzymow
biotechnologicznych — hydratazy nitrylowej. Biatko znane jest od dawna, jednak wiele

aspektow jego aktywosci nie jest wyjasnionych.

Enzym hydrataza nitrylowa zostal odkryty podczas badan degradacji bakteryjnej
toksycznych zwigzkéw zawierajacych grupe cyjanowa, takich jak akrylonitryl 1 acetonitryl
[2]. Nitryle zawieraja reszte -C=N. Sg one syntetyzowane przez rosliny. Nitryle znajduja
zastosowanie w przemysle. Na przyklad, acetonitryl jest uzywany jako rozpuszczalnik,
adiponitryl stanowi prekursor nylonu, akrylonitryl to prekursor roznych tworzyw sztucznych.
Dichlorobenil (2,6-dichlorobenzonitryl; nazwa handlowa, Casoron), ioksynil (3,5-diiodo-4-
hydroksybenzonitryl; nazwa handlowa, Bentrol), s3 uzywane w rolnictwie do ochrony ryzu,
pszenicy, jeczmienia, kukurydzy i1 réznych jagdd przed szkodnikami. Nitryle sg obecne
w $ciekach 1 odpadach rolniczych [3]. Niestety, nitryle sg toksyczne, poniewaz wystgpuje
unich grupa cyjanowa. Mimo to, niektére mikroorganizmy moga uzywaé zwigzkow
nitrylowych jako zrodet wegla oraz azotu. Degraduja one nitryle do kwasoéw karboksylowych
i amoniaku. Poszukujac metod mikrobiologicznej degradacji poliakrylonitrylu Asano
1in. odkryli u bakterii Arthrobacter sp. J1 (obecnie nazywang R. rhodochrous) enzym, ktory
przeksztatcal akrylonitryl do akrylamidu i nazwali go hydrataza nitrylowa (nitrile hydratase,
NHase, EC 4.2.1.84) [4, 5], w rozprawie nazywana NHaza.
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W XX wieku wytwarzano akrylamid, ktory potrzebny jest przy produkcji farb,
polepszaczy gleby, tkanin, soczewk kontaktowych, implantéw czy zeli poliakylamidowych
metodami typowej syntezy chemicznej, z duzym wydatkiem energii i obcigzeniem
srodowiska. Akrylamid (C3HsNO, masa czasteczkowa 71.08 , CAS# 79-06-1 ) zwykle
wytwarza si¢ z akrylonitrylu na drodze hydratacji (Rys. 1.1).

H,C

- \5
N\ + HO0 — N
CH, 2

o

Rysunek 1.1 Schemat reakcji katalizowanej przez NHazg.

Obecnie (XXI w.), najwazniejsza metoda produkcji jest oparta na procesie
biotechnologicznym. Katalizatorem reakcji hydratacji jest badane w pracy doktorskiej biatko
enzymatyczne NHaza. Zdecydowana wigkszo$¢ scharekteryzowanych dotad NHaz zawiera
koordynowany przez tancuch biatkowy jon metalu — albo niehemowy, niskospinowy
trojwartosciowy jon zelaza, albo niekorynoidowy (non-corrinoid) niskospinowy,
trojwartosciowy jon kobaltu Co®* [6].

Istnieje duze zapotrzebowanie na udoskonalenia tego biatka. Modelowanie
komputerowe NHazy majace nacelu jej dogiebne poznanie, prowadzone w Toruniu,
wspomagane bylo doswiadczeniami przeprowadzanymi w grupie prof. Zhemina Zhou w
Chinach (Jiangnan University w Wauxi), z ktorg prowadzona jest wspolpraca. Celem
dlugofalowym tych wysitkow jest ulepszanie metod racjonalnego projektowania
biokalizatorow. Jednym z istotnych probleméw, ktory pojawia si¢ podczas przemystowego
wykorzystania NHazy jest jej niedostateczna stabilnos¢.

Pierwsza publikacja na temat NHazy z grupy biofizycznej z Instytutu Fizyki UMK
ukazata si¢ w roku 2002 [7]. W roku 2007 dokonano dokowan substratu i produktu
do centrum aktywnego enzymu [8] zbadano biatko metodami wzmocnionego probkowania
LES (Locally Enhanced Sampling) [9] i opublikowano przeglad badanndotyczacy NHazy
[10]. W roku 2008 badano biatka metodami DFT (Density Functional Theory) [11],
sterowanej dynamiki molekularnej [12], a takze symulacji dynamiki molekularnej [13]. Grupa
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profesora Zhou w Chinach zajmowata si¢ natomiast modyfikacjami posttranslacyjnymi
enzymu [14]. W 2018 we wspolpracy polsko-chinskiej przeprowadzono badanie dotyczace
regioselektywnosci NHazy [15], jej stereoselektywnosci [16] oraz dokonano polepszenia
termostabilnosci 1 aktywnosci przez projektowanie semi-racjonalne i fuzje podjednostek [17].
W 2019 badano metalochaperony NHazy [18]. W 2020 zwigkszono termostabilno$¢ enzymu
z Pseudonocardia thermophila JCM3095 poprzez wprowadzenie mutacji punktowych [19].
W 2020 skonstruowano kolejne mutanty z linkerami [20]. Cheng i in. napisali takze przeglad
literatury na temat NHazy [6]. W 2021 dokonano zmian w tunelu w celu zoptymalizowania
katalizy danych substratow [21]. W 2022 stworzono seri¢ mutantow, z ktorych kazdy byt
dopasowany do syntezy innego amidu (biatko z bakterii Streptomyces thermoautotrophicus)
[22], a takze poszerzono zakres substratow przez mutacje [23], ulepszono produkcje
3-cyjanopyridyny [24] i zbadano aktywatory NHazy [25]. W 2023 dokonano inzynierii biatka
z Carbonactinospora thermoautotrophicus w celu bardziej efektywnej syntezy
izonikotynamidu [26]. W 2024 wyjasniono mechanizm selektywnosci substratowej enzymu
[27]. Zmodyfikowano tez tunel i kieszen wigzacg substrat dla efektywnej syntezy cinnamidu
[28].

Jak wspomniano, enzym hydrataza nitrylowa zostal odkryty w grupie prof. Asano
w Kyoto w roku 1980. W roku 1990 zostat uzyty przez Japonska firm¢ Nitto Chemical Co.
(Mitsubishi Rayon Co.), ktéra opracowata sposdb wytwarzania akrylamidu przy pomocy
NHazy obecnej w bakteriach Rhodococcus sp. N-771. W pierwszych zastosowaniach
przemystowych byla to NHaza zawierajaca jon Fe** w centrum aktywnym. Niestety, enzym
tracit aktywno$¢ w ciemnosci. Produkcje prowadzono w szklanych naczyniach, przy
sztucznym os$wietleniu, co podnosito koszty. Po dtuzszych badaniach okazalo si¢, ze enzym
blokowany jest przez endogenny tlenek azotu (NO), ktory wigze si¢ do katalitycznego jonu
zelaza, ale szczeSliwie jest fotodysocjowany z tej pozycji przy pomocy fotonéw z zakresu
widzialnego. Stad brata si¢ konieczno$¢ stosowania §wiatla przy produkcji. W roku 1991
opatentowano uzycie zblizonego enzymu z Rhodococcus rhodochrous J1 zawierajacego
zamiast zelaza jon kobaltu, odpornego na blokujacy efekt NO [29]. W 2004 opatentowano
zmodyfikowang NHaz¢ z P. thermophila JCM3095 [30]. Hipotetyczne mechanizmy reakcji
katalitycznych zaproponowano w pracach [31, 32], gléwnie w oparciu o obliczenia
kwantowochemiczne [2, 6, 32-45]. Beda one przedstawione w podrozdziale 1.5. Obecnie nie

ma jeszcze pewnosci co do tego, ktory mechanizm dziatania NHazy jest wiasciwy.

Uzycie immobilizowanych komoérek zawierajacych NHaze do przemystowej produkcji
akrylamidu z akrylonitrylu zaczeto si¢ w 1991, a produkcja wzrosta stopniowo do 30 000 ton
na rok [3]. Obecnie dziata wielu wytworcow zaangazowanych w enzymatyczng hydratacje

nitryli 1 produkcje akrylamidu. Mitsubishi Corporation (Japonia), z uzyciem NHazy jako
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katalizatora, jest w stanie wyprodukowa¢ powyzej 200 000 ton akrylamidu z akrylonitrylu
na rok. BASF w Niemczech oraz Lonza w Szwajcarii konkuruja, wytwarzajac nikotynamid.
Fabryki, ponad 10, wykorzystujagce NHaze pracuja rowniez w Chinach. W Polsce nie stosuje
si¢ tej technologii [6]. NHazy sg uzywane réwniez jako przemystowe biokatalizatory przy
otrzymywaniu 5-cyjanowaleramidu, ktory moze zosta¢ wykorzystany do produkcji polimerow

1 substancji farmaceutycznych oraz uzywanych w rolnictwie [15, 46].

Akrylonitryl jest produkowany na drodze syntezy chemicznej w skali milionéw ton, gdyz
znajduje zastosowanie jako substrat do produkcji polimeréw termoplastycznych. Znane
wszystkim wytrzymale mechanicznie tworzywo ABS (klocki Lego, walizki) to nic innego jak

akrylonitryl-butadien-styren.

Warto zauwazy¢ przy okazji, ze akrylamid moze pojawia¢ si¢ w zywnosci poddanej
dziataniu wysokiej temperatury (powyzej 120 °C) [47], w chipsach, paczkach, frytkach czy
kawie rozpuszczalnej, jednak nie jest to pozadany sktadnik, poniewaz ma wlasnosci
rakotworcze. Normy europejskie dopuszczaja zawartos$¢ do 40 pg/kg (350 ppb). Opakowania

majace kontakt z zywnoscig nie mogg wcale zawiera¢ akrylamidu.

Ostatnio zostaly ujawnione potencjalne aplikacje NHaz do syntezy innych
warto$ciowych amidow [48]. Odkryto, ze NHaza z Ensifer meliloti moze przeprowadzaé
biodegradacj¢ indolo-3-acetonitrylu do indolo-3-acetamidu, ktory jest istotnym prekursorem
ros$linnych hormonéw nalezacych do klasy auksyn. NHaza z Rhodococcus pyridinivorans
NIT-36 produkuje z duza aktywno$cig katalityczng laktamid, ktory jest przydatnym
w przemysle amidem kwasu mlekowego. Znajduje on szerokie zastosowanie przy
wytwarzaniu kosmetykoéw. 2,6-Difluorobenzamid, wazny produkt posredni przy produkcji
pestycydoéw, moze by¢ syntetyzowany przez NHaze z A. manganoxydans ATCC BAA-1229
Z koncowym stezeniem 314 g/L. Niacynamid jest postaciag witaminy B3/PP ktora dodaje si¢
do zywnosci, paszy czy wykorzystuje w réznych kremach i kosmetykach. Ze zwiazku tego
jako substratu wytwarza si¢ rybozyd niktynamidu (NR, nicotinamide ribosinoside) oraz
mononukleotyd B-nikotynamidu (NMN f-nicotinamide mononucleotide), zwiazki wazne
w regulacji metabolizmu energii w komoérkach. Uwaza si¢, ze coraz popularniejsze bedzie
stosowanie nutraceutykow (nutraceuticals) [49]. Warto wspomnie¢, ze ze wzgledu
na niestabilno§¢ NHazy poza bakteriami, wigkszo$¢ reakcji Katalizy jest przeprowadzana

Z uzyciem catych komorek [6].

Oczyszczone aktywne NHazy maja mase czasteczkowa w zakresie od 54 kDa do 530
kDa i sg zwykle zlozone z podjednostek o oraz B posiadajagcych mase czasteczkowa
w zakresie od 22 kDa do 29 kDa powtérzonych kilka razy. Podstawowa jednostka
funkcjonalng NHazy jest tetramer. NHaza z bakterii P. thermophila posiada podjednostki a 23

kDa i B 26.6 kDa. Optimum pH dla NHazy znajduje si¢ pomiedzy 6.5 oraz 8.5. Po obniZeniu
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pH zaobserwowano gwattowng utrat¢ funkcji. Wigkszos¢ NHaz jest termolabilna tzn. dziataja
one tylko w zakresie temperatur od 20°C do 35°C. Niektore NHazy, zwlaszcza
po modyfikacjach, wykazuja maksymalng aktywnos¢ w 40, 50 lub 60°C (Bacillus RAPcS,
P. thermophila JCM 3095, Rhodococcus sp. YH3-3 jednak nie wszystkie maja odpowiednig
aktywno$¢ dla proceséw przemystowych) [50]. Reakcja hydratacji nitryli do amidow
przeprowadzana przez NHazy jest egzoenergetyczna. W trakcie biotechnologicznej produkcji
wytwarza si¢ ciepto i hydrataza nitrylowa traci w pewnym momencie swoje wlasciwosSci
katalityczne. Zwigkszanie termostabilno$ci wysokowydajnych NHaz to istotny problem jaki

zostal zbadany w ramach niniejszego doktoratu.
1.2 NHazy zelazowe

Juz w roku 1996, Yamada oraz Kobayashi odnotowali, ze zelazowa NHaza
z Pseudomonas chlororaphis B23 jest bardzo niestabilna w roztworach, a do jej stabilizacji
dochodzi, kiedy do roztworu doda si¢ niskoczasteczkowe kwasy organiczne takie jak kwas
n-butyrowy, n-walerianowy, kwas propionowy i kwas octowy [4]. Oznacza to, ze enzym jest
wrazliwy na charakter rozpuszczalnika. Pasmo absorpcji z maksimum w 720 nm moze by¢
uzyte do monitorowania centrum aktywnego. NHaza byla pierwszym poznanym
nichemowym enzymem, ktory zawieral niskospinowe centrum aktywne Fe**. W tym rejonie
dochodzi do katalizy reakcji enzymatycznej. NHaza oczyszczona z Brevibacterium R312 jest
takze enzymem = zelazowym 1  wykazuje podobne  wlasciwosci  spektralne
do tej z P. chororaphis B23. Zauwazono, ze NHaza z Rhodococcus sp. N-771 wykazuje
podwyzszong aktywno$¢ przy ekspozycji na $wiattlo. Widma absorpcji i1 fluorescencji

wykazaty, ze chromoforem zaangazowanym w fotoaktywacje jest kompleks zelaza z NO [4].

Metodami  krystalografii  rentgenowskiej poznano struktury NHazy Dbiatka
z Rhodococcus sp. R312 [35] oraz Rhodococcus sp. N-771 [51]. Okazato sie, ze podjednostki
o oraz 3 tworzg ciasno zwiniety heterodimer z centrum aktywnym ulokowanym w zaglebieniu
pomiedzy podjednostkami [3, 52] (Rysunek 1.2, jednak jest to NHaza kobaltowa).

W  centrum aktywnym, wszystkie ligandy jonu metalu wystgpuja w obrebie
podjednostki a biatka. Te ligandy to trzy atomy siarki z cystein oraz dwa atomy azotu
Z tancucha glownego, jeden z cysteiny oraz jeden z seryny. W podjednostce a Rhodococcus
sp. R312, te pie¢ ligandow (Cys109 (S), Cysl12 (S), Serl13 (N) Cysl114 (S), i Cysll4 (N))
jest ulokowanych na pigciu wierzchotkach o$mio$cianu foremnego, a szosta pozycja
pozostaje wolna. Motyw CXXCSC =zaangazowany w wigzanie jonow metali jest
konserwatywny w zsekwencjonowanych NHazach. Analiza krystalograficzna aCys112
potwierdzita, ze reszta ta jest post-translacyjnie utlenowana do kwasu cysteino-sulfinowego
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(Cys—SOOH) [3, 53]. Co wigcej, aCyslld w tej NHazie jest modyfikowana do kwasu
cysteino-sulfenowego (Cys-SOH). Obserwacje te zostaly potwierdzone z uzyciem
spektrometrii mas (FT-ICR MS, Fourier-transform ion-cyclotron-resonance mass
spectrometry) [3].

Jak juz wspomniano, omawiane enzymy oparte na zelazie ulegaja inaktywacji pod
wplywem obecnego w bakteriach NO. Badanie z zastosowaniem spektroskopii FT-IR
wykazato, ze w trakcie naswietlania wigzanie Fe—NO peka [54]. Typowym organizmem, w
ktorym mozna znalez¢ NHaze typu zelazowego jest Rhodococcus erythropolis. Podobny
enzym wystepuje takze u Pseudomonas putida, Bacillus sp. [6, 39]. NHazy zelazowe
preferuja w aktywno$ci mate nitryle alifatyczne [55]. Obecnie nie sg Szerzej stosowane
komercyjnie.
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1.3 NHaza kobaltowa

NHazy kobaltowe (Rysunek 1.2) nie wykazujg dezaktywacji poprzez wigzanie NO,
aw szostym miejscu koordynacyjnym wigze si¢ do jonu czasteczka wody lub jon
hydroksylowy [6]. Bakteria R. rhodochrous J1 zawiera w NHazie kobalt Co®" i wytwarza dwa
jej typy. Ich ekspresja jest regulowana poprzez suplementacj¢ specjalnym induktorem.
Dodanie cykloheksanokarboksyamidu skutkuje indukcja NHazy o niskiej, 101 kDa, masie
czasteczkowej (L-NHazy), ktora wykazuje wyzszg aktywnos¢ wzgledem aromatycznych
i heterocyklicznych nitryli, benzonitrylu, cyjanopirydyny i cyjanopiryzyny [4]. Mocznik
indukuje NHaze 0 wysokiej, 505 kDa masie oczasteczkowej (H-NHaz¢) posiadajacg wicksza
specyficzno$¢ wzgledem nitryli alifatycznych, a szczegdlnie akrylonitrylu [56]. Sg one
kodowane przez inne geny i maja r6zna liczbe dimerow af. Obie NHazy sa indukowane
poprzez hodowanie bakterii w obecnosci krotonamidu [4]. Induktor dziata prawdopodobnie
na poziomie transkrypcyjnym. Moze on takze regulowac sktadanie podjednostek o oraz f3,
by uzyska¢ budowe oligomeryczng i wysoka aktywno$¢ enzymu [4, 50]. Zaréwno H- oraz
L-NHaza z R. rhodochrous J1 zawieraja jon kobaltu jako kofaktor i wykazuja maksimum
absorpcji w 450 nm. H-NHaza charakteryzuje si¢ wysoka termostabilno$cig, a takze
odpornos$cig na akrylonitryl i akrylamid (nawet powyzej 50% v/v akrylamidu), jednak nie
katalizuje ona efektywnie reakcji dla nitryli alifatycznych. Enzym ten moze dziataé
w 10-20°C [4]. Inne bakterie, takie jak P. thermophila oraz P. putida posiadaja enzym

0 niskej masie czasteczkowe;j [6].
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Rysunek 1.2 Struktura przestrzenna hydratazy nitrylowej, wedtug struktury 1IRE a) tetramer
- struktura trzeciorzedowa (b, ) struktura drugorzedowa i pierwszorzgdowa dla podjednostki
a, wraz ze stosowanymi w rozprawie oznaczeniami o helis i  kartek (d, e) struktura
drugorzedowa i pierwszorzedowa dla podjednostki f formy kobaltowej (zrédto: PDBsum
[57], VMD [58], kod PDB 1IRE).

Miyanaga i in. w 2001 rozwigzali struktur¢ L-NHazy z P. thermophila JCM 3095
[59]. Ten enzym charakteryzuje si¢ wysokg aktywnos$cig, wysokim optimum temperaturowym
oraz wysoka tolerancja na gromadzacy si¢ akrylamid. Enzym ma struktur¢ heterotetrameru
(ap)2. Technika ICP-OES (inductive coupled plasma optical emission spectroscopy),
wykazala, ze na jeden taki hetrodimer przypada jeden jon kobaltu, ulokowany w podjednostce
a. W centrum aktywnym bialka, ligandami dla kobaltu sa atomy siarki cysteiny aCys108,
aCys111, aCys113 oraz atomy azotu aSerll2, aCys113 i tlen z atomu wody. Dwa atomy
siarki aCysl1l, aCysl1l3 oraz dwa atomy azotu oSerll2, aCysl13 i jon kobaltu
sa rozmieszczone na jednej ptaszczyznie. Cysteiny 111 i 113, podobnie jak w Fe-NHazie,
sg posttranslacyjnie zmodyfikowane do kwasu cysteino-sulfinowego oraz cysteino-
sulfenowego. Trzy atomy tlenu 081 aCys111-SO2H, 061 aCys113-SOH oraz Oy aSerll2
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biorg udzial formowaniu kleszczy stablizujacych prawdopodobnie ligand. aCys111-SO2 oraz
aCys113-SO tworzg wigzania wodorowe z BArg 52 oraz BArgl57 [55, 59]. Centrum aktywne
pokazano na Rysunek 1.3.

SER112

Rysunek 1.3 Centrum aktywne NHazy kobaltowej (1IRE), jon kobaltu Co*" zaznaczono
na zielono. Na rysunku prezentowane sg tylko aminokwasy pierwszej sfery koordynacyjne;.

1.4 Aktywatory NHaz

NHaza ma bardzo ztozong budowg, zatem proces zwijania tego biatka nie jest prosty.
Podczas badan NHaz odkryto zestaw biatek, ktore nazwano aktywatorami. Pomagaja one
NHazie w inkorporacji jonow metalu [6]. NHaza typu zelazowego z Rhodococcus sp. N-771,
ktora ulegata ekspresji u Escherichia coli, byla w stanie wstawia¢ jony kobaltu, lecz
wykazywata bardzo niska aktywnos$¢. Aktywnos$¢ ta wzrosta kiedy dodano czynnik
utleniajagcy [60]. Miyanaga i in. (2004) sprobowali umiesci¢ Zelazowe centrum aktywne
w NHazie kobaltowej P. thermophila. Cysteiny w centrum aktywnym tego enzymu nie byty
utlenione. Charakteryzowala go wyjatkowo niska aktywnos¢. Autorzy zatozyli, ze taki wynik
moze by¢ spowodowany brakiem aktywatoréw charakterystycznych dla zelazowego centrum
aktywnego [55]. Aktywatory moga by¢ odpowiedzialne za umiejscowienie jonu metalu
W centrum aktywnym, a takze utlenienie cystein. Wykazano, ze aktywator L-NHazy
z R. rhodochrous J1 jest zaangazowany w oksydacje cystein miejsca aktywnego in vitro.
Ponadto, elastyczna C-koncowa domena aktywatora kobaltowego, P14K z P. putida NRRL-
18668 posiada tadunek dodatni i moze pomo6c apoNHazie pokonaé bariery energetyczne
zwigzane z wprowadzeniem kobaltu [6].
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Problem mechanizmu wlgczania metalu do enzymu jest otwarty. Jedna z hipotez
dotyczy pobierania kobaltu przez R. rhodochrous J1 [14]. Zbadano biatko poprzez uzycie
DLS (Dynamic Light Scattering). Odkryto formowanie si¢ wielkich komplekséw posrednich.
Podjednostka o z tego kompleksu zamieniata si¢ prawdopodobnie z podjednostka wolng
od kobaltu z apo-NHazy. Wymiana domen wydaje si¢ by¢ zalezna od formowania
si¢ mostkow solnych pomiedzy zachowanymi resztami argininy BArg52 i BArgl57 oraz
aCys112 i aCysl14 [35, 51, 61]. Co wigcej, aktywator ten posiada takze funkcje¢ redoks.

Po wlaczeniu kobaltu w miejscu aktywnym dochodzi do utlenienia cystein [6].

Metalochaperony dostarczajg jony metali do bialek. Rola metalochaperonow NHazy
zelazowej zostala wyjasniona. Porownywanie sekwencji NHaz zelazowych wskazuje, ze jest
tam konserwowany bogaty w cysteing motyw CXCC. Motyw ten dziata jako miejsce wigzace
jon metalu takze w innych metalochaperonach [6, 62]. Biatko aktywatorowe z bakterii
Rhodococcus equi TG328-2 posiada motywy GTPazowe i wykazuje aktywno$¢ GTPazowa.
[6]. Dyskusja ta pokazuje, ze doktadniejsze zbadanie NHaz ma duze znaczenie W zrozumieniu
podstawowych procesOw biologicznych prowadzacych do wytwarzania katalizatorow
enzymatycznych u bakterii. Aktywatory mogg by¢ zaangazowane w oksydacje cystein
I inkorporacje kobaltu do centrum aktywnego [6]. Metalochaperony NHazy kobaltowej maja
mniejszg mas¢ czasteczkowa niz zelazowej. Zostato zaproponowane, ze w NHazie wystgpuje
mechanizm wymiany podjednostek, jednak mechanizm ten zostal podwazony poprzez
badanie, gdzie wystepowata NHaza z podjednostkami potaczonymi linkerem. Zarowna
NHaza WT jak i mutant byt aktywowany przez aktywator [18].

1.5 Mechanizm katalizy w NHazie

NHaza to enzym, ktory katalizuje reakcje, w ktorej z nitrylu powstaje amid. W niniejszym
projekcie doktorskim probowano znalezé przyczyny utraty aktywnos$ci enzymu w miarg
wzrostu stezenia produktu. Mechanizm Katalityczny jest kluczowym czynnikiem
warunkujagcym aktywno$¢ enzymu. Jak do tej pory zaproponowano kilka mozliwych
mechanizmow przebiegu reakcji. Mechanizmy te zostaly opracowane na podstawie danych
z krystalografii rentgenowskiej, danych kinetycznych, spektroskopowych, modelowania
teoretycznego oraz modeli syntetycznych [63-67]. Niestety, naukowcy nie sg zgodni, w jaki

sposob przebiega katalizowana przez NHaze konwersja nitryli do amidéw [6].

Poczatkowo zaproponowano nastepujace trzy mechanizmy dziatania NHazy (Rysunek
1.4):
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Rysunek 1.4 Proponowane mechanizmy katalityczne NHazy, rysunek z [35]. a) Hydroliza
nitrylu przez czasteczk¢ wody (inner sphere mechanism); b) Atak grupy hydroksylowej
na nitryl (outer sphere mechanism); c) Grupa hydroksylowa powoduje deprotonacje wody
i nowo powstata grupa OH™ atakuje nitryl (second outer sphere mechanism).

1) Mechanizm pierwszej powtoki koordynacyjnej (inner sphere mechanism). Grupa OH™ jest

poczatkowo przytaczana do dodatnio natadowanego jonu metalu. Nitryl wypiera t¢ grupg.
Powstaje zwiazek posredni iminol. Wiazanie potrojne C=N zamienia si¢ na podwodjne
iprzytacza si¢ jeden wodor do azotu. Nastepnie zwiagzek przeorganizowuje si¢ do amidu, ktory
zostaje uwolniony. Mechanizm ten zostal zaproponowany przez Hopmann i in. [68] oraz
zbadany przez Huanga i in. na podstawie spektroskopii paramagnetycznego rezonansu
elektronowego i widm ramanowskich, wskazujgcych ulokowanie si¢ inhibitorow i analogoéw
substratu w poblizu jonu zelaza [34, 35]. Jon metalu dziata w tym mechanizmie jako kwas
Lewisa i aktywuje substrat do ataku nukleofilowego przez wode [36]. Silaghi-Dumitrescu
takze wymienia trzy mozliwe mechanizmy dziatania NHazy [34, 39, 69, 70]. Pierwszy z nich
zaktada, ze nitryl wiaze si¢ do metalu, co powoduje jego aktywacje. Potem dochodzi do ataku
nukleofilowego przez rozpuszczalnik [42, 71] (Rysunek 1.4 a)).

2) Mechanizm drugiej powtoki koordynacyjnej (outer sphere mechanism) zaktada atak

nukleofilowy grupy OH™ (z tfadunkiem ujemnym), skoordynowanej jako szosty ligand przez
jon metalu, na nitryl zagniezdzony w centrum aktywnym. Reakcja prowadzi do przejsciowego
powstania iminolanu, ktory jest potgczony poprzez tlen z metalem, a nastgpnie zwigzek

ten przeorganizowuje si¢ do amidu. Zostalo to zaproponowane przez Huanga
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i in. na podstawie analogii do hydrolizy amin przez deaminaze cytydynowsa [34, 36, 45, 70].
W wariancie alternatywnym nukleofilem jest aCys114-SO™ [36]. Czasteczka solwentu
przytaczona do metalu dziata jako nukleofil (2A) lub zasada (2B) [42, 71] (Rysunek 1.4 b)).

3) Alternatywny mechanizm zewnetrznej sfery (second outer sphere mechanism). W trzecim

postulowanym mechanizmie, grupa OH™ powoduje deprotonacj¢ swobodnej czasteczki wody,
ktéra znajduje si¢ w poblizu centrum aktywnego. Grupa OH przylacza si¢ do wegla amidu
I powoduje peknigcie jednego wigzania pomiedzy weglem i azotem. Nastgpnie wodor
przechodzi z grupy OH do azotu [34, 70]. Mechanizm (3) wskazuje na atak nukleofilowy
przez atom tlenu utlenionej cysteiny [42, 71] (Rysunek 1.4 c)).

Hopmann i in. (2007) badali mechanizm pierwszej powloki koordynacyjnej. Substrat
moze by¢ aktywowany przez koordynacj¢ przez zelazo w centrum aktywnym. W tym
mechanizmie, zelazo jest kwasem Lewisa (odbiera tadunek ujemny) i aktywuje atom wegla
nitrylu (moze zwigkszy¢ jego elektrofilowos$¢). Dochodzi do ataku nukleofilowego przez
wode. Jednakze wyniki obliczen wskazuja, ze zelazo jest stabym kwasem Lewisa

I mechanizm ten jest mato prawdopodobny [33].

Mitra i Holz zaproponowali, ze dla reakcji istotna jest triada katalityczna
aminokwasow, za§ zaangazowane s3: aSerl12, BTrp72, BTyr68 (zabiera protony) i aCys108
(numeracja jak w NHazie z Pt) [43]. Zaproponowany mechanizm jest przedstawiony
na Rysunek 1.5:
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Rysunek 1.5 Mechanizm dziatania NHazy zaproponowany przez Mitr¢ i Holtza w pracy [43].

Azot z grupy nitrylowej wypiera wode ze sfery koordynacyjnej metalu M i wigze
si¢ Z nim wlasnie. Do zajécia reakcji potrzeba jest obecno$¢ wody w centrum aktywnym

I obecnos$¢ zasady w poblizu. W gre wchodza aminokwasy z silnie zachowanego motywu
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YYE(H/K)(W/Y) (aminokwasy 68-72 wedlug numeracji z PtNHazy). Autorzy postuluja,
ze triade tworza: aSerl12, BTyr68 oraz BTrp72[43].

Hopmann i in. (2008) badali czy tyrozyna z drugiej powloki moze by¢ zasadg
katalityczng. Zastosowali do obliczen DFT funkcjonat B3LYP zaimplementowany
w programie Gaussian. W tym mechanizmie, substrat jest koordynowany do centrum
aktywnego na széstym miejscu koordynacyjnym. Na pierwszej powtoce koordynacyjnej
wystepuja aSerl12, aCys113, aCys108, aCysl11. Tyrozyna z drugiej powloki moze byc
zasada Kkatalityczng (BTyr72 z R. erythropolis lub BTyr68 z P. thermophila). Na drugiej
powtoce sg aCys111-SO; i aCys113-SO. W PtNHazie moze by¢ ona stabilizowana przez
wigzania z BTrp72 1 aSerl12. BTyr68/BTyr72 moze zabiera¢ proton z nukleofilowej wody
aktywujac ja do ataku na substrat. Woda atakuje substrat i dochodzi do transferu protonu
z wody na Tyr68/fTyr72 [37]. Dokonano mutacji BTyr68Thr/BTrp72Tyr. NHaza zachowata
aktywnos$¢, jednak zmienila si¢ jej regioselektywnosé [15]. Wynik ten stawia pod znakiem

zapytania istotnos¢ wspomnianych aminokwasow dla katalizy.

W nastepnej publikacji Hopmann i in. badali mechanizm drugiej powloki
koordynacyjnej. W tym mechanizmie na szostym miejscu koordynacyjnym jest grupa
hydroksylowa i to ona atakuje nitryl, ktory nie zbliza si¢ bezposrednio do metalu. Woda moze
przekazywaé proton na aCysl14-SO, ktory dziata jako zasada. Jon hydroksylowy atakuje
nitryl. Dochodzi do transferu protonu z aCys-114SOH na azot nitrylu. Dochodzi
do przytaczenia si¢ tlenu do wegla nitrylu. Nastepnie produkt posredni przeksztatca
si¢ w amid. W alternatywnej wersji nukleofilem jest aCys114-SO". Woda dziata jako kwas,
donor protonu dla nitrylu. Bariery energetyczne obydwu procesow byty bardzo podobne oraz
na poziomie mechanizmu pierwszej powtoki [36]. Ligandy pierwszej sfery sa konserwowane
1 wymagane do aktywnosci enzymu. Konserwowane s3g takze dwie argininy, ktore tworza

Z nimi wigzanie [36].

Hopmann i inni na postawie metod obliczeniowych zaproponowali jeszcze inny
mechanizm reakcji, gdzie powstaje cykliczny zwigzek posredni. aCys109 tnie cykliczny
zwigzek posredni (Rysunek 1.6). Tworzy si¢ wigzanie dwusiarczkowe pomigdzy aCys109
i aCys114. Dochodzi do transferu protonu z BTyr72 przez aSerl13 do substratu. Tlen
z aCysl114 jest inkorporowany do produktu amidowego. Azot produktu zabiera proton
Z BArg56. Nastepnie centrum aktywne jest regenerowane przez transfer protonu do aTyr72,
atak wody na wigzanie dwusiarczkowe i transfer protonu do BArg56 [72].
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Rysunek 1.6 Zwigzek cykliczny dyskutowany w mechanizmie proponowanym przez
Hopmann i in. w 2014 roku. Rysunek z [38].

Kayanuma i in. z uzyciem metody DFT sprawdzili cztery $ciezKi reakcji i ocenili,
ze najbardziej prawdopodobna z nich to ta, w ktorej powstaje cykliczny zwigzek posredni.
aCys114-SO" atakuje substrat. Produkt moze z tatwoscig tautomeryzowac¢ do amidu [42].

Grupa Shigety badata wstepne kroki reakcji przeprowadzanej przez NHazg zelazowg
z zastosowaniem techniki QM/MM [44]. Zaproponowano prawdopodobny mechanizm,
w ktorym dochodzi do bezposredniego ataku na substrat przez aCys114-SO™ [73]. Nowsze
publikacje potwierdzity, ze zmodyfikowane posttranslacyjnie reszty cystein dziataja jako
nukleofil, ktory pierwszy atakuje nitryle [74]. Wedlug autorow tworzy sie cykliczny zwiagzek
posredni. Nastepuje posredni atak czagsteczki wody na atom siarki aCys114, ktéry skutkuje
powstaniem imidu [73]. Kayanuma i in. badali NHaze¢ z uzyciem metod QM/MM, doktadnie
DFT B3LYP/Amber99. Zaproponowali, ze reakcja przebiega poprzez formowanie si¢ kwasu
imidowego przez bezposredni atak wody na siarke aCysl14. Powstaje wigzanie pomiedzy
aCysl14 1 aCys109. Wedlug autoréw, dochodzi nastepnie do peknigcia wigzania
dwusiarczkowego pomiedzy aCys109 iaCysl14 iutworzenia wigzania pomigdzy siarka
a tlenem. Nastepnie dochodzi do izomeryzacji kwasu imidowego doamidu Kkatalizowanej
przez grupe sulfenowg aCysl14. BTyr72 jest deprotonowana a aCys-114SO™ protonowana
I miaty one zosta¢ przywrdocone do stanu wyj$ciowego poprzez transfer protonu na czasteczke
wody, a dalej na aSerl13 i i BTyr72. PArg56 odgrywala istotng role w formowaniu
si¢ disiarczkowego zwiazku posredniego [73].
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Rysunek 1.7 Proponowany mechanizm reakcji hydratacji z powstaniem cyklicznego zwigzku

posredniego, rys. z [72].

Jak wspomniano, aktualnie nie ma konsensusu co do mechanizmu katalitycznego, zob.
np. prace Chenga i in. z 2020 roku [6].

1.6 Aktywnos$¢ NHazy w obecnosci produktu

Jednym z probleméw, jakie badano w ramach doktoratu jest proba wyjasnienia
molekularnych podstaw spadku aktywnosci NHazy w roztworach o rosngcym st¢zeniu
produktu - akrylamidu. Roztwory niewodne budzg coraz wigksze zainteresowanie
biotechnologdéw, ich wptyw na biatka badany jest metodami modelowania komputerowego
coraz czgsciej [75]. Przeglad takich badan zawarty jest w Rozdziale 4. Obecnie metodami
fizykochemicznymi bada si¢ denaturacje bialek w roztworach zawierajacych substancje
organiczne czy sole. Rozfaldowywanie (inaczej rozplatanie) i faldowanie biatka badano
m.in. metoda HDX (wymiany H i D) sprz¢zona ze spektrometria mas. Stwierdzono,
ze zmiany strukturalne biatka mogg zachodzi¢ w sposob zdelokalizowany, w wielu miejscach
[76]. Przykladowo, w publikacji [77] badacze sprawdzali profil denaturacji biatka DLCS8
metodg spektroskopii fluorescencyjnej oraz spektroskopii CD (circular dichroism). Okazato
sig, ze $ciezki denaturacji danego biatka w dwoch réznych rozpuszczalnikach, chlorowodorku
guanidyny i moczniku, byly odmienne. Efektywno$¢ rozplatania byta tez r6zna, co sugeruje,
ze rodzaj, rozmiar i rodzaj jonéw rozpuszczalnika maja kluczowe znaczenie w procesie
denaturacji. Analiza metoda CD sugerowala powstanie odmiennych stanow posrednich
podczas denaturacji. Wedlug autorow tego artykutlu, rozplatanie biatka zaczyna
si¢ W konkretnym regionie, od zerwania wigzania pomi¢dzy dwoma aminokwasami. W takim

miejscu wydatek energetyczny na rozfatdowanie jest najnizszy. Prawdopodobnie sg one takze
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najbardziej ruchliwe. Nastepnie dochodzi do utraty uporzadkowanej struktury przez kolejne
obszary. Wspoélczynnik R2 (N transverse relaxation rates) wskazuje réznice w utozeniu
konkretnej reszty aminokwasowej w biatku. W cytowanym artykule, badacze doniesli
o wykryciu regionu niestabilnego na C koncu pierwszej a-helisy biatka. Fragmenty
z aminokwasami 0 wysokich warto$ciach R2 mogly by¢ zidentyfikowane jako potencjalne
punkty rozfaldowywania biatka. Co zaskakujace, czesto aminokwasy charakteryzujace
si¢ duzg ruchliwoscig byly potozone w poblizu fragmentow wyjatkowo stabilnych. Substancje
denaturujace powodujg prawdopodobnie stopniowe usuwanie kontaktow stabilizujacych.
Identyfikacja takich rejondow w NHazie pozwolilaby na zaproponowanie nowych wariantow
(mutacji) o zwiekszonej termostabilnosci. W przytoczonym artykule [77] badacze obliczyli
takze parametr SASA, czyli solvent acessible sufrace area, opisujacy jak mocno
powierzchnia biatka jest eksponowana do rozpuszczalnika oraz inne indeksy, ktore wskazuja,
czy helisy sa hydrofilowe 1dostepne dla czasteczek substancji denaturujacych
czy tez hydrofobowe. Badanie identyfikowalo pojawienia si¢ nawet niewielkich odstgpstw
od stanu natywnego biatka i rozluznienie helisy [77]. Niestety tego typu eksperymenty
sg czasochtonne i kosztowne. Symulacje metoda dynamiki molekularnej wykorzystywane
W niniejszej rozprawie umozliwiaja obserwowanie zmian strukturalnych w biatku
wywotanych obecnos$cig substancji denaturujacych albo prostych molekut organicznych. Jest
to metoda tania 1 nie wymagajaca fizycznego wyizolowania bioczasteczek. W ramach

modelowania mozna tez okresla¢ rejony biatka najbardziej podatne na rozfatdowanie.
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1.7 Regioselektywnos¢ NHazy

Regioselektywnos$¢ polega na tym, ze w reakcji powstaje tylko jeden z mozliwych do
wytworzenia izomerow strukturalnych. Przyktadem korzystnej regioselektywnosci NHazy
jest produkcja 5-cyjanowaleramidu (5-CVAM) z adiponitrylu (ADN) (Rysunek 1.8).
Adiponitryl posiada dwie grupy nitrylowe.

Adiponitryl 5-cyjanowaleramid Adipamid

Rysunek 1.8 Reakcja katalizowana przez NHazg z [78].

Enzym produkowany przez P. chlororaphis B23 w wigkszosci przypadkow
konwertuje tylko jedna z tych grup. W konsekwencji dochodzi do powstania 5-CVAM, a ilo$¢
powstatych produktow ubocznych jest mata [46]. Dodatkowo wiadomo, ze NHaza
z Rhodococcus aetherivorans ZJB1208 ma zdolno$¢ do regioselektywnej biotransformacji
1-cyjanoheksano-acetonitrylu do 1-cyjanoheksanoacetamidu w ilosci 204.2 (g produktu/g
katalizatora). Produkt tej reakcji to uzyteczny prekursor do produkcji gabapentyny [79].

Poczatkowo nie byto wiedzy na temat mechanizmu, ktory pozwala NHazie
na selektywne przeksztatcanie jednej grupy nitrylowej w grupe amidowa. Zhou i in. (w tym
dr LP) odkryli rozne wskazowki prowadzace do rozwigzania tej zagadki. Dzigki
poréwnywaniu sekwencji zauwazono, ze fPhe37, reszta wystepujaca w tunelu, przez ktory
przedostaje si¢ substrat do centrum Katalitycznego, moze by¢ kluczowym regulatorem
regioselektywnosci. Jednak mutacje tego aminokwasu nie przyniosty oczekiwanych
rezultatdw. Zamiast tego zmutowano PLeu48, PPhe51, PTyr68, i1 PTrp72. Poprzez
mutageneze ukierunkowang dokonano odwrécenia regioselektywno$ci enzymu w kierunku
réznych o,o-dinitryli. NHaza typu dzikiego (WT) produkowata odpowiednio glownie
adipamid (ADAM) oraz malonamid (MAAM), nalezace do grupy diamidow, z adiponitrylu
(ADAM). Mutant natomiast wytwarzatl, odpowiednio 5-cyjanowaleramid (5-CVAM) oraz
cyjanoacetamid (CAAM), z jedng grupg amidowa i jedng grupg nitrylowa. W przypadku
nitryli aromatycznych, enzym WT katalizowal reakcje powstania tereftalamidu
z tereftalonitrylu (TPTN) i ftalamidu z ftalonitrylu (PTN), natomiast mutant, powodowat
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pojawienie si¢, odpowiednio, 4-cyjanobenzamidu (4-CBAM) i 2-cyjanobenzamidu
(2-CBAM) [15]. Czgs¢ teoretyczna badania zostata przeprowadzona przez zesp6ot z Katedry
Biofizyki WFAIIS UMK. Wyniki zgodne z doswiadczeniami stanowig potwierdzenie tego,
ze symulacje komputerowe moga przewidzie¢ faktyczny wptyw struktury przestrzennej
katalizatora (enzymu) na reakcj¢. Modelowanie wplywu aminokwaséw na zachowanie
substratu w centrum aktywnym enzymu jest niezwykle istotne.

N

/

Terephthalonitrile Phthalodinitrile
(TPTN) (PTN)

Rysunek 1.9 Tereftalonitryl i ftalonitryl.

Podjety projekt doktorski moze wesprzeé biotechnologéw w poszukiwaniu ,,maszyn
molekularnych” wykorzystywanych do produkcji zwiazkow potrzebnych w przemysle
I medycynie [35]. Przedstawione odkrycia wskazujg, ze reszty formujace kanat transportujacy
substrat reguluja regioselektywno$§¢ NHazy w kierunku substratoéw dinitrylowych. Badania
te, wcigz do$¢ wstepne, moga rzuci¢ $wiatlo na przyszte modyfikacje regioselektywnosci

NHazy w kierunku substratow z liczba grup nitrylowych wigkszg niz dwa [6].
1.8 Stereoselektywnos$¢ NHazy

Jedna z najbardziej widocznych cech biotransformacji jest stereoselektywnos$¢. Reakcja
stereoselektywna to taka reakcja, podczas ktorej z substratu powstaje jeden z dwoch
produktéw bedacych stereoizomerami. Izomery optyczne (np. R 1 S) to zwigzki, ktore
stanowig swoje nienakladalne odbicia lustrzane. NHazy dzialaja jako katalizatory
enancjoselektywne wzgledem niektorych zwigzkow [6]. Kilka NHaz stereoselektywnych
zostalo wyizolowanych z Agrobacterium, Moraxella, Serratia, Rhodococcus, oraz
Pseudomonas [80]. Pawar i Yadav (2014) dokonali usieciowania NHazy z R. rhodochrous
ATCC BAA-870. Immobilizowana NHaza wykazywata 81% nadmiaru enancjomerycznego
w kierunku R-mandelonitrylu [44]. Pomimo wystepowania stereoselektywnych NHaz
W naturze, sztucznie konstruowane NHazy z wyzsza stereoselektywnos$cia sa pozadane,
ale trudne do zaprojektowania i otrzymania. Molekularny mechanizm stereoselektywnosci
NHazy nie jest do konca wyjasniony.

Dane z krystalografii rentgenowskiej oraz MD wykazaly, Zze niektére aminokwasy
formujace kanal moga wptywac na stereoselektywnos¢ NHazy. Ostatnio, Cheng i in. doniesli
0 nowym semi-racjonalnym podejsciu do stereoselektywno$ci NHaz z zastosowaniem
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do przeksztalcania racemicznego mandelonitrylu [16]. Przez potaczenic dokowania
molekularnego, obliczen zachowania substratu w tunelu w enzymie oraz symulacji SMD
autorzy zidentyfikowali reszte PPhe37 z bakterii R. rhodochrous J1 jako wazng w tym
procesie. Bialko Phe37His po mutagenezie ukierunkowanej wykazywato 96% nadmiaru
enancjomerycznego w kierunku S-mandelamidu. Mechanizm S-selektywnosci zostat
uzasadniony przez modelowanie [16].

Dotychczasowe dane z modelowania wskazuja, ze wielkie i sztywne substraty
stanowigce bariere steryczng sg trudne do umieszczenia W centrum aktywnym enzymu
lub w kanale do niego prowadzgcym. Takze, elektrofilowos$¢ nitryli moze zwalniaé tempo
reakcji [81]. Wyniki te wskazujg na duzg wagg i potrzebe obliczenia profili energii swobodne;j
dla substratéw konieczng do zrozumienia selektywno$ci enzyméw. Poprzez odpowiednie
podejscie semi-racjonalne mozna uzyska¢ warianty NHazy ze $wietng regio- oraz stereo-

selektywnoscia [15, 16].

Podczas badania NHazy z Rhodococcus sp. AJ270 zauwazono, ze przy braku
przeszkody sterycznej pomigdzy substratem i enzymem wigzanie substratow nitrylowych
do miejsca aktywnego jest tatwe iszybkie. Skutkuje to wydajng reakcja z niska
selektywnos$cig izomerdéw optycznych. Dlatego najbardziej ,,sterycznie dopasowane” nitryle
poddawane sa utlenianiu w formie obydwu enancjomeroéw. Przykladowo, trans-2-
arylcyklopropankar-bonitryle moga dopasowac si¢ komfortowo do rozleglego miejsca
aktywnego NHazy. Budowa nitryli wielopierscieniowych, ktore sg zbyt duze w poréwnaniu
do rozmiaru centrum aktywnego NHazy moze powodowac, ze konwertowany jest tylko jeden
enancjomer. Przyktadowo, dodatkowa grupa cis-arylowa, ktora stanowi ogromng przeszkode
steryczng w niektérych zwigzkach nie moze by¢ swobodnie wigzana przez NHazg.
Ze wzgledu na to, katalizowana reakcja jest powolna, ale za to niezwykle selektywna [82].
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Rozdziat 2. Cel prezentowanych badan. Uklad pracy.

Celem niniejszej rozprawy bylo lepsze poznanie struktury i1 dynamiki hydratazy nitrylowe;j
przy pomocy metod komputerowego modelowania dynamiki. Metody komputerowe majg
ustabilizowang pozycje w biofizyce. Dzigki realistycznym potencjatlom klasycznym mozna
skutecznie poznawaé rejony bialek odznaczajace si¢ duza ruchliwoscig oraz te, ktore
sg stosunkowo stabilne. Krajobraz konformacyjny biatek jest ztozony i pelne poznanie
szczegotow wymaga symulacji o czasach znacznie przekraczajacych moce dostgpne
dlatypowej grupy badawczej. Jednak nawet ograniczone czasowe modelowanie,
przeprowadzone w kontrolowanych warunkach, pozwala wychwyci¢ te cechy biatka, w tym
przypadku NHazy, ktoére mogg mie¢ duzg warto$¢ przy projektowaniu nowych wariantow
0 lepszych cechach. W tej rozprawie badano trzy problemy:

A. Jak podnies¢ aktywnosc¢ Katalityczng NHazy? (Rozdziat 5)
B. Co decyduje o termostabilnosci NHazy? Jak ja poprawic¢? (Rozdziat 6)
C. Dlaczego NHaza stosowana w procesach przemystowych traci swoja aktywnos¢, gdy

ro$nie stezenie produktow (czyli amidéw) w roztworze? (Rozdziat 7).

Poszukiwanie odpowiedzi na te problemy wyniknety z praktyki biotechnologiczne;j.
Nasi partnerzy naukowi w Chinach prowadza badania doswiadczalne nad NHaza w $cistej

kooperacji z firmami produkcyjnymi.

W ramach analizy Problemu A badano dynamik¢ NHazy w roéznych wariantach

obejmujacych wybrane mutacje punkowe (Rozdziat 5).

W celu poznania termostabilnosci NHazy (Problem B) przeprowadzano klasyczne
symulacje dla mutantow biatka z linkerami w réznych temperaturach (Rozdziat 6).

W ramach analizy Problemu C wykonano obszerne symulacje dynamiki NHazy
W szeregu roztworéw imitujgcych zmienne Srodowisko reakcji katalitycznej — w roztworach
zmiennym stgzeniu nitryli i amidow (Rozdziat 7). Testowano szereg hipotez strukturalnych,
ktore moglyby wyjasni¢ obserwacje doswiadczalne. Sledzono dynamike kanatéw w NHazie,

glownie przy pomocy programu CAVER [83]. Rozwazano 4 hipotezy fizykochemiczne:

@ Przyczyng zaniku aktywnosci jest osiggniecie stanu rownowagi reakcji
katalitycznej (prawo dziatania mas).

(b) Przyczyna jest zmiana struktury centrum aktywnego indukowana roztworem.

(© Rosnace stgzenie akrylamidu powoduje ,,zatkanie” kanatow transportowych i/lub
centrum katalitycznego.

(d) Akrylamid indukuje denaturacje NHazy.
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Autorka doskonale zdaje sobie sprawe z tego, ze 1 liczba przeprowadzonych symulacji
(kilkadziesiat) 1 ich skala (100-500 ns) daja wcigz bardzo malg statystyke, jednak podjgcie
tego typu pilotowych i w pewnym stopniu pionierskich badan jest niezbedne, by daé
wskazowki do bardziej ukierunkowanych symulacji, angazujacych juz powazniejsze moce
obliczeniowe.

Metody i protokoty stosowane w obliczeniach sa dobrze znane i standardowe.
Przedstawiono je zwiezle w Rozdziale 3.

Dodatkowym celem projektu byla proba systematycznego zebrania wiedzy
literaturowej na temat modelowania zachowania biatek o znaczeniu biotechnologicznym w
rozpuszczalnikach niewodnych (ztozonych z mieszanin cieczy). Esej na ten temat zawiera
Rozdziat 4.
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Rozdzial 3. Metody modelowania i opis protokotéw obliczen.

Rozdziat 3 zawiera rudymentarny opis metod obliczeniowych stosowanych
W rozprawie, opis protokotow uzytych w badaniu poszczegdlnych probleméw oraz sekcje
wyjasniajacg  zrodlta pakietow/serwerow, ktéore byly przydatne w analizie trajektorii

I wynikéw modelowania.
3.1 Dynamika molekularna - opis metody

Biatka sg stosunkowo prostymi biopolimerami. Sktadajg si¢ z ok. 20 typow standardowych
aminokwasoOw potaczonych wigzaniami peptydowymi. Aminokwasy zawierajag atomy
zaledwie kilku pierwiastkow. Oddziatywania migedzyatomowe (czy ogolnie zwigzane
z wystepowaniem biatek w systemach) powinny by¢ wedlug regul fizyki opisywane przy
pomocy metod mechaniki kwantowej. Niestety, liczba atoméw (i elektronow), zwykle
siggajaca kilku tysigcy w typowym bialku, uniemozliwia rozwigzywania réwnania
Schrodingera i poszukiwania funkcji falowej w efektywny sposob. Stad pojawil si¢ pomyst,
rozwinigty szczegdlnie przez Lenora Lifsona w latach 70. ubieglego wieku, by biatka
opisywa¢ przy pomocy mechaniki klasycznej, badajac ich konformacje i ruch przy pomocy
modeli atomistycznych lub gruboziarnistych.

Aminokwasy modeluje si¢ jako zbidr sztywnych obiektow (sfery lub punkty
materialne). Oddziatywania opisywane sg woOwczas przy pomocy potencjatdéw klasycznych,
wyrazonych odpowiednimi  funkcjami analitycznymi  wspotrzednych  (kartezjanskich
lub wewnetrznych). Elektronow w klasycznym modelowaniu nie uwzglednia si¢ jawnie.
Oczywiscie biatka petnigc swoje funkcje w organizmach przyjmuja roézne stany
konformacyjne. Te stany wynikajag z interakcji z woda, jonami, oraz innymi biatkami
I makromolekutami $rodowiska. Struktury statyczne daja nam tylko cze$¢ informacji
0 konkretnym procesie czy uktadzie biologicznym [84]. Konieczne jest modelowanie ruchu,
czyli badanie dynamiki molekularnej biatek (metoda MD).

Ruch modeli atoméw (tutaj punktow materialnych) w metodzie MD jest opisywany
zbiorem rownan Newtona — rownanie (3.1) (lub Langevina - rownanie 3.2) ) — jest ich tyle ile

atomow zawiera model biatka plus rozpuszczalnika.

F =ma = mi (3.2)
dt?
Gdzie:
F — oznacza sil¢ dzialajaca na atom i, a — przyspieszenie r — wektor potozenia atomu, t

— Czas.
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Cx__w e
acz -~ ox Var (3.2)

m — masa, X — potozenie, t — czas, V — predkos¢, I' — wspotczynnik tarcia

Site Fj tatwo oblicza sie z relacji 3.3:
F =-VU(R) (3.3)

U — potencjat (enenrgia potencjalna)

Ogolny wzor na klasyczne pole sitowe stosowane w metodach typu mechanika
molekularna (problemy statyczne) czy w metodzie dynamiki molekularnej, przedstawiono
na Rysunek 3.1:

U(R)= Yk, (r—r )‘ bond Q-Q

+ Zkﬁ(e WI)‘ angle o O
angles Q Q

> k(1 + cos[ng — 7)) dihedral Q1 Q

dihedrals

+ Z k, (a) -@ m{)z improper O)?\g
7 \

impropers

Loris 5 e 6 6 O
i Zf" {[%] _2(:_'"] ] van der Waals Q- -Q

atoms
+ Z 94, electrostatic © @-—Q
T Ams,r;

Rysunek 3.1 Ogoblny wzor opisujacy energi¢ potencjalng biatka U(R) w zaleznosci
od konformacji R. Poszczegdlne addytywne wyrazy opisuja oddzialywania wigzace
I niewigzace (van der Waals, elektrostatyczne). Pochodne z U(R) pozwalaja wyznaczy¢ sity
dziatajace na poszczegélne atomy. Symbole: r — dlugos¢ wigzania, ® — kat migdzy
wigzaniami, @ — kat torsyjny, ® — kat niewtasciwy, k8 , ko, and ko oznaczaja odpowiednie
state sitowe [85].

Metoda dynamiki molekularnej polega zatem na rozwigzywaniu réwnan ruchu
dla uktadu atoméw. Posiadajac informacje o masie oraz sitach dziatajacych w uktadzie mozna
uzyska¢ przyspieszenia poszczegdlnych atomoéw. Symulacje moga dostarczy¢ informacji

oruchu atoméw w funkcji czasu. Moga by¢ one uzyte do probkowania przestrzeni
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konformacyjnej, do oceny systemu w stanie rownowagi, w tym wiasciwosci strukturalnych
i dynamicznych a nawet do sprawdzenia warto$ci parametréw termodynamicznych [86].
Struktura 3-D bioczasteczki, o ile jest dostgpna, stuzy tylko jako punkt poczatkowy
do catkowania rownan ruchu. Metod catkowania jest wiele, w rozprawie stosowano wylacznie

algorytm Verleta [87], podany w rownaniach (3.4-3.7):

r(t + At) = 7(t) + v()At + %a(t)AtZ +0(At?) (3.4)

r(t — At) = r(t) — v(t)At + %a(t)AtZ — 0(At?) (3.5)

r(t + At) + r(t — At) = 2r(t) + a(t)At? (3.6)

r(t + At) = 2r(t) — r(t — At) + a(t)At? (3.7)

Z rébwnania 3.6 widzimy, ze podstawie znajomosci potozen (t) i przyspieszenia a(t) w chwili t
mozemy otrzymac przyszte potozenie w chwili t + At.

Temperatura modelowanego uktadu, wazna a tym projekcie, zwigzana jest
z rozktadem predkosci poszczegdlnych atomow. W symulacjach stosowano zespot
statystyczny NVT, dla utrzymania temperatury stosowano termostat Langevina. Dbano
oto, by w modelach ruch atoméw (predkosci) speinial rozktad Maxwella-Boltzmanna
(Rysunek 3.2).

-
o
T

Relative frequency density £(10* s/m)

O = N W A U1 O N ® O
T T P — P £ o o e T R |

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Particle speed (m/s)

Rysunek 3.2 Dystrybucja Maxwella-Boltzmanna predkosci czasteczek w  roéznych
temperaturach [88].

Jak wida¢, zmiana rozktadu od 300 K do np. 330 K jest niewielka, jednak tylko
ten efekt powoduje, ze po tym niewielkim wzroscie temperatury NHaza traci swojg
aktywnos¢. Temperature w symulacjach MD oblicza si¢ zwykle w oparciu o warto$ci srednie
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predkosci atomow, positkujac si¢ zalezno$cig (3.7) wynikajaca z zalozenia spelniania

twierdzenia o ekwipartycji energii [89]:
1 3
EZITI<V2 >=E NKT (3.8)

Postep w XXI w. dziedzinie rozwoju metod MD jest ogromny. Dzigki osiggnieciom,
m.in., trzech noblistow, M. Lewitta, A. Warshela i M. Karplusa, jesteSmy w stanie
modelowac ,,rzeczywistos¢ biatkowg” w komputerze i dokona¢ symulacji ruchu (dynamiki)
catych bioczgsteczek poprzez rozwigzywanie tych wiasnie klasycznych rownan Newtona
(czy Langevina). Poczatki metod modelowania dynamiki si¢gajg lat 1940-1950 kiedy badano
najprostsze atomy, np. argon. W latach 70-90 stworzono pola sitowe dla aminokwasow, czyli
wyrazenia analityczne opisujace jak energia czasteczki zalezy od polozen jej atomow.
Obecnie znanych jest kilkadziesigt typow poél sitowych dla bialek, najpopularniejsze
to CHARMM [90], AMBER [91], GROMOS [92]. Powstaly tez akademickie
(otwartozrodtowe) 1 komercyjne programy, ktore umozliwity przewidywanie energii
makroczasteczek i1 interpretacj¢ wynikow doswiadczalnego badania ich struktury [39]. W
rozprawie stosowane byly gltéwnie programy NAMD [40] i GROMACS [41], oraz
oprogramowanie komercyjne firmy Schrodinger Inc. [42] (gtownie pakiety MAESTRO,
GLIDE). Gtéwnym polem sitowym dla NHazy bylo odpowiednio zmodyfikowane pole
CHARMM27 [43]. Symulacje MD zapewniajg polgczenie pomigdzy mechanikg statystyczng
a termodynamikg [93]. Wykorzystanie komputerowej ,,chemii” umozliwito obliczanie rdznic
w energii swobodnej, entropii, entalpii w sytuacji zmiany ligandu czy mutacji w miejscu
aktywnym [39].

Obliczenia byly realizowane na lokalnych klastrach linuxowych (Centum Optyki
Kwantowej IF UMK, Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii UMK).
Ogromny wzrost mocy obliczeniowej komputerow oraz powstanie programow takich jak
NAMD umozliwito doktadna, co do atomistycznych detali symulacje ogromnych biatek
i kompleksow biatkowych, interakcji DNA z innymi obiektami, membran, receptorow
i kanatow jonowych. Czas symulacji MD zwiekszy? si¢ z kilku pikosekund (mate czasteczki)
do okoto jednej mikrosekundy dla 200 milionéw atoméw na mocno rownoleglym

superkomputerze [39].
3.2 Programy i serwery wykorzystywane do analizy wynikow

CAVER [94] - wykorzystuje algorytm Woronoja [95]. Jest to teselacja, ktora dzieli
przestrzen na zestaw komorek zawierajacych wszystkie punkty, ktére sg blizej do tego
»zlarna” niz do jakiegokolwiek innego. Caver przestawia atomy jako zestaw kulek o
jednakowych promieniach. Triangulacja Delaunaya zostaje uzyta aby stworzy¢ wierzchotki i

krawedzie diagramu Woronoja [96]. Jest to sposob potgczenia zestawu punktow tak, zeby
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utworzy¢ trojkaty takie, ktorych okregi opisane nie zawierajg zadnych punktow. Wierzchotki
trojkatow odpowiadaja generatorom Woronoja. Kazdy atom jest generatorem do stworzenia
diagramu Voronoia. Program dzieli przestrzen na rejony bliskie do danego atomu. Sciezka
prowadzi przez krawegdzie oraz wierzchotki Woronoja. Nastgpnie na $ciezce ustawiane sg
okregi w ten sposob, zeby nie kolidowaty z atomami. Diagram umozliwia identyfikacje
regionow w przestrzeni ktore nie sa zajmowane przez zadne atomy. Te regiony to potencjalne
tunele. CAVER analizuje cigglos¢ tych tuneli. Trojkat Delaunaya reprezentuje droge taczaca
atomy. CAVER moze znalez¢ tunele przez identyfikacj¢ $ciezek, ktdre nie przecinajg zadnych
atomow. Kanatem nazywana jest w CAVERZE przestrzen, ktora ma dwa wyjscia. Tunelem
jest nazywana $ciezka tagczgca powierzchni¢ z wewngtrzng wneka [94, 97]. MDPocket takze
uzywa tego algorytmu [98].

Bio3D jest w stanie odczytywac, zapisywac i przetwarza¢ biomolekularne struktury,
sekwencje i dynamiczne dane o trajektorii. Jest napisany w jezyku R. Umozliwia wybieranie
atomow, alignment i superpozycje. Moze identyfikowac¢ sztywne rdzenie, analizowac
dynamiczne domeny i wykonywaé klasteryzacj¢ konformacyjng. Moze takze dokonywac
analizy katow torsyjnych, macierzy odlegtosci i principal component analysis [99-101].

Eucb (Euclidean computational biology) to program do analizowania trajektorii.
Moze on ocenia¢ katy pomiedzy atomami, odlegtosci pomigdzy centroidami, katy torsyjne,
znajdowa¢ rdzenie hydrofobowe, mostki solne, wigzania wodorowe, oddziatywania

tancuchow bocznych, uktady n-n [102].

Analiza NMA Normal Mode Analysis zostala zaimplementowana w ProDy [103].
Energia jest modelowana jako suma potencjatow harmonicznych. Powstaje macierz Kirchoffa
z informacjami o atomach. Program tworzy macierz Hessian z drugimi pochodnymi
potencjatéw harmonicznych dla catej topologii i macierzy kowariancji zawierajacej korelacje

miedzy fluktuacjami (wielowymiarowy rozktad normalny) [103, 104].

RMSD root mean square deviation to odchylenie (odleglos¢) wszystkich atomow
biatka od struktury referencyjnej (na przyktad poczatkowej) w trakcie symulacji

(3.9)

N
1
RMSD = —Z | — wil|?
N.lllm wi|
=

N — liczba atoméw, v, X - punkty
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RMSF root mean square fluctuations to odchylenie konkretnego atomu
(lub aminokwasu, jak si¢ wstawi odpowiednie sumy) biatka od struktury referencyjnej

(np. poczatkowej lub Sredniej) w catej symulacji

(3.10)

r(t) —r|?
RMSFZJZIU_H
T
T - czas

SASA - solvent accessible surface area — powierzchnia dostepna dla molekut badana
za pomoca wirtualnej ,,sfery” o promieniu 1.4 A. Sfera ta ,,porusza si¢” po biatku badajac,

jaka jego czes$¢ jest dostepna dla rozpuszczalnika.

3.3 Protokot do badania aktywnosci (Problem A)

1. Uzyta zostala NHaza pochodzaca z bakterii Streptomyces thermoautotrophicus,
bakterii termofilnej (kod GenBank: KWX07716.1 dla podjednostki o, KWX07717.1
dla podjednostki B). W czasie badan nie byto dostepnej struktury krystalicznej tego enzymu.
Stworzono modele homologiczne z uzyciem programu SwissModel [105, 106] (jako szablon
zostaty uzyte struktury 3HHT, 3VYH i 2DPP). Sprawdzono rézne parametry oceny jako$ci
modeli (QSQE quaternary structure quality estimate, GMQE — global model quality estimate,
QMean — quality estimates, QmeanDisCo — quality estimates with distance constraints [107]).
Brano tez pod uwage dostgpnos¢ tetrameru. Odrzucono modele ocenione jako niepoprawne.
Najlepszy model zostat utworzony na podstawie biatka 3VYH (GMQE 9.1). Jako$¢ modeli
zostala oceniona za pomocg serwera Saves v6.0 (zawiera miedzy innymi Verify3D [108]
Errat [109]). Wybrany model zostal oceniony przez ERRAT (Overall Quality Factor 92.87)
i przeszedt oceng Verify3D (81.89% reszt ze srednim wynikiem 3D-1D > 0.2).

2. Stany protonacji odpowiednich aminokwasow (Arg, Lys, Glu, Asp, His) zostaty
ustalone za pomocg PROPKA, narzedzia zaimplementowanego w PDB2PQR [110].
Wygenerowano plik psf za pomoca programu psfgen wchodzacego w sktad pakietu NAMD
[111, 112]. Przeprowadzono natozenie (alignment) biatka do wzorca. Woda
,krystalograficzna” i jony pochodzity z wzorca.

3. Zostat uzyty program NAMD 2.14 [111, 112] i pole sitowe CHARMM27 [113, 114].
Mutacje zostaly wprowadzone za pomoca programu psfgen mutate wchodzgcego w sktad
pakietu NAMD [111, 112]. Do struktur zostaly dodane otoczki wodne 0 rozmiarze
co najmniej 10 A w kazda strong, ze stezeniem NaCl 0.15 mol/L oraz opcja neutralizacji.
Przeprowadzono 1 ns zrownowazenie wody, 1000 krokéw minimalizacji energii i stopniowe

podgrzewanie do 300 K.
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4. Obliczono po 200 ns trajektorii dynamikg Langevina w 300 K z 2 fs krokiem
czasowym w cisnieniu atmosferycznym. Dlugozasiggowe oddziatywania elektrostatyczne
zostaty obliczone za pomocg metody sumowania Ewalda (Particle Ewald Mesh summation,
PME) [115]. Parametry niestandardowego centrum aktywnego z kobaltem oraz post-
translacyjnie utlenionymi cysteinami zostaly otrzymane w oparciu 0 obliczenia
kwantowochemiczne DFT/B3YLP/6-31G(d,p) oraz HF/6-31G* opublikowane w pracy
doktorskiej dr hab. L. Peptowskiego, prof. UMK [116]. Analiza zostala przeprowadzona
za pomocg pakietu VMD 1.9.3 [117] i wlasnorgcznie napisanych skryptow (PYTHON).

3.4 Protokol do badania termostabilno$ci (Problem B)

1. Do symulacji zostala uzyta struktura PDB 3QXE z bakterii P. putida (tetramer offa).
Linkery A8, B8 C8 zostaly utworzone z uzyciem programu I-Tasser [118-120].
Przeprowadzono dokowanie linkerow do biatka 3QXE z uzyciem ClusPro 2.0 [121]. Petle

pomiedzy NHaza, a linkerem zostaly dodane za pomoca programu Prime z pakietu
Schrodinger 12.2.12 MMshare Version 4.8.012, Release 2019-4 [122].

2. Przeprowadzono symulacje MD dla NHazy typu dzikiego oraz NHazy A8. Protonacja
zostata ustalona za pomocg PROPKA zaimplementowanego w serwerze PDB2PQR [110].
Do wszystkich struktur zostaly dodane otoczki wodne z co najmniej 10 A w kazdym
kierunku. Jony NaCl w stezeniu 0.15 mol/L zostaty dodane z opcja neutralizacji. Dla kazdego
wariantu przeprowadzono po dwie symulacje MD po 100 ns kazda z 1 fs krokiem czasowym,
jedng w temperaturze 300 K 1 jedng w 335 K. Zostalo uzyte cisnienie atmosferyczne.
Dhugodystansowe oddziatywania czgsteczek (long range particle interactions) zostaty
obliczone z uzyciem metody PME [115]. Przed symulacja zostatlo przeprowadzone
1 ns zrownowazenie wody i jonoéw, 1000 krokéw minimalizacji i stopniowe ogrzewanie
do zadanej temperatury. Zostal uzyty program NAMD 2.12 [111, 112] i pole sitlowe
CHARMMZ27 [113, 114]. Parametry dla niestandardowego centrum aktywnego z kobaltem
i post translacyjnie utlenionych cystein zostaty otrzymane w oparciu o obliczenia kwantowe
DFT/B3LYP/6-31G(d, p) oraz HF/6-31G* (opisane w pracy doktorskiej dr hab. Lukasza
Peptowskiego, prof. UMK) [116].

3. Analiz¢ przeprowadzono za pomocg VMD 1.9.3 [117], wlasnorecznie napisanych skryptow
oraz Eucb [102].

3.5 Protokol do badania wplywu roztworéw na NHaze (Problem C)
1. Jako struktura wyjsciowa =zostal uzyty tetramer affa hydratazy nitrylowej
z P. thermophila (kod PDB 1IRE) [59]. Za pomoca program PACKMOL [123] utworzono

otoczki zawierajace 20% 1 50% roztworu akrylamidu w wodzie oraz otoczki zawierajace
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ponizej 10% akrylamidu i1 4% akrylonitrylu oraz 20% akrylamidu i1 4% akrylonitrylu
(procenty wagowe). Obliczono, ile czasteczek znajduje si¢ w 100 g roztworu. Na tej
podstawie znaleziono wspdtczynnik ACA/WAT (akrylamid/woda) 1 ACN/WAT
(akrylonitryl/woda). Za pomoca programu PACKMOL tak dobrano liczb¢ amidow zeby
osiggnag¢ odpowiedni wspoOtczynnik w otoczce. Przed symulacja, stany protonacyjne
(aminokwasow natadowanych) dla pH=7 zostaly ustalone za pomoca serwera PDB2PQR
[110] zawierajacego narzedzie PROPKA [124, 125]. Do struktur zostaly dodane otoczki
wodne tak, zeby uzyskaé okreslony wspotczynnik liczby czgsteczek rozpuszczalnika/wody
i zostaty dodane jony NaCl (0.15 mol/L) z opcja neutralizacji. Sprawdzono czy biatko
we wszystkich wymiarach zachowuje odlegto$¢ co najmniej 15 A od brzegu skrzynki
do symulacji.

2. Zrownowazenie wody i jonow trwato 1 ns, przy ,,unieruchomionym” biatku, nastgpnie
zostato przeprowadzonych 1000 krokéw minimalizacji i stopniowe podgrzewanie do 300 K.
Wygenerowano po dwie trajektorie po 500 ns z 2 fs krokiem czasowym i pod cisnieniem
atmosferycznym dla kazdego systemu. Diugozasiegowe oddziatywania zostaly obliczone przy
uzyciu metody PME [115]. Do obliczen MD uzyto NAMD 2.13 i pola silowego
CHARMM27 [111-114]. Parametry dla niestandardowego centrum aktywnego zawierajacego
kobalt i post-translacyjnie modyfikowane cysteiny zostaly otrzymane w oparciu
0 DFT/B3LYP/6-31G(d,p) and HF/6-31G* z doktoratu dr hab. £ Peptowskiego, prof. UMK
uzyte pierwszy raz w 2008 [12, 116].

3. Analiza zostata przeprowadzona z uzyciem VMD1.9.3 i wlasnych skryptow. Analiza
sktadowych glownych (Principal component analysis, PCA) zostala przeprowadzona
za pomocg pakietu Bio3D w jezyku R [100]. Ponadto wykorzystano programy Eucb [102]
a takze, do analizy tuneli, CAVER [97] i MDPocket [98].

39



Rozdzial 4. Przeglad wynikow modelowania enzymow

biotechnologicznych w rozpuszczalnikach niewodnych.

Naturalnym $rodowiskiem dziatania enzymow jest woda [126], [127]. W komodrce wystepuja
réwniez inne bialka i jony, np. sodowe, chlorkowe, potasowe itp. Zauwazono, ze niektore
organiczne substancje, np. mocznik, powoduja denaturacj¢ biatek [128], ale przynajmniej
od lat 80-tych wiadomo, ze biatka zachowujg cz¢sto swojg funkcje iaktywno$¢ rowniez
w roztworach mieszanych czy cieczach innych niz woda [129]. Zmiana otoczenia moze
w przypadku enzymow zmieni¢ radykalnie ich zdolnos$ci katalityczne [130], a nawet sprawic,
ze reakcje chemiczne beda inne, wrecz lepsze [131]. Niekiedy jednak reakcje biegna wolniej
[132]. Modelowanie komputerowe enzymoéw w takich niestandardowych srodowiskach moze
da¢ cenne informacje o naturze zmian strukturalnych indukowanych rozpuszczalnikiem. Jest
ono trudne, gdyz wymaga wprowadzenia parametryzacji dla niestandardowych sktadnikow
roztworu, takich jak rozmaite czasteczki organiczne, ciecze jonowe, mieszaniny gleboko
eutektyczne. Poniewaz celem rozprawy jest, m.in., zbadanie zachowania NHazy
w roztworach zawierajacych rosngce stezenie akrylamidu, w tym rozdziale przedstawiono
zwigzly przeglad publikacji poswigconych modelowaniu enzymoéw, zwlaszcza o znaczeniu
biotechnologicznym [133], w rozpuszczalnikach (roztworach) niewodnych. Nazwa ta jest
niezbyt precyzyjna, ale ma odzwierciedla¢ fakt, ze otoczenie oprocz wody zawiera istotne
ilosci innych molekut, lub jest catkowicie ,,bezwodne”. Przeprowadzanie biokatalizy w fazie
niewodnej umozliwia zmiang regioselektywnosci i preferencje w kierunku wybranych
enancjomerow, zmian¢ rownowagi termodynamicznej, uniknigcie reakcji towarzyszacych
zwigzanych z wodg, redukcje zanieczyszczen bakteryjnych. Najczes$ciej wykorzystywane
sg rozpuszczalniki organiczne. Wspotczynnik podziatlu oktanol/woda czyli log P jest
parametrem, ktéry dyskutuje si¢ w kontek$cie aktywnos$ci enzymatycznej, ma on na nig
wielki wptyw. Wazne sa rowniez rodzaje grup funkcyjnych obecnych w rozpuszczalnikach
organicznych. Trzeba podkresli¢, ze w enzymy ulokowane w srodowiskach niewodnych
zachowuja jednak zwykle czasteczki wody na powierzchni, w Krytycznych miejscach,
co pozwala na utrzymanie struktury i funkcji katalitycznych [134]. Problem zachowania
biatek w roztworach niewodnych byt przedmiotem licznych badan do$wiadczalnych, ktore
opisano np. w pracy przegladowej Wanga i in. z roku 2016 [135], czy w artykule [136].
W tym rozdziale skupiamy uwage na przykladach obliczeniowego modelowania enzymow

0 znaczeniu biotechnologicznym w takich srodowiskach.
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4.1 Klasyfikacja enzymow biotechnologicznych

W przemysle biotechnologicznym stosowane sg enzymy w zasadzie z kazdej z szeSciu klas
opartych na rodzaju katalizowanej reakcji [137]: hydrolazy (katalizujg reakcje hydrolizy),
oksyreduktazy (katalizuja reakcje utlenienia), transferazy (katalizuja przenoszenie grup
funkcyjnych zawierajacych wegiel, azot lub fosfor), liazy — (katalizujg reakcje rozpadu
wigzan C-C), izomerazy (katalizuja izomeryzacje¢), ligazy (katalizujg reakcje tworzenia
wigzan pomiedzy C a O, S i N), zob. np. [138], [139] czy [140]. Ocenia si¢, ze najwigksze
zastosowania w przemysle majg hydrolazy (75%) [141]. Na przyktad, szczegdlnym rodzajem
hydrolaz sa proteazy (3.4) znajdujace zastosowanie w produkcji detergentdéw, skrobi, ubran,
zywnos$ci dla zwierzat i produktow mlecznych. Cellulazy (3.2.1.4) i amylazy, takie jak
a-amylaza (3.2.1.1) sg uzywane do produkcji skrobi, ubran i przemysle piekarniczym. Z kolei
np. oksyreduktazy obecne w Basidiomycetes wykorzystuje si¢ do rozktadu biomasy. Inne
przyktady, opisane np. w publikacji Amatto i in. [142], dotycza wykorzystania oksydazy
AAO, EC 1.1.3.7 w biorafineriach, wybielaniu, biosyntezie substancji zapachowych,
utlenianiu furfurali. Inne uzyteczne oksydazy to oksydaza alkoholu wanilinowego VAO EC
1.1.3.38 oraz oksydaza eugenolowa (EC 1.17.99.1). Produkuje si¢ przy ich udziale ok. 40 000
ton l-naftolu rocznie, ktory jest stosuje si¢ w produkcji herbicydow, insektycydow,
prekursorow barwnikéw itd. Badana w tym projekcie hydrataza nitrylowa (EC 4.2.1.84)

nalezy do rodziny ligaz.

4.2 Modelowanie enzymoéw biotechnologicznych w sSrodowiskach
niewodnych

Najprosciej bedzie podzieli¢ badania teoretyczne nad enzymami o znaczeniu
biotechnologicznym ze wzgledu na rodzaj roztworu uzytego do modelowania, omowimy
kolejno (1) rozpuszczalniki o niskiej polarno$ci, (2) rozpuszczalniki polarne, (3) ciecze
jonowe, (4) rozpuszczalniki gleboko eutektyczne - DES. Swiadomie pominieto publikacje
zwigzane z badaniem enzymow w cieczach nadkrytycznych. Ich znaczenie w biotechnologii
przemystowej wcigz nie jest takie duze. W przesztosci opublikowano kilka publikacji
na temat modelowania enzymow w roztworach niewodnych, gldwnie z grupy Soaresa [143],
[75], [144], [145], czy innych [146], jednak nie ma pracy przegladowej zorientowanej

na enzymy o znaczeniu przemystowym.
4.2.1 Rozpuszczalniki o matej polarnosci

Im wyzszy jest parametr log P tym bardziej jest hydrofobowy rozpuszczalnik.
W hydrofobowych rozpuszczalnikach biatka stajg si¢  bardziej sztywne [135]. Wigze
si¢ to m.in. z tym, ze hydrofilowe aminokwasy maja tendencj¢ chowania si¢ w glab biatka,

za$ hydrofobowe zwigkszaja powierzchni¢ kontaktu z rozpuszczalnikiem. Je§li w ukladzie
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sg resztki wody (zwykle s3) to na powierzchni biatka moze powstawaé cienka warstwa
hydratacyjna [145].

Jedng z pierwszych prac poswigconych badaniom tych probleméw metodami MD jest
praca Soaresa i in. z roku 2003 [143]. Autorzy ci badali kutynaze (rodzaj proteazy serynowej)
1 ubikwityn¢ w heksanie stosujgc program GROMOS96. Zauwazono, ze heksan moze wnikaé
do centrum aktywnego Kkutynazy, i ze w nowym $rodowisku liczba wewngtrznych wigzan
wodorowych ros$nie w stosunku do S$rodowiska wodnego. Biatko ma bardziej otwartg
konformacje. Molekuty wody tworzg przy niskich stezeniach klastry hydratujgce biatka [143].
Ta sama grupa opublikowata w roku 2007 wyniki badan metoda MD (GROMACS) kutinazy
w heksanie, eterze diizopropylowym i 3-pentanonie. Badano zachowanie si¢ niewielkich
ilosci molekul wody w rozpuszczalnikach o zmieniajacym si¢ logP. Okazuje
si¢, ze im wyzsza polarno$¢ rozpuszczalnika tym wigcej molekut wody by uzyskaé ten sam

poziom hydratacji biatka [75].
Z kolei Trodler i in. (2008) zbadali lipaze B (Candida antarctica lipase B, CALB)

W izopentanie, toluenie i cykloheksanie stosujac AMBER 7. Tutaj zauwazono réwniez,
ze W rozpuszczalnikach organicznych biatko staje si¢ sztywniejsze (mniejsze fluktuacje).
W szczego6lnosci odnotowano spadek ruchliwosci aminokwasow hydrofilowych w obszarze
wejscia do kanalu biatkowego. Okazato si¢, ze izopentan i cykloheksan moga wizytowaé
centrum aktywne CALB [147]. Pdzniej ten sam enzym byl badany wielokrotnie. Li
iin.wroku 2010 modelowali lipaze (Candida antarctica lipase B) w chloroformie,
cyklopentanie i heksanie [148]. Biatko w tych rozpuszczalnikach zachowato ok. 80%
struktury a-helikalnej. Dobrze zachowane byty struktury B, wzrosta dostgpnos¢ aminokwsow
hydrofobowych, a niektore hydrofilowe reszty przemiescity si¢ do wnetrza biatka. Tunel
prowadzacy do wnetrza biatka ulegt deformacji w rozpuszczalnikach organicznnych o czym
$wiadczy wzrost RMSD. Johnson i in. (2012) zbadali lipaz¢ w cykloheksanie przy pomocy
programéow AMBER 10 and NAMD 2.7 [149]. Co ciekawe, zastosowano program HOLE
do oceny rozmiarow kanaty prowadzacego do centrum katalitycznego. Stwierdzono,
7€ heksan poszerza wejsScie do kanalu. Rowniez te dane potwierdzily, ze w heksanie enzym
staje si¢ mniej ruchliwy (sztywniejszy) [149]. Lipaz¢ badano rowniez w aromatycznym
niepolarnym rozpuszczalniku organicznym jakim jest toluen [150]. Yenenler i in. (2018)
uzywali program NAMD 1 pola sitowego CHARMM 36. Tutaj takze lipaza byla mniej

ruchliwa niz w wodzie, za$ enzym przybierat tatwiej otwartg konformacje [150].

Wykonuje si¢ tez symulacje w rozpuszczalnikach mieszanych — organiczno-wodnych.

Wang in. w roku 2021 badali metodami MD lipazy z Candida Antarctica, Candida rugosa

oraz Rhizopus chinensis umieszczone w $rodowiskach zwanych MAOS (micro-aqueous

organic solvent) [146]. Wyniki wskazaly, ze lipazy w takich otoczeniach wykazuja inne
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konformacje, niespotykane w rozpuszczalnikach czysto organicznych. Przyczyng jest
selektywna agregacja molekut wody na powierzchni biatek. Woda ta zmienia rozktad
aminokwasow polarnych i niepolarnych. Badanie funkcji radialnych rozktadu wskazuje

na wystepowanie dwoch warstw hydratacyjnych.

4.2.2 Rozpuszczalniki polarne

Rozpuszczalniki polarne mieszajg si¢ z woda, ale moga z nig konkurowa¢ w miejscach
hydratacji w biatkach tworzac odpowiednie wigzania wodorowe. Moga tez modyfikowaé
dynamike przeciwjondw neutralizujacych tadunek biatek [145]. Szczegdlna jest tutaj rola
alkoholi z grupa funkcyjng -OH. W publikacji [75] z 2007 r. Soares i in. modelowali proces
solwatacji enzymu przez alkohol etylowy i acetonitryl w obecnosci wody. Polarne molekuty
wystepowaly na powierzchni biatka w innych miejscach niz w rozpuszczalnikach
niepolarnych. Co ciekawe, stopien hydratacji biatka woda byl inny w acetonitrylu
niz W etanolu. W tych roztworach obserwowano tworzenie si¢ klastrow wody ale dynamika

tego procesu byta wolniejsza niz w rozpuszczalnikach niepolarnych [75].

Trodler 1 in. juz w 2008 badali lipaz¢ w mieszaninie chloroformu i metanolu.
Przestrzen konformacyjna probkowana przez biatkko w takim roztworze jest wigksza
niz W rozpuszczalnikach niepolarnych. Zauwazono, ze i metanol i chloroform moga wchodzié¢
do miejsca aktywnego [147]. Tong i in. zbadali doktadniej inaktywacj¢ lipazy przez metanol
w roku 2019 [151]. W ostatnich latach lipazy byly nadal popularnym obiektem badan
symulacyjnych [152]. Ich przeglad mozna znalez¢ w niedawnych (2023-2024) publikacjach
[153] i [154].

W 2010 roku wykazano (Liu i in.), ze mozna zmieni¢ specyficznos¢ substratowg
enzymu nie tylko poprzez inzynieri¢ genetyczng, ale i przez dobor rozpuszczalnika [155].
Park i in. podali sposob stabilizacji lipazy z Candida Antarctica w rozpuszczalnikach
polarnych poprzez mutacje aminokwasow powierzchniowych [156]. Z kolei Lousa
i in. zbadali (2012) dwa enzymy: pseudolizyng oraz termolizyne [144] stosujac GROMACS
4.0. Zauwazono, ze metanol otaczajacy enzymy lokuje si¢ w poblizu powierzchni biatek nie
tylko dzieki wigzaniom wodorowym, ale tez oddzialywaniom van der Waalsa poprzez czgs¢

alkilowa. Izopropanol, tez badany w tej publikacji, wnika do kieszeni hydrofobowych [144].

W 2013 roku Meng i in. zbadali efekty rozpuszczalnikowe (woda, acetonitryl
i heksan) na wigzanie sze$ciopeptydu do trypsyny. Symulacje MD pokazaty, ze enzym jest
bardziej zwarty 1 zmieniony w heksanie niz w mediach polarnych. Substrat stabilizowat
biatko w wodzie 1 acetonitrylu, ale nie byto tego efektu w niepolarnym heksanie. Ksztatt

miejsca wigzania w rozpuszczalnikach polarnych byt podobny, ale w heksanie odmienny.
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Zauwazono, ze sila wigzania liganda do biatka jest znacznie wigksza w heksanie, poniewaz

rozpuszczalniki polarne ostabiajg oddziatywania elektrostatyczne.

Cruz i in. jako jedni z pierwszych badali metodami MD w 2009 roku proteaze
serynowg zwang subtylizyna Carlsberg w roztworach wodnych i niewodnych, konkretnie
w acetonitrylu [157]. Stwierdzono, ze przy braku wody pojawiaja si¢ liczne oddzialywania
acetonitryl-biatko prowadzace do zmian strukturalnych gtownie w petlach powierzchniowych
enzymu. W organicznym rozpuszczalniku otwierala si¢ §ciezka (kanal) do wnetrza bialka.
Chymotrypsyna tez nalezy do proteaz serynowych. W acetonitrylu wykazuje spadek
aktywnosci katalitycznej. W roku 2012 Zhu 1 inni opublikowali wyniki 80 ns symulacji MD
y-chymotrypsyny w tym rozpuszczalniku [158] z zachowaniem 140 woéd krystalicznych.
Okazato sig¢, ze struktura enzym si¢ zmienia do$§¢ wyraznie — RMSD rosnie, ale RMSF
maleje, zwlaszcza w centrum aktywnym. Maleje tez SASA. Gu i in. [159] w 2019 roku
badali zachowanie proteazy w metanolu stosujac GROMACS 5.1.4. Zauwazono szereg
efektow: wzrosta ruchliwos$¢ biatka i promien bezwladnosci Rg, o-helisy miaty tendencje
do rozplatania, wzrost parametr SASA. W trakcie symulacji rozpuszczalnik wchodzit
do wngetrza bialka i zmienial oddziatywania hydrofobowe niszczac strukture trzeciorzedows
[159].

Stosunkowo duzo badan obliczeniowych wykonano nad mechanizmem rozplatania
lizozymu indukowanego DMSO. Na przyktad Roy i in. przy pomocy modelowania tego
uktadu GROMACSem zauwazyli, ze juz w 15 % roztworze struktura jest Silnie zmieniona

przez ten rozpuszczalnik, a w 20 % rozpoczyna si¢ rozplatanie [160].
4.2.3 Ciecze jonowe

Ciecze jonowe (ionic liquids, IL) sa to sole majgce temperatur¢ topnienia ponizej
100°C. Ich wiasciwosci fizykochemiczne (lepko$¢, temperatura topnienia, polarno$¢, pH)
mogg by¢ regulowane w duzym zakresie poprzez dobor sktadu [135]. Dobry przeglad
zachowania si¢ enzymdéw w cieczach jonowych mozna znalezé w publikacji Kragla
i in. [161], zas doskonaly przeglad zastosowan cieczy jonowych do usprawniania Katalizy
w pracy przegladowej Itoha [162]. Lipazy w cieczach jonowych (IL) stuzg do produkcji
biodiesla i estrow cukrow. Omawiane w tym artykule sa tez oksydazy, lakazy, peroksydazy,
reakcje cytochroméw, proteazy, asymetryczna redukcja ketonow, glikozylacja, hydroliza
polisacharydow itd. Ciecze jonowe moga mie¢ wpltyw stabilizujacy jak i1 destablizujacy
(Singh i in. 2020) [163] na enzymy przemystowe. Metody MD wnosza cenne dane na temat
oddzialywan cieczy jonowych z enzymami przemystowymi [152, 164-167]. Pojawitly si¢
nawet publikacje (2019, Pramanik) pokazujace jak w oparciu o obliczenia projektowaé nowe
rozpuszczalniki na bazie cieczy jonowych [168].
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4.2.4 Mieszaniny gleboko eutektyczne (Deep Eutectic Solvents-DES)

Mieszaniny gleboko cutektyczne (DES) sg zwigzane z cieczami jonowymi, jednak traktowane
sa jako odrebna klasa "zielonych" rozpuszczalnikow. Sa to substancje stale, ktore
po zmieszaniu w odpowiednich proporcjach stechiometrycznych wykazuja nowa obnizona
temperatur¢ topnienia tak, ze w danych warunkach s3 w stanie cieklym. Wazne jest
by pamigtac, ze DES to nie sa jakies nowe indywidua chemiczne — jest to po prostu fizyczna
mieszanina dwoch substancji. Przyczyna niskiej temperatury topnienia jest szczeg6lny uktad
donorow wigzan wodorowych (HBD) i akceptoréw wigzan wodorowych (HBA). Po raz
pierwszy zaobserwowano taki efekt dla kombinacji 1:2 (mol:mol) chlorku choliny
[temperatura topnienia Tm = 302 °C] z mocznikiem [Tm = 133 °C]. Taka mieszanina
wykazuje Tm = 12°C. DES majg zalety: wysoka stabilno$¢ termiczna, niska lotnos¢, niskie
ci$nienie pary nasyconej, fatwo$¢ kontrolowania polarnosci [169]. Niedawno ukazat si¢ dos¢
obszerny przeglad badan teoretycznych (gtownie metodami MD), chociaz liczba tych
publikacji nie przekracza 30, w ostatnich latach ukazuje si¢ okoto 5 artykulow rocznie [170].
W przytoczonym przegladzie warto zwroci¢ uwage na Tabele 1, gdzie podano zaréwno opis
badanych enzyméw jak i dane na temat odpowiednio zmodyfikowanych pol sitowych
(CHARMM, GROMOS, AMBER, OPLS). W DES zachodzi konieczno$¢ skalowania
oddziatywan elektrostatycznych, gdyz stosowane pola nie sg polaryzowalne.

Jak wynika z literatury, doswiadczalnie badano w DES Kketo-reduktazy,
dehydrogenaze¢ alkoholowa, enzymy zawierajace grupe hemowa, laktazy czy katalazy [169].
Jedna z pierwszych publikacji obliczeniowych byta praca Monhemi i in. z 2014 roku [171]
na temat zachowania lipazy (Candida antarctica lipaza B, CALB) w popularnym DES
zwanym reline” (jest to mieszanina chlorku choliny z mocznikiem). Wykonano
50 ns symulacje programem GROMACS 4.5.4 z polem sitowym GROMOS 43al. Do modelu
dodawano wysokie stezenie, do 66%  czynnika denaturujgcego jakim jest mocznik.
Zauwazono, ze enzym jest stabilny nawet w wysokich temperaturach (373 K). W wodzie
ulega denaturacji juz przy 12% stezeniu mocznika. Przyczyng wzrostu stabilno$ci byta
selektywna solwatacja powierzchni biatka poprzez choling i jony chlorkowe — mocznik nie
mogt swobodnie dyfundowa¢ do wnetrza biatka by zerwa¢ wigzania wodorowe
tam si¢ znajdujace. Jako ciekawostke mozna podaé, ze jedna w publikacji tej iranskiej grupy
[172], w ktorej po raz pierwszy zaproponowano sposob uzyskiwania ligniny z biomasy

drzewnej przy pomocy pewnych DES zyskata wielkg popularno$¢, czyli blisko 200 cytowan.

Lipazy (triglycerol acylhydrolases EC 3.1.1.3), podobnie jak NHaza, naleza
do hydrolaz (EC3) zatem podamy kilka innych publikacji zwigzanych z lipazami w DES.
Nian i in. [173, 174] badali metodami MD mechanizm procesu aktywacji enzymu CALB
w ,,naturalnych” DES (tutaj chlorek choliny — gliceryna; oraz betaina-ksylitol). Okazato
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sig, ze rozpuszczalnik nie modyfikuje rozmiaru wneki katalitycznej, efekt aktywacji
przypisano silnym zmianom w sieci wigzan wodorowych indukowanym rozpuszczalnikiem.
Lipazami zajmowali si¢ roéwniez Sezeman i in. [175] wykorzystujac NAMD 2.13,
CHARMM36 do modelowania w skali 300 ns. W przytoczonej publikacji mozna znalez¢
wiele danych na temat szczegétow oddziatywania enzymu z poszczegdlnymi sktadnikami
reliny i z mocznikiem. Wazna jest stosunkowo nowa publikacja Qiao i in. gdzie dyskutowane
sa wynik modelowania lipazy w dwoch DES ale posiadajacych czasteczki stabilizujace
(cholina : glicerol (1 :2) i destabilizujgce (cholina : mocznik (1 :2)) biatko [176]. Rodzaj DES
ma wplyw na strukture i aktywno$¢ lipazy.

Inne enzymy tez byly badane. Na przyktad, w roku 2000 Kumari i in. w oparciu
o symulacje NAMD/CHARMM36 opublikowali wyniki modelowania lizozymu — enzymu
antybakteryjnego [177]. W DES - relinie — maleje liczba struktur drugorzedowych — a-helis
I B-kartek. Rosnie RoG i SASA. Dominuje solwatacja bialek poprzez kationy z DES. Huang
iin. uzyli metody MD (GROMACS 2018.6, OPLS-DES i OPLS-AA/M, 100 ns),
aby wyjasni¢ zachowanie enzymu dehydrogenaza alkoholowa w roztworach gliceryny
z malejgcg  iloscig wody [178]. W lepkich roztworach fluktuacje silniec malejg. RMSD
W czystej wodzie byto 3 razy wigksze niz w mieszaninach wody z glicerolem. Niedawno
Bittner i in. zbadali teoretycznie wptyw DES na dehydrogenaze alkoholowa [179]. Wazng
obserwacja dokonang juz wczesniej jest spostrzezenie, ze w uktadzie musi by¢ minimum 10%

wody, by ten enzym byt aktywny [180].

Z kolei w publikacji na temat lakazy, uzywanej do utleniania czgsteczek organicznych,
wykorzystano zardowno doswiadczenia jak 1 dokowanie molekut DES do enzymu by pokazac,
ze w DES aktywno$¢ enzymu moze wzrasta¢ nawet do 200% w stosunku do wody [178].
Wigkszos¢ sktadnikow DES tworzy wigzania wodorowe z lakazag — im mocniejsze
sg oddzialywania tym wigksza aktywno$¢ enzymu. Jedng z ostatnich publikacji analizujgcych
metodami MD termostabilnos¢ i aktywno$¢ enzymu a-chymotrypsyna w roéznych DES jest
praca Gajadaro-Parra z 2024 roku [181]. Badania doswiadczalne i obliczenia pokazaty,
ze dodanie chlorku choliny i sorbitolu poprawito stabilno$¢ termiczng o 18°, przyczyng byla
selektywna lokalizacja sorbitolu na powierzchni enzymu potwierdzona symulacjami [181].

Podsumowujac ten obszerny, ale niekompletny przeglad mozna stwierdzi¢, ze metody
biofizycznego modelowania enzymdéw przemystowych staja si¢ coraz popularniejszym
narzgdziem badawczym do oceny na poziomie atomowym wplywu rozpuszczalnikow
niewodnych na aktywno$¢ katalityczng tych waznych bialek. Obliczenia nie s3 jeszcze
powszechne ze wzgledu na trudno$ci z realistyczng parametryzacja molekut tworzacych
rozpuszczalniki niewodne. Sa obawy, Ze niepewno$¢ w opisie molekut rozpuszczalnika moze
wprowadza¢ artefakty w zachowanie badanych enzyméw. W Rozdziale 7 przedstawione
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sg wyniki analizy wielu 500 ns trajektorii NHazy w rozworach niewodnych, zawierajgcych 20
1 50% akrylonitrylu.
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Rozdziat 5. Analiza wynikow symulacji dla Problemu A: poprawa

aktywnosci.

5.1 Wprowadzenie

W trakcie reakcji przemiany nitryli w amidy wydziela si¢ duzo energii i mieszanina
technologiczna rozgrzewa si¢ (tzw. reakcja egzoenergetyczna). Typowe warianty NHazy w
takich podwyzszonych temperaturach traca swoja aktywnos$¢. Powstato praktyczne pytanie:
czy nie mozna znalez¢ takiego wariantu NHazy, ktory bylby jednoczesnie odporny na wysoka
temperature oraz mial wysokg aktywno$¢ katalityczng. Jest to istota problemu A badanego w
rozprawie (,,Jak podnies¢ aktywnos$¢ katalityczng NHazy?”). Badania w tym kierunku
prowadzit zespot doswiadczalny prof. Zhou, z udzialem biofizykéw z UMK czyli dr hab. L.
Peptowskiego, prof. UMK (LP - gtéwny wkiad) i Autorki doktoratu (JB). Wyniki badan
opublikowano w pracy [22], na ktorej w przewazajgcej mierze oparty jest Rozdziat 5.

5.2Poszukiwanie nowego wariantu termostabilnej NHazy o
zwiekszonej aktywnosci

Bakteria S. thermoautotrophicus jest bakterig termofilng. W laboratorium prof. Zhou w Wuxi
(ChRL) przeprowadzono ekspresje biatka w bakteriach Escherichia coli oraz jego
charakteryzacje. Uzyskana NHaza (StNHaza) charakteryzowata si¢ wysoka termostabilnoscia,
po inkubacji w 60°C przez 265 min. (0k. 5 godz.) i w 65 przez 252 min. zachowywata 50%
poczatkowej aktywnosci. Enzym charakteryzowat si¢ tez dobrg tolerancja na wysokie stezenie
produktu (do 1 mol/L 3-cyjanopirydyny i nikotynamidu). NHaza ta miata dobrg stabilnos¢
termiczng, jednak niskg aktywnos$¢, 73.80 U/mg™. Powstal problem jak zmodyfikowaé
ten wariant NHazy by zwigkszy¢ aktywno$¢ enzymu.

Do polepszenia aktywnos$ci zastosowano metode projektowania ,,semi-racjonalnego”.
Jest to metoda, w ktorej w oparciu o sekwencjg, strukture i funkcje biatka wyznacza
si¢ aminokwasy, ktére sa najlepszymi kandydatami do mutacji zmieniajacej wilasciwosci
biatka oraz unika tych, ktore zaburzylyby centrum aktywne [182]. Model homologiczny
zostat stworzony przez JB. Doktadny opis znajduje si¢ w opisie metod. Uzyta zostata NHaza
pochodzaca z bakterii Streptomyces thermoautotrophicus (StNHaza), bakterii termofilnej.
Stworzono modele homologiczne z uzyciem programu SwissModel [105, 106] (jako szablon
zostaly uzyte struktury 3HHT, 3VYH i 2DPP, Tab 5.1). Aby oceni¢ stworzone modele
sprawdzono rozne parametry oceny jako$ci modeli (QSQE quaternary structure quality
estimate, GMQE — global model quality estimate, QMean — quality estimates, QmeanDisCo —
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quality estimates with distance constraints [107]). Najlepszy model zostal utworzony na
podstawie biatka 3VYH (GMQE 9.1). Jako$¢ modeli zostata oceniona za pomoca serwera
Saves v6.0 (zawiera miedzy innymi Verify3D [108] Errat [109]). Wybrany model zostat
oceniony przez ERRAT (Overall Quality Factor 92.87) i przeszedt oceng Verify3D (81.89%
reszt ze $rednim wynikiem 3D-1D > 0.2).

Tabela 5.1 Parametry pochodzace ze SwissModel [105, 106] dla roznych modeli

Model| Wzorzec Stan GMQE |QMEANDisCo| QSQE [Podobienstwo| Pokrycie
oligomeryczny Global sekwencji

#01 3hht hetero-2-2- 0.86 0.75 £0.05 0.73 0.47 0.97
mer

#02 3vyh hetero-2-2- 0.91 0.81+£0.05 0.73 0.50 0.97
mer

#03 2dpp hetero-2-2- 0.85 0.76 £ 0.05 0.66 0.47 0.96
mer

NHaza charakteryzowala si¢ dobra termostabilnos$cia, ale niska aktywno$cig. W celu
jej poprawy na podstawie analiz teoretycznych (LP i JB) modelu homologicznego dokonano
mutacji aminokwasow PLeu37, PPhe4l, BTyrd6, fLeud8, i fPhe51 do Pro, Lys, Asp, Ala,
Phe. Byly to aminokwasy tworzace tunel prowadzacy do centrum aktywnego (Rysunek 5.1).
Zbadano aktywnosci uzyskanych wariantow. Do badan zastosowano program CAVER
Z promieniem sondy probnej 2 A. Dokonano takze mutagenezy saturacyjnej pozycji Leu48.
Mutacja Leu48Asp okazata si¢ najlepsza.
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Rysunek 5.1 Wizualizacja modelu homologicznego i kanalu prowadzacego do centrum
aktywnego, z [22].
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Tabela 5.2. Aktywnos¢ specyficzna NHazy wzgledem roznych nitryli (z pracy [22])

Wariant Aktywno$¢ specyficzna (U-mg™)
3-Cyanopyridine  Acrylonitrile  2-Cyanopyridine Isobutyronitrile  Benzonitrile ~ Valeronitrile Cyanopyrazin
e
WT 73.80+5.76 550.84+14.71 65.44+2.63 521.49+62.78 93.87+11.44 43.82+0.24  16.50+1.77
BL37P 101.954+4.49 655.14+27.88 145.36+3.52 414.19+56.42 80.15+0.64 19.37+6.01 55.37+0.73
BL37K 84.62+5.46 310.33+4.82 29.16+3.04 443.49+66.33 71.19+4.47 19.99+1.66 2.18+0.42
BL37D 135.42+4.80 1066.17+22.20 122.1047.13 446.00+54.64 60.01+2.98 19.37+£1.90  22.82+0.55
BL37A 88.73+13.51 639.98+3.93 54.8242.28 356.51+60.74 36.06+1.51 24.58+1.03  56.46+5.35
BL37F 265.68+0.13 766.27+19.62 30.49+4.58 215.61+£59.73 53.94+8.48 47.96+8.62 1.50+1.61
BF41P 150.1944.40 1004.49+45.35 91.12+1.23 490.75+79.81 54.76+8.50 50.64+£5.30  50.40+0.39
BF41K 178.60+0.37 1050.65+38.49 75.24+4.25 693.47+1.52 65.14+2.13 75.76+10.28  8.88+1.45
BF41D 161.44+2.84 794.84+45.91 64.06+1.34 421.02+54.90 78.18+2.79 44.60+9.41 14.42+0.18
BF41A 119.42+12.38 740.70+72.24 55.70+3.98 360.10+40.92 43.53+5.57 51.82+6.33 6.90+0.76
pY46P 117.7042.52 599.21+38.87 126.034+4.87 411.14+70.40 60.63+2.25 61.61£6.25  31.62+2.35
BY46K 187.11£2.01 1053.44+7.11 139.06+2.27 666.52+22.87 81.59+2.61 209.34+15.98 78.63+4.13
BY46D 89.54+0.40 119.72433.02 77.10+4.65 525.08+36.85 87.58+9.68 58.31+18.67  19.90+1.79
BY46A 85.01+7.75 594.74+4.69 60.50+2.01 339.254+46.51 67.11£9.31 44.88+7.12  128.55+£9.22
BY46F 67.71£1.85 311.72+19.48 28.98+2.98 198.90+£50.32 35.35+£3.59 39.34+13.21 9.57+1.64
BL48P 368.29+0.96 641.77£2.91 238.87+£2.47 954.42+35.58 176.70+0.05 21.56+£5.14  43.97+£0.98
BL4SK 346.30+£16.53 742.03+£3.12 180.26+3.22 139.41+£32.28 285.884+3.49 20.83+0.32 0.52+0.12
PL48D 566.18+18.86 994.78+22.47 242.75+8.01 796.63+90.48 204.97+3.42 33.19+8.31 15.19+0.94
BL4SA 441.12+17.28 1019.06+18.54 214.55+£5.59 649.08+3.81 163.36£7.77 62.78+£1.58  27.02+0.25
BL48F 209.28+0.82 1322.05+14.74 119.99+0.33 576.12+36.85 122.6246.26 68.49+5.70 7.07+0.97
BF51P 177.59+£0.36 507.42+2.23 121.99+£6.09 7.3242.54 66.87+6.33 24.02+0.40  40.24+0.48
BF51K 106.44+1.05 385.06+0.62 43.26+0.60 278.69+65.06 62.36+4.06 85.83£9.18  20.43+0.09
BF51D 95.23+1.42 555.66+8.74 27.90£1.66 8.74+2.29 13.84+0.83 2.76+1.34 54.23+4.52
BFS1A 78.66+11.25 604.92+29.85 22.95+1.84 7.57+2.03 78.34+0.32 10.26+4.83 82.88+8.48
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Mutant BLeud48Asp zachowal powyzej 80% poczatkowej aktywnosci w 60°C przez
2 godziny. Termostabilnos¢ byta mniejsza niz w WT, jednak ciagle wysoka. Zwykle
w przypadku enzymow osiggany jest kompromis pomigdzy stabilno$cia, a aktywnoscia,
poniewaz zwigkszenie jednego parametru moze negatywnie wptywaé na drugi. Mutant
charakteryzowat si¢ 7.7 razy wieksza aktywnos$cia wzgledem 3-cyjanopirydyny niz enzym
typu dzikiego (Tab 5.2), a 80% poczatkowej aktywnosci to dalej znacznie wigksza aktywno$é
po 2 godzinach w 60°C w stosunku do WT.

Wykonano 200 ns symulacje dynamiki molekularnej dla mutanta L48D. RMSD bylo
podobne dla obu biatek (Rysunek 5.2). Nie przekraczato ono 3.25 A. Swiadczy to o whasciwej
stabilno$ci symulacji. Srednia dla podjednostki o wynosita 1.61 + 0.98 A i 1.47 + 0.95
odpowiednio dla WT i mutanta. Srednie dla podjednostki B byty podobne. Glutamina aGIn93
jest kluczowa dla aktywno$ci enzymu. Aminokwas ten w NHazie L48D charakteryzowat
si¢ nizszymi fluktuacjami niz w biatku typu dzikiego. Wskazuje to na wplyw stabilizujacy
mutacji. RMSF wskazywato, ze obydwa biatka byly stabilne. Srednie wartosci RMSF
dla tancucha B wynosity 2.32 = 1.21 A i 2.25 = 1.14 A dla WT i mutanta. Zbadano tunel
za pomoca programu CAVER. Mutacje zostaty wprowadzone wewnatrz kanatu dla substratu.

Zeby wyjaéni¢ zwickszenie aktywnoéci, zanalizowano ich wptyw na jego strukture.
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Rysunek 5.2 RMSD i RMSF NHazy natywnej i mutanta L48D dla a a) oraz B b), rys. z [22].

Leu48 jest duzym, hydrofobowym aminokwasem polozonym na wejsciu do centrum
katalitycznego enzymu (Rysunek 5.3). Ustanawia ona wejscie do centrum aktywnego
i rozdziela przestrzen na dwie wneki. Analiza kata C-Ca-CB-Cy pokazuje, ze leucyna jest
zwykle w stanie A (kat 50—70°). Czasem przechodzi ona do stanu B (160-180°, Rysunek 5.4).
W tym stanie dwie wneki zlewajg sie i tworzg jedng (Rysunek 5.5). Reszta Asp48 jest bardzo
rzadko w stanie A, bo jest bardzo hydrofilowa i preferuje utozenie zorientowane w strone
substratu. W ok. 20% symulacji Asp48 znajduje si¢ w stanie C (Leu 48 nie przyjmuje tego
stanu wcale, Rysunek 5.4). W tym stanie Asp48 podobnie jak w stanie B nie dzieli kanatu
na dwie czgsci oraz jest stabilizowany przez wigzanie wodorowe poprzez czasteczke wody
Z Arg52, ktora jest silnie konserwowana i wazna dla aktywnosci katalitycznej (Rysunek 5.6),
[183]. Co ciekawe Asp48 jest bardzo rzadko w stanie A, bo jest hydrofilowy i preferuje

orientacj¢ w strong¢ rozpuszczalnika.
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Rysunek 5.4 Porownanie NHaz a) histogramy katow dwusciennych Leu/Asp (C-Ca-Cp-Cy),
pokazujace Leud8 w dwodch stanach (A i B) i Asp48 w trzech stanach (A, B, C) b) Ulozenie
Asp48 i ¢) widok przyblizony, rys. z [22].
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Rysunek 5.5 Wneki centrum aktywnego policzone przez program CAVER. Po lewej stronie
wariant WT, po prawej stronie BL48D. Wyjscia z biatka zaznaczone strzatkami. Centra
aktywne zaznaczone na kolor niebieski. Dolne panele obrécone sa wzgledem pionowej osi
0 90° w stosunku do gornych paneli. Miejsce mutacji zaznaczone jako kulki i prety [22].
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Rysunek 5.6 Asp48 w stanie C, ustabilizowany przez posredniczone przez wode wigzanie
z Arg52, rys. z [22].

Przestrzen centrum katalitycznego dla biatka WT miata okoto 143.5 + 52.7 A3
natomiast dla mutanta 285.1 + 133.4 A%, Wynikalo to z potaczenia dwéch wnek. W 30%
przypadkoéw, wngka zostata okreslona jako kieszen (czyli wneka, ktéra ma bezposrednie
polaczenie z roztworem - solwentem). Sprawdzono to za pomoca programu CAVER.
Zwigkszenie objetosci przestrzeni nad centrum aktywnym moze polepszy¢ aktywnosc
katalityczng enzymu dla duzych substratow. Okazato si¢, ze mutant, ktory katalizowat
konwersje 3-cyjanopirydyny 7.7 razy skuteczniej niz typ dziki. Kieszen moze zostaé
zdefiniowana w odniesieniu do promieni sferycznych prob (wigkszej i mniejszej). Kieszen
to przestrzen, gdzie moze wej$¢ mala sfera ale nie moze wejs¢ duza sfera 1 mata sfera

nie moze wejs¢ z nig w kolizje [184].

Bakterie termofilne posiadajag biatka przystosowane do pracy w wysokich
temperaturach. Czesto wystepuje kompromis pomiedzy aktywnosciag biatka a jego
termostabilnoscig. PtNHaza nie charakteryzowata si¢ najlepsza aktywnoscig. Udato
si¢ zmodyfikowa¢ enzym 1 poprawi¢ jego aktywno$¢ bez utraty termostabilno$ci. Co ciekawe,
jedna mutacja nie byta najlepsza dla wszystkich substratow. Kazdy substrat miat inng
mutacj¢, przy ktorej parametry reakcji byty optymalne. Za pomocg MD zostat wyjasniony

mechanizm poprawy aktywnosci u mutanta Leu48Asp.

Gléwnym wnioskiem z tej czesci badan jest spostrzezenie, ze mozna w oparciu 0 symulacje

MD zaprojektowac wariant enzymu o polepszonych wlasciwosciach fizykochemicznych.
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Rozdzial 6. Analiza wynikéw symulacji dla Problemu B:

poprawa termostabilnosci

6.1 Wprowadzenie

W rozdziale tym opisane sa proby uzyskania zwigkszonej termostabilnosci NHazy poprzez
dodanie metodami inzynierii biatek fragmentow nieobecnych w natywnych biatkach.
Poniewaz NHaza, aby by¢ aktywna, musi by¢ w formie tetramerycznej, postanowiono
potaczy¢ wybrane podjednostki za pomocg fragmentow peptydowych zwanych dalej
linkerami. Badania doswiadczalne, inspirowane m.in. sugestiami opartymi na obliczeniach
przeprowadzonych w gtéwnej mierze przez dr hab. Lukasza Peptowskiego, z pomoca Autorki
(JB), zrealizowano w Chinach, w grupie prof. Zhou. Wyniki opublikowano w artykule [20],

na ktorym opiera si¢ ten rozdziat.

6.2 Rozwigzanie Problemu B: Poprawa termostabilnosci NHazy
poprzez zastosowanie linkerow

Aktywny wariant NHazy, do poprawnej pracy musi mie¢ strukture tetrameryczna ofipa [59].
NHaza rozpada si¢ pod wplywem odpowiednio wysokiej temperatury. W zaleznoS$ci
od organizmu z jakiego pochodzi temperatura ta moze wynosi¢ od 20°C do 60°C [50]. Czgsto
rozplatanie biatka zaczyna si¢ od N-konca lub C-konca. Mozna przypuszczaé,
ze bezposrednie potaczenie podjednostek off lub za pomocg pewnej struktury peptydowej
(linkera) moze sprawi¢, ze NHaza stanie si¢ bardziej termostabilna. Wczesniej dokonano
potaczenia podjednostek NHazy z P. putida za pomocg linkeréw [17, 185]. Zeby sprawdzié
jakie linkery okazg si¢ najlepsze, przetestowano trzy podstawowe typy i dlugosci linkerow.
Dhtugo$¢ oznacza ilo$¢ powtorzen okreslonych aminokwasow w linkerze. Typ A byl linkerem
helikalnym EAAAK (litery odpowiadaja oznaczeniom aminokwasoéw, GluAlaAlaAlalLys),
typ B, linkerem elastycznym GGSG (GlyGlySerGly) i typ C, sztywnym, PA (ProAla). Kazdy
z linkerow zostal powtorzony okreslona liczbe razy (1, 4, 8, 16). Aktywnos$¢ katalityczna
NHazy z dodanymi linkerami byta nieznacznie wigksza od biatka natywnego, W przypadku
linkerow A oraz C spadata wraz z iloScig powtorzen pojedynczego motywu (patrz Tabela 6.1)
w przypadku linkera Bl aktywno$¢ wzrosta po wydluzeniu linkera z 1 powtdrzenia
ale juz w przypadku 4 i 8 powtorzen pozostata bardzo podobna. Dane doswiadczalne
pokazaly ze wydhluzenie linkera do 16 powtérzen w kazdym przypadku powodowato
wytracanie si¢ nierozpuszczalnych frakcji w bakteriach 1 ograniczalo to ekspresj¢ NHazy

[20]. Termostabilno$¢ zawsze rosta wraz z dlugoscia linkera, ale w zwigzku z problemami
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Z ekspresjg dla linkerow z 16 powtorzeniami dla tego wariantu aktywnos¢ 1 termostabilno$¢
nie byta badania. Najwicksza stabilno$cig termiczng wykazywata si¢ NHaza z linkerem AS.
W temperaturze 50°C, wykazywala ona polowg swojej poczatkowej aktywnosci po 139

minutach, podczas gdy WT potowe aktywnosci w tej temperaturze miat po 18 min.

Zbadano NHaze¢ z linkerami A8 B8 i C8 (zbudowane modele zaprezentowano
na Rysunek 6.1). Dokonano analizy eksperymentalnej i komputerowej analizy strukturalnej.
Keat byta 2.2, 2.6, 2.4-krotnie wyzsza niz WT. Stale Michaelisa (Ky) byly wyzsze
U mutantéw. Stala Michaelisa to st¢zenie substratu, przy ktorym szybkos¢ reakcji jest rowna
potowie szybkosci maksymalnej (im jest nizsza, tym wyzsze jest powinowactwo substratu
do enzymu). Aktywnos¢ wzgledna wynosita 89%, 90% i 86% po traktowaniu 0.5 M
3-cyjanopyrydyna, podczas gdy aktywno$§¢ WT wynosita 30%. Po potraktowaniu 0.5 M
nikotynamidem aktywnos$¢ wzgledna wariantéw A8, B8, 1 C8 wynosita 80%, 94%, 86% a WT

charakteryzowat si¢ aktywnos$cia 77%.

Rysunek 6.1 a) struktura biatka natywnego b) z linkerem A8 c) z linkerem B8 d) z linkerem
C8. Linkery oznaczono kolorem zielonym oraz fioletowym, rys. z [20].
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Tabela 6.1. Aktywno$¢ specyficzna i termostabilno$¢ NHazy WT i mutantow z linkerami

[20]
Enzym  Vimax (umol'min™-mg™®) K, (mM) Keat (S™) Keat/ K (s 7-mM™)
WT 2.6£0.2 35.248.9 407.5+56.2 11.6
0 6.6+0.7 103.84£29.0  1047.5+68.4 10.1
A8 5.2+0.5 57.8+15.9 886.3+£38.8 15.3
B8 6.3+£0.8 96.6+21.3 1041.3+115.4  10.8
C8 6.0+0.3 75.4+10.3 976.8+45.2 13.0

Struktury zaprezentowane na Rysunek 6.1 zostaly otrzymane za pomoca programu
ClusPro i Schrodinger Prime. U mutanta A8 znaleziono 8 mostkéw solnych, podczas gdy
U pozostatych mutantéw nie znaleziono tych mostkow. Mutant B8 mial najwiecej wigzan
wodorowych (Tab. 6.2). Liczba kontaktow niewigzacych wynosita 301 u WT. U C8 liczba
ta spadta. U A8 1 B 8 zaobserwowano jej wzrost. Pole interfejsu wzrosto u wszystkich
mutantow w poroéwnaniu do WT. Najnizsza byta u C8 a potem wyzsza kolejno u B8 1 AS.
Pole powierzchni zawierajagce aminokwasy polarne wykazywato podobng tendencj¢. Pole

powierzchni zawierajace aminokwasy niepolarne wzrastatlo w podobny sposéb.

Tabela 6.2. Oddziatywania linkera z biatkiem [20], SB — salt bridges czyli mostki solne

Liczba Pole Pole Pole
Linker Liczba Liczba HB** lfont'alftéw interfejsu interfejsu  interfejsu nie
SB** niewigzacyc A2 polarnego polarnego
h ** [A7] [AZ]*** [AZ]***

0 1 22 301 1596 1002 594
A8 8 17 435 2643 1799 844
B8 0 25 390 2148 1273 875
C8 0 14 291 1635 1117 518

Poniewaz linker w wariancie A8 charakteryzowat si¢ najwieksza termostabilnoscia

symulacje MD wykonano tylko dla niego oraz w celu poréwnania danych dla wariantu
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dzikiego (WT) Symulacje MD wykonano w temperaturze 300 K i podwyzszonej 335 K.
RMSD dla NHazy z linkerem A8 bylo nizsze niz dla enzymu WT w 300 K (Rysunek 6.2).

Po 54 ns RMSD wzrosto, co byto spowodowane czgsciowym rozplataniem N-koncowej petli

w podjednostce a. W temperaturze 335 K mozna zauwazy¢ znaczacy skok RMSD dla NHazy

WT dla af2 przez rozwijanie N-konca podjednostki a, ktory dla mutanta nie wystepuje.

Srednie RMSD byto nizsze dla mutanta. Rozplatanie N-koncowych petli w wariancie WT

pokaz
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3.0 4
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2.5

ano na Rysunek 6.3.
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Rysunek 6.2 RMSD NHazy natywnej (WT) i mutanta a) w 300 K (27°C) b) w 335 K (62°C),

z [20]

60



Rysunek 6.3 Zmiany petli N-koncowej z tancucha a a) w 300 K b) w 335 K. ,,Ramki”

generowane co 5 ns.
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Wartosci RMSF byly podobne dla mutanta i biatka typu dzikiego, z wyjatkiem
BAla200 oraz BSer201 (Rysunek 6.4). Te reszty aminokwasowe sg usytuowane na petli
i wyeksponowane do roztworu, jednakze w wariancie A8 BAla200 tworzyta interakcje
hydrofobowe z dwiema alaninami z linkera (LAlal3 i LAlal4, w celu wskazanie,
ze aminokwas pochodzi z linkera stosowa¢ bedziemy przed nim litere L) i dlatego w NHazie
A8 fluktuacje byly nizsze. W 335 K caly region mutanta od pVall93 do BSer201
charakteryzowat si¢ wyzszymi fluktuacjami niz biatko typu dzikiego. Wyzsze fluktuacje
wskazuja na zmian¢ strukturalng zachodzacg w biatku. Aminokwasy (reszty BLeul95,
BTrpl96, PAla200, LAla 234, LAla237, LAla 238) przesuncly si¢ blizej do linkera
z podjednostek CD (of8)2 i utworzyty z nim rdzen hydrofobowy.

13 13+
a) — WT 300K b) WT 335K
21— A8 300K 124 A8 335K
11 4 114
10 4 104
9 9]
— 8- —
< <
o 7 b 7
7] 7] 1
= 6 = 64 |
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Rysunek 6.4 RMSF dla NHazy typu dzikiego i mutanta a) w 300 K i b) w 335 K [20].

Region od aPhe89 do aGlu95 w bialku A8 charakteryzowat si¢ nizszymi fluktuacjami.
Wszystkie te aminokwasy sg na petli i aGIn93 (89 w 11RE) sg bardzo istotne dla aktywnos$ci
katalitycznej enzymu. Obnizenie fluktuacji moze by¢ spowodowane zwigkszong liczba
wigzan wodorowych, ktora wzrosta o 45% w poréwnaniu do symulacji WT w 335 K. Lepsza
stabilizacja tego regionu moze prowadzi¢ do zwigkszonej aktywnosci katalitycznej. Wysoka

warto$¢ RMSF dla linkera wskazuje na jego duza ruchliwo$¢ Iub elastycznosé [20].

Linker charakteryzowal si¢ wysokimi fluktuacjami. Moze to $wiadczy¢
0 dopasowywaniu linkera do NHazy. W 335 K doszlo nawet do jego czgsSciowego
rozfaldowania zwlaszcza w czgsci polozonej blisko C-konca tancucha . Nie wptyneto
to na podjednostke [ ale spowodowato utworzenie rdzenia hydrofobowego PLeul95,
BTrp196, BAla200 i utworzeniu mostka solnego BLys142—-LGlul2 mostka solnego [186].
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Takze interfejs pomigdzy podjednostkami afpfo zwigkszyt si¢ w NHazie AS. Dla WT
$rednie warto$ci wynosity 1093 + 128 A% i 1163 + 96 A? podczas symulacji w 300 K i 335 K
a dla A8 1741 + 136 A? i 2001 + 177 A? (Rysunek 6.5). Liczba wigzan wodorowych
pomiedzy podjednostkami wzrosta z 3.4 do 9.5 w 300 K i z 4.11 do 10.7 w 335 K (Rysunek
6.6). Znaleziono takze wigcej mostkow solnych pomiedzy podjednostkami. Najwicksza
stabilno$cig charakteryzowaty si¢ mostki LLYys36-BGlu6S, oArgl38-aGlul94 i aArgl52-
BAsp6. W sumie znaleziono 10 mostkéw solnych pomiedzy dwoma dimerami, podczas gdy
U WT ich liczba rzadko dochodzi do trzech. Prowadzito to do zwigkszenia sity oddzialywania

pomigdzy dimerami i w konsekwencji podwyzszenia termostabilnosci.

Zmierzono odlegto$¢ pomiedzy istotnymi katalitycznie resztami aminokwasowymi
(BArg52 - BArgl49, oraz aCysll7 - aCyslib). BArg52 i BArgl49 koordynuja utlenione
cysteiny centrum aktywnego, aCys117, aCys115 i wykazano wczesdniej ich istotny wptyw
nareakcje enzymatyczng [183]. Wedlug struktury krystalicznej WT odlegtosci BArg52 -
aCys115 powinna wynosi¢ 3.81A a BArgl49 - oCys117 3.5A (Rysunek 6.7 a). Widaé
ze W temperaturze 300K w WT najczesciej wystepuje ta odlegto$é, (Rysunek 6.7 b) jednak
ze wzrostem temperatury wystepowanie tej odlegtosci zanika i w wickszosci przypadkow jest
znacznie wigksza. W wariancie z linkerem A8 w obu temperaturach widzimy najczesciej
odlegtos¢ tg zblizong do tej w krysztale (Rysunek 6.7 b). Podobnie w przypadku odlegtosci
pomiedzy aminokwasami BArgl49 - aCysll/ w WT widzimy, ze wariant z linkerami
najczesciej zachowuje odleglosci podobne do krysztatu, i to w obu temperaturach (Rysunek
6.7 c) natomiast WT ma tendencje do skracania odleglosci mig¢dzy tymi dwoma
aminokwasami. Sugeruje to ze linker pozytywnie wplywa na stabilizacj¢ kluczowych

dla katalizy arginin w poblizu centrum katalitycznego [20].
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Rysunek 6.5 Pole kontaktu pomigdzy dwoma dimerami w WT i A8 w 300 K i 335 K [20].
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Rysunek 6.6 Liczba wigzan wodorowych w WT i A8 w 300 K i 335 K podczas symulacji
MD pomigdzy dwoma dimerami.
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Rysunek 6.7 Analiza struktury centrum aktywnego u WT i mutanta A8 a) Centrum aktywne z
BArg52, BArgl49, i zaznaczonymi aCysll7, oaCysll5, struktura Kkrystalograficzna b)
histogram odleglosci C{ BArg52 i O Cysl117 c) histogram odleglosci CC BArgl49 i 061
Cysl115, rys. z [20].

Zbadano takze struktur¢ drugorzedowa bialtka (ta cze$¢ analizy nie zostala finalnie
umieszczona w publikacji [20]). Wyniki wskazujg, ze struktura jest bardziej zachowywana
w enzymie A8 niz WT. Struktura drugorzedowa tancuchéw a byta bardzo podobna podczas
symulacji w 300 K (Rysunek 6.8-Rysunek 6.11) prezentuja ewolucje struktur
drugorzedowych dla PpNHazy i mutanta A8. Roznice moga zosta¢ znalezione w przypadku
krotkiej helisy H6 (aminokwasy 120-124). Ta helisa jest bardzo niestabilna we wszystkich
symulacjach, a w fancuchu a2 nawet znika catkowicie. U mutanta A8 w przypadku tancucha
a2 tworzy si¢ nowa helisa (reszty 181-185) pomiedzy B-nicig 4 i helisg H10. Jest obecna
przez ok 50 ns. B-kartki sg stabilne przez cate symulacje. Lancuch a jest dyskutowany jako
bardziej stabilny [19, 187-189]. Moze to by¢ zauwazone na wykresach RMSF.

Wiecej roznic wystepuje w przypadku tancucha B. Helisa H6 (reszty 108-117) wydaje
si¢ by¢ wrazliwa na temperaturg. U WT znika po 25 ns i w jednej podjednostce w A8 po 50
ns. Co ciekawe, jest ona obecna we wszystkich symulacjach w 335 K u WT i A8. Helisa H6
jest polaczona z reszta biatka przez dlugie petle. Te petle w wyzszej temperaturze staja
si¢ bardziej elastyczne, a helisa 6 nie jest rozciggliwa. Niestabilno$¢ tej czgsci moze byc
zauwazona na Rysunek 6.2 z RMSF, gdzie wartosci RMSF sg znaczaco podwyzszone
wzgledem reszty podjednostki B, szczegdlnie w 335 K. Pei 1 in zamienili tg helis¢ na helise
z enzymu z Aurantimonas manganoxydans ATCC BAA-1229 i zwigkszyli termostabilnos¢
[190]. To odkrycie pokazuje, ze nasze modele sg porownywalne z innymi symulacjami MD.
Helisa H6 jest zbyt oddalona od linkera A8 Zeby zostala ustabilizowana. Innym przypadkiem
réznic w zachowaniu jest helisa H8 (reszty 171-176). Jest obecna caty czas w symulacjach
300 K dla WT i NHazy A8, ale w przypadku symulacji 335K znika lub jest bardzo niestabilna
u WT ale u A8 jest obecna caly czas. Ta helisa jest blisko wejscia do centrum aktywnego
I dwoch waznych arginin BArg52 i BArg149. W poprzednim badaniu NHazy z P. thermophila
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JCM3095 analogiczna helisa rozplatata si¢ w 335 K ale po wprowadzeniu 10 mutacji,
z ktorych 2 stabilizowaly helise¢, termostabilnos¢ NHazy zwigkszyta si¢ [19]. Inne helisy
z tancucha B zachowujg si¢ podobnie we wszystkich symulacjach tak samo jak B-nici.
Wyjatkiem jest ni¢c B5 (reszty 216-219). Aminokwas 219 jest bezposrednio potaczony

Z linkerem i1 z powodu rozciggania przez linker ta f-ni¢ jest obecna rzadzie;.
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Rysunek 6.8 Ewolucja struktury drugorzedowej w symulacji 300 K a) dla al WT b) a2 WT
¢) al A8 d) a2 AS.
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c)B1A8d)p2AS8.
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68



a) " b) °

60 A 18N 0 VR MM S A 11 1110 1 60 B K

ST v o A SR

-
o
o

100
" L S|
120 —fl'-'. . . H6

140 E1
- H7

m‘” ‘ 160 mﬂl — S PR E2
e T I O Y 19 00 H8
180

IR |, 3

200
R H10 E4
220 1 T T T 1 ES

25 50 75 100
Time [ns]

Residue no.

Residue no.
2 & B

180
200
P o e

I
H2
VI 11| O HA | I H3

H4
L. .t . | H5

oy TR A HE

Residue no.
-
N
o

E1

H7
E2

Time [ns] Time [ns]

Rysunek 6.11 Ewolucja struktury drugorzedowej w symulacji 335 K a) dla p 1 WT b) B 2
WTc)B1A8d)pB2AS8.

Efektem przeprowadzonych dos§wiadczen i obliczen byt optymistyczny wniosek:
mozliwe jest zaprojektowanie enzymu oparte na przestankach strukturalnych tak, by byl on
bardziej dopasowany do wymagan procesu przemystowego. Istotnymi czynnikami
wplywajacymi na stabilnos¢ NHazy jest struktura dimeréw, a takze stabilno$¢ catego
tetrameru [20]. Linkery zapobiegaja rozfatdowywaniu N-koncowej czes$ci (do pierwszej a-
helisy) podjednostki a. Zapobiegaja tez rozfaldowaniu helisy i posrednio jg stabilizuja.
Skutkuje to lepszym zachowaniem struktury drugorzedowej i trzeciorzedowej. Caty dimer jest
ustabilizowany. Kolejnym powodem moze by¢ stabilizacja tetrameru. N-koncowy fragment
wspomnianej podjednostki wchodzi w interakcje z drugim dimerem (CD). Rozplatanie tego
regionu moze powodowac ostabienie spdjnosci tetrameru. Wstawienie linkeréw przyczynia

si¢ do zwigkszenia powierzchni interfejsu oraz stworzenia nowych mostkow solnych i wigzan
wodorowych. NHaza moze by¢ bardziej stabilna w formie tetrameru niz dimeru [19].
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Rozdziat 7. Analiza wynikéw symulacji: Badanie przyczyn Problemu C
czyli spadku aktywnosci przy rosnacym stezeniu amidow.

Produkcja akrylamidu w instalacjach biotechnologicznych mogtaby by¢ wydajniejsza,
a tym samym tansza, gdyby nie jeden problem: gdy stezenie produktu (akrylamidu) osigga
warto$¢ 50%, wowczas aktywnos$é wysokowydajnych NHaz spada niemal do zera [4].

Celem badan obliczeniowych, ktorych wyniki prezentowane sa3 w tym rozdziale, byta
préoba odpowiedzi na pytanie: Co dzieje si¢ z NHaza, ze w wysokich st¢zeniach produktu
enzym ten przestaje dziata¢? Analizujac literatur¢ mozna dojs¢ do wniosku, ze niektore
warianty NHazy przestaja juz pracowaé w stezeniach ok 18-20% produktu. Niektore, nawet te
natywne NHazy sg bardzo odporne na dosy¢ wysokie st¢zenia [4]. Wiemy, ze PtNHaza w
wariancie dzikim dziata w 20% stezeniu akrylamidu i na pewno przestaje dziata¢ w stgzeniu
50% akrylamidu [191]. Dlaczego? Przyczyn tej sytuacji moze by¢ kilka, najbardziej
prawdopodobne hipotezy przedstawiono w Rozdziale 2, przypominamy je ponizej:

@ Przyczyna zaniku aktywno$ci jest osiggniecie stanu réwnowagi reakcji
katalitycznej (prawo dzialania mas)

(b) Przyczyna jest zmiana struktury centrum aktywnego indukowana roztworem.

(© Rosngce stezenie akrylamidu powoduje ,,zatkanie” kanatéw transportowych i/lub
centrum Katalitycznego

(d)  Akrylamid indukuje denaturacje NHazy.

W tym rozdziale prezentowane sa nieopublikowane wyniki kilku serii 500 ns
symulacji dynamiki NHazy kolejno (1) w wodzie (2) roztworze 4%/10% nitrylu/amidu
ACA10 ACN4 (3) roztworze 4%/20% nitrylu/amidu ACA20 ACN4 (4) 20% amidu —
ACAZ20 oraz (5) 50% amidu — ACAA5O0.

Celem obliczen byta proba wychwycenia zmian strukturalnych lub zmian w dynamice
enzymu, w warunkach imitujgcych proces przemyslowy. Poniewaz nie mamy danych
technologicznych na temat tego w jakiej temperaturze biosyntezy sa prowadzone, zatozono
w symulacjach temperaturg stala 300K. Wedlug naszej najlepszej wiedzy, ponizej
prezentowane sg to pierwsze na S$wiecie tak obszerne wyniki symulacji NHazy w
rozpuszczalnikach niewodnych. Zhang i in. w roku 2023 opublikowali oceng wptywu ACA
na NHaz¢ w st¢zonych roztworach, sprawdzajac zwiekszong stabilno$¢ mutanta aL6T w
takim srodowisku [191]. Niemal we wszystkich opublikowanych wczeéniej badaniach NHazy
[6, 8-28] otoczenie sktadato si¢ wylacznie z samej wody i odpowiednich przeciwjonow.

7.1 Stabilnos¢ tetrameru, dimeru, pojedynczych domen

Modele NHazy oparte na strukturze o kodzie PDB 1IRE z P. thermophila zbudowano wedtug
procedury opisanej w Rozdziale 4 (Metody). Ocena wptywu rosngcego stezenia produktu na
biatko byla dokonywana w oparciu o szereg parametrow strukturalnych charakteryzujacych
dynamike enzymu: RMSD, RMSF, SASA, RoG, wybrane odleglosci itd. Celem
wydobywania tych charakterystyk bylo poréwnanie dynamiki biatka w czystej wodzie
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(oznaczanej dalej WAT), w roztworze 4 % ACN + 10% ACA, w roztworze 4 % ACN + 20%
ACA, w roztworze 20% ACA oraz w roztworze 50% ACA. Symulacje MD wykonywano
zawsze (zobacz protokoty z Rozdziatu 4) dla tetrametru afjfa biatka. W tym rozdziale, dla
utatwienia prezentacji i dyskusji wynikéw wprowadzamy oznaczenia podjednostek literami
tacinskimi, odpowiednio A, B, C, D (A, C — sa to podjednostki o, zas B, D — ). Analizy
parametrow strukturalnych przeprowadzano jednak rdznie: dla tetrameru (catosci), dimerow,
a w koncu dla pojedynczych domen. Celem tego zabiegu bylo wyizolowanie efektow
,wewnatrzdomenowych” od efektow wzajemnego ruchu domen NHazy. Dla utatwienia
Sledzenia dyskusji przedstawiono na Rysunek 7.1 jako$ciowy schemat tych uktadow, dla
ktorych obliczano poszczegdlne charakterystyki:

x

F

Rysunek 7.1 Ogodlna budowa uktadow NHazy poddawanych analizie: a) tetramer ABCD, b)
dwa dimery AB (czerwony/niebieski) i CD (zo6tty/pomaranczowy), C) cztery monomery A, B,
C,D.

7.2 Analiza RMSD dla tetrameru

Model biatka 1IRE ma 13630 atomow, otoczonych 64425 tysigcami molekut wody. Wykresy
RMSD mierzonego po polozeniach atomoéw szkieletu biatkowego tetrameru affa, czyli
ABCD, dla dwoéch trajektorii, dla kazdego z 5 badanych roztworéw przedstawiono na
Rysunku 7.2. Widzimy, ze nie wszystkie symulacje sa w pelni zbiezne, tzn. w zatlozonym
przedziale 500 ns zachodzg procesy reorganizacji struktury. W stosunku do struktury
startowej szczegoOlnie duze odchylenia zaobserwowano dla trajektorii WATI (faza plateau
ok. 5-6 A, Rysunek 7.2 a)), za$ najmniejsze odchylenia odnotowano dla roztworu ACA20
(faza plateau ok. 4-5 A, RMSD — Rysunek 7.2 d)).
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Rysunek 7.2 Wykresy odleglosci RMSD (w A) w stosunku do minimalnej struktury startowej
modelu mierzone po atomach cigzkich szkieletu tetrameru NHazy. Dla lepszego poroéwnania
danych na kazdym panelu umieszczono wykresy dla dwéch niezaleznych trajektorii po 500 ns
kazda oraz obie trajektorie uzyskane dla czystej wody (WATER). Panel a) roztwor 10%
akrylamidu 1 4% akrylonitrylu b) roztwor 20% akrylamidu 1 4% akrylonitrylu c¢) roztwor 20%
akrylamidu d) roztwoér 50% akrylamidu.

Ten wynik jest zaskakujacy, gdyz spodziewalibySmy si¢ denaturacji w silnie
zaburzonym w stosunku do wody roztworze ACAS50, a wida¢, ze rosnace stezenie akrylamidu
dziala wrecz stabilizujaco. Moze zmienia si¢ lepko$¢ roztworu, ale to wymagaloby odrgbnego
badania do$§wiadczalnego. Roznice pomigdzy poszczegdlnymi powtdrzeniami symulacji tez
s3 na ogdl duze, co nie jest zaskoczeniem zwarzywszy na dos$¢ luzng strukture tetrameru.
Szczegblny jest przypadek trajektorii 1 dla roztworu 20ACA 4ACN gdzie RMSD osiagga
warto$é 8 A (Rysunek 7.2 b)). Wskazuje to na poczatek szybkiej denaturacji albo istotna
zmiang struktury czwartorzedowej tetrameru.

Wiemy, ze NHaza wykazuje aktywnos$¢ katalityczng tylko w formie tetrameru [59]
lub oligomeréw o wyzszej masie czasteczkowej [50]. Wygenerowane z MD dane §wiadcza
o tym, ze nawet w czystej wodzie modelowa NHaza moze by¢ niestabilna w takiej formie.
Dane z wykresow z Rysunek 7.2. wskazuja, ze obecno$¢ amidu o rosngcym stezeniu nie
wptywa dramatycznie na struktur¢ czwartorzedowsa (tetrameryczna) NHazy. Oznacza to, ze
przynajmniej w krotkiej skali czasowej dostepnej tym symulacjom petna denaturacja NHazy
nie zachodzi, co ostabia bardzo mocno hipoteze d). Wigcej danych na temat wzajemnych
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ruchdw domen oraz przyczyn stosunkowo duzego RMSD w tych symulacjach daje analiza
dimerow i1 pojedynczych podjednostek przedstawiona ponize;j.

7.3 Analiza RMSD dla dimerow z centrami aktywnymi AB i CD
NHazy

Fakt, z2 RMSD w symulacjach tetrameru ro$nie nie oznacza jeszcze denaturacji
enzymu. Moze to wynika¢ z wzajemnego ruchu dimeréw, czy nawet poszczegdlnych domen
monomeryczych. By sprawdzié, co si¢ dzieje w badanym biatku obliczono odlegtosci RMSD
stosujac sukcesywnie naktadanie dimerow osobno AB i osobno CD. Wyniki przedstawiono
na Rysunku 7.3.
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Rysunek 7.3 Wykresy odlegtosci RMSD (w A) dla dimeréw AB w stosunku do minimalnej struktury
startowej modelu mierzone po atomach ci¢zkich szkieletu NHazy. Dla lepszego poréwnania danych na
kazdym panelu umieszczono wykresy dla dwoch niezaleznych trajektorii po 500 ns kazda oraz obie
trajektorie uzyskane dla czystej wody (WATER). Panel a) roztwor 10% akrylamidu i 4% akrylonitrylu
b) roztwor 20% akrylamidu i 4% akrylonitrylu c) roztwor 20% akrylamidu d) roztwor 50%
akrylamidu.

Jak wida¢ z Rysunku 7.3 dimery NHazy w wodzie zachowuja si¢ catkiem poprawnie.
Standardowo RMSD poczatkowo rosénie, do akceptowalnych wartosci ok. 3 A w kazdym
przypadku. Wykresy szybko si¢ stabilizujg, 1 mozna stwierdzi¢, ze w samej wodzie
poszczegbdlne dimery sg stabilne i1 nie rozplatajg si¢. Oznacza to, ze efekt rosnagcego RMSD
dla tetrameru, dyskutowany w poprzedniej sekcji, bierze si¢ z ruchu dimeréw wzgledem
siebie. Na wykresach dla AB zard6wno WATI1 jak i WAT2 wida¢ pewna tendencje do
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przyjmowania dwoch grup konformacji, jednak przejscia pomiedzy podstanami sg latwe i
stosunkowo szybkie. Efekt ten nie byl dalej doglebnie badany. Podobnie zachowuja si¢
dimery CD — zobacz Rysunek 7.4 — wykresy sa ,,ptaskie” tak jak oczekujemy od zbieznych
trajektorii, za§ RMSD stabilizuje si¢ na rozsadnym poziomie 3 A.

RMSD CD RMSD CD

WATER 1 WATER 1 —
WATER 2 WATER 2
ACA10 ACN4 1 ACA20 ACN4 1
5 | ACAL0 ACN4 2 i 5 | ACA20 ACN4 2

4t ) 4 IWWMWM mm
i s ettt £ it me&“ tilt!

‘W",q |4 Lo & ,. u k“ oAl ,-

2 b Ll q ZM%W

/
i

RMSD [A]
w

< E

*‘;

0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Time [ns] Time [ns]

RMSD CD RMSD CD

WATER 1
WATER 2
ACAS0 1
5 [ ACAS0 2

1 g M%M
iy t N"‘M’w w' W W"ﬁ |
e

WATER 1
WATER 2
ACA20 1
5 [ ACA202

RMSD [A]
RMSD [A]

Time [ns] Time [ns]

Rysunek 7.4 Wykresy odlegtosci RMSD (w A) dla dimeréw CD w stosunku do minimalnej
struktury startowej modelu mierzone po atomach cigzkich szkieletu NHazy. Dla lepszego
poréwnania danych na kazdym panelu umieszczono wykresy dla dwoch niezaleznych
trajektorii po 500 ns kazda oraz dwie trajektorie uzyskane dla czystej wody (WATER). Panel
a) roztwor 10% akrylamidu i 4% akrylonitrylu b) roztwor 20% akrylamidu i 4% akrylonitrylu
C) roztwor 20% akrylamidu d) roztwor 50% akrylamidu.

Na panelach a) z Rysunku 7.3 i Rysunek 7.4, obok wody, przestawiono ewolucje
strukturalng dimeréw NHazy w roztworze odpowiadajacym poczatkowej fazie produkeji,
zawierajagcym 10% amidu i 4% nitrylu. Dane RMSD nie rdznig si¢ od tych uzyskanych dla
wody, zatem wnioskujemy, Ze na tym poziomie st¢zen ani nitryle, ani amidy nie majg wpltywu
denaturujacego.

W odrdznieniu od tego, na panelach b) z Rysunku 7.3 i Rysunek 7.4, gdzie st¢zenie
amidu jest wieksze (20%) co najmniej jedna trajektoria ma znacznie wyzszg wartos¢ RMSD
(okolice 4 A) i wyrazny trend wzrostowy, co moze oznaczaé tendencje do rozplatania juz na
500 ns skali czasowej. Efekt taki wystgpuje zarowno dla dimeru AB (Rysunek 7.3 b)) jak 1
CD (Rysunek 7.4 b)).

74



Do interesujgcych wnioskéw prowadzi analiza paneli ¢) z obu omawianych zestawow
wynikéw (Rysunek 7.3 i Rysunek 7.4). W przypadku roztworu ACA20 tylko w dimerze CD
obserwujemy cze$ciowe zmiany konformacyjne, dla AB stabilno$¢ dimeru jest identyczna jak
w czystej wodzie. Zauwazmy, ze w przypadku danych z panelu b) wystepuje ok. 25% obcych
molekut i efekty strukturalne byly silnie zaznaczone, tutaj jest 20% i efekty sa nieco stabsze.
Z kolei na panelach d) z danymi dla roztworu ACAS50 o najwigkszym stezeniu amidow,
w odroznieniu od srodowiska wodnego, wszedzie widzimy wyrazng, stalg tendencje
wzrostowg. Dotyczy to zwlaszcza dimeru CD. W przypadku skrajnym ACAS50 widzimy,
ze warto$¢ RMSD nie oscyluje w okolicach 3 A, jak to bylo wczeéniej, a dochodzi do 5 A.

O sporym efekcie strukturalnym roztworéw amidow o duzym stgzeniu, np. ACAS0,
swiadczy dobitnie porownanie histogramow rozkladow wartosci RMSD prezentowanych
wczesniej na Rysunku 7.3 (ABCD) i Rysunek 7.4 (AB i CD). Zgodnie z oczekiwaniami
rozktady dla kompletnego tetramerycznego enzymu sa stosunkowo szerokie (Rysunek 7.5
panel a)) maksima rozktadéw dla wody i ACA20 sg potozone w poblizu, za§ maksimum
dla ACA50 jest przy wartosci RMSD o ok. 1 A wickszej 5-6 A vs 3-4 A. Kiedy patrzymy
na panel b) prezentujacy rozklady dla dimeréw, dla wody widzimy wyrazne maksimum
w okolicy 3 A. Histogram maksimum dla ACA20 jest znacznie szerszy, ale najciekawsze jest
silne przesunigcie 1 wyptaszczenie histogramu dla danych z roztworu ACAS50. Maksimum
w tym przypadku lokuje si¢ w okolicach 4 A, zatem coS$ si¢ z dimerami dzieje, gdy amidu jest
duzo.
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Rysunek 7.5 Histogramy odlegtosci RMSD (w A) obliczone dla a) tetrameru ABCD i b)
dimerow (AB 1 CD) - dane zagregowane.

Wyniki systematycznych analiz wykresow RMSD, na ktoérych jednak nie mozna
opiera¢ zbyt daleko 1dgcych wnioskow, Swiadczg o tym, ze w skali czasowej dostepnej w tym
projekcie (500 ns), juz przy przekroczeniu 20% stezenia amidow struktury AB 1 CD
podlegaja dtugookresowym zmianom konformacyjnym. Denaturacja enzymu w_ badanych
srodowiskach, w tej skali czasowej nie zachodzi. W roztworach o duzych stezeniach amidéw
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dimery podlegaja zmianom konformacyjnym. co mozna nazwaé¢ co najwyzej czesciowa albo
lokalna denaturacja.

7.4 Analiza RMSD dla pojedynczych domen A, B, C, D NHazy

Poréwnanie wykresow RMSD dla poszczegdlnych domen o (A, C) i B (B, D) moze
potencjalnie przynie$¢ najwiecej informacji o mozliwym wptywie denaturujacym duzych
stezen amidow. Dlatego na wykresach z danymi (Rysunki 7.6 - 7.9) wszedzie zamieszczono
wykresy wlasciwe dla czystej wody (WATER1, WATER?2).

Domena A:

RMSD A RMSD A

6 T 6
WATER 1 WATER 1
WATER 2 WATER 2

ACA10 ACN4 1 ACA20 ACN4 1
5 [ ACA10 ACN4 2 E 5 [~ ACA20 ACN4 2

RMSD [A]
RMSD [A]

RMSD A RMSD A

WATER 1 WATER 1
WATER 2 WATER 2
ACA20 1 ACAS0 1
5 | ACA202 , s | AcAs0 2

RMSD [A]
RMSD [A]

Rysunek 7.6 Wykresy odlegtosci RMSD (w A) dla podjednostki A NHazy w stosunku
do minimalnej struktury startowej modelu mierzone po atomach cigzkich szkieletu. Dla
lepszego pordéwnania danych na kazdym panelu umieszczono wykresy dla dwoch
niezaleznych trajektorii po 500 ns kazda oraz dwie trajektorie uzyskane dla czystej wody
(WATER). Panel a) roztwor 10% akrylamidu 1 4 % akrylonitrylu b) roztwor 20% akrylamidu 1
4 % akrylonitrylu c) roztwor 20% akrylamidu d) roztwor 50% akrylamidu.
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Domena B:

RMSD B RMSD B
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Rysunek 7.7 Wykresy odlegtosci RMSD (w A) dla podjednostki B NHazy w stosunku
do minimalnej struktury startowej modelu mierzone po atomach cigzkich szkieletu. Dla
lepszego pordéwnania danych na kazdym panelu umieszczono wykresy dla dwoch
niezaleznych trajektorii po 500 ns kazda oraz dwie trajektorie uzyskane dla czystej wody
(WATER). Panel a) roztwér 10% akrylamidu i 4% akrylonitrylu b) roztwor 20% akrylamidu
1 4% akrylonitrylu c) roztwér 20% akrylamidu d) roztwoér 50% akrylamidu.
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Domena C
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Rysunek 7.8 Wykresy odlegtoéci RMSD (w A) dla podjednostki C NHazy w stosunku
do minimalnej struktury startowej modelu mierzone po atomach cigzkich szkieletu. Dla
lepszego poréwnania danych na kazdym panelu umieszczono wykresy dla dwoch
niezaleznych trajektorii po 500 ns kazda oraz dwie trajektorie uzyskane dla czystej wody
(WATER). Panel a) roztwor 10% akrylamidu i 4% akrylonitrylu b) roztwér 20% akrylamidu
1 4% akrylonitrylu c) roztwor 20% akrylamidu d) roztwor 50% akrylamidu.

78



Domena D

a) b)
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Rysunek 7.9 Wykresy odlegtosci RMSD (w A) dla podjednostki D NHazy w stosunku
do minimalnej struktury startowej modelu mierzone po atomach ciezkich szkieletu. Dla
lepszego poréwnania danych na kazdym panelu umieszczono wykresy dla dwoch
niezaleznych trajektorii po 500 ns kazda oraz dwie trajektorie uzyskane dla czystej wody
(WATER). Panel a) roztwoér 10% akrylamidu i 4% akrylonitrylu b) roztwér 20% akrylamidu
14% akrylonitrylu c) roztwor 20% akrylamidu d) roztwor 50% akrylamidu.

Analiza wykresow RMSD dla indywidualnych domen przedstawionych na Rysunkach
7.6-7.9 prowadzi do bardzo intersujacych wnioskow: Wzrost stezenia obcych ligandow ACN
1 ACA w zasadzie w bardzo malym stopniu zaburza podjednostki o NHazy. Na Rysunku 7.6
(domena A) 17.9 (domena C) wszystkie wykresy sg niemal ptaskie, podobne do tych dla
wody, a RMSD z gtéwnej czesci trajektorii nie przekracza 3 A. Mozna zaryzykowaé teze: nic
si¢ nie dzieje. Dla odmiany na wykresach z Rysunek 7.7 (domena B) oraz Rysunek 7.9
(domena D) mamy wykresy niekiedy wyraZznie wznoszace si¢ (np. Rysunek 7.9 d)), zmiany
konformacyjne (Rysunek 7.9 c)), a nawet objawy rozplatania domeny (Rysunek 7.7 d)),
roztwor ACAS0). Symulacje MD pokazuja, ze wysokie stezenie amidu ma wplyw
na stabilno$¢ i konformacje indywidualnych podjednostek . Sprawdzimy, czy ta hipoteza
znajdzie odzwierciedlenie w innych parametrach dynamicznych obliczonych w tym projekcie.
Warto tutaj wspomnie¢, zeprzy badaniu termostabilnosci  podobnie uwaza
sie, ze podjednostka o jest bardziej stabilna niz podjednostka B 1 to czgsciej w tej drugiej
podjednostce wprowadza si¢ mutacje poprawiajace termostabilno$é [27].
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7.5 Analiza fluktuacji potozen aminokwasow - parametry RMSF

Parametr RMSF opisujacy fluktuacje indywidualnych aminokwaséw w trakcie symulacji
ma duzg warto$¢ informacyjng. Na rysunkach 7.10 1 7.11 przedstawiono w sposob
porownawczy fluktuacje obliczone dla zagregowanych (potaczonych) danych w dwdch 500
ns trajektorii dla wszystkich badanych w ramach tej rozprawy srodowisk NHazy (roztworow).

Niskie fluktuacje $wiadcza, ze dany rejon biatka jest sztywny i zachowuje swoja
strukture. Brak zmiany parametrow RMSF dla danego rejonu oznacza, ze zmieniajace
si¢ otoczenie nie ma wpltywu na dynamike znajdujacych si¢ tam aminokwaséw. Z kolei
zaobserwowanie duzych zmian w RMSF przy zmianie otoczenia biatka oznacza, ze roztwor
destabilizuje pewne obszary i1 zaburza w tej sposob funkcje enzymatyczne. Dyskusje
rozpoczniemy od analizy Rysunku 7.10, gdzie osobno przedstawiono RMSF dla podjednostek
o (lewa strona) i B (prawa strona) w wodzie, roztworze ACA10 ACN4 oraz ACA20 ACN4.

RMSF av AC (aq) RMSF av 80 (88)

| |
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RMSF av AC (a0) RMSF av 8D (88)
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Rysunek 7.10 RMSF dla podjednostek o (lewa strona) i B (prawa strona) w wodzie,
roztworze ACA10 ACN4 oraz ACA20 ACNA4.
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Widzimy z Rysunek 7.10, ze odpowiedz NHazy na wzrost produktu, dyskutowana w tym
podrozdziale, moze by¢ trojaka:
(a) brak wptywu
(b) wigkszy lub mniejszy wzrost fluktuacji w roztworach ,,niewodnych”
(c) efekt stabilizujacy amidu (spadek RMSF).

Na Rysunek 7.10 sg przyktady wszystkich tych sytuacji, chociaz dominuje przypadek
a) czyli wplyw otoczenia jest niewielki (na poziomie szumu). Szczegdlnie wazne jest
to z punktu widzenia dynamiki centrum aktywnego znajdujacego si¢ w podjednostce a.
W podjednostce o znajduja si¢ aminokwasy tworzace centrum aktywne [28]. Dane
obliczeniowe pokazujg, ze bezposrednie otocznie jonu kobaltu (pierwsza sfera
koordynacyjna) nie zmienia swojej dynamiki w roztworach typu ACA10 ACN4 (Rysunek
7.10 a), nieco silniejsze zmiany pojawiaja si¢ dla ACA20 ACN4 (Rysunek 7.10 ¢) i dotyczy
to aminokwasow 108 i 111, 112, 113 oznaczonych kropka na wykresie. Co zaskakuje, to fakt,
ze w rejonie 125-150 podjednostek a (helisy H7, H8, H9, Rys. Rysunek 7.10 a), zaréwno dla
roztworu 10% jak 1 20% amidu widzimy wrecz spadek fluktuacji w stosunku do wody, czyli
przypadek c). Z licznych analiz kanaldow NHazy umozliwiajacych dojécie substratu
do centrum aktywnego wynika, Ze omawiany rejon w znacznym stopniu pokrywa si¢ z
wejsciem do kanatu glownego. Wraz ze wzrostem stgzenia ACN czy ACA ligandy te
wypieraja wode i1 lokuja si¢ w obszarze kanatu (bedzie to dyskutowanie w dalszej czegsci).
Stosunkowo duze molekuty ligandow ACA 1 ACN ,zatykaja” kanat i tym samym nieco
ograniczaja zwykta swobod¢ konformacyjna obszaru wejsécia, okolice 125-135 aminokwasu
podjednostki a.
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Rysunek 7.11 Obszary, w ktorych fluktuacje rosng (pomaranczowe strzalki) i maleja (zielona
strzatka) po przejsciu z otoczenia wodnego do roztworu ACA10 ACN4.

Z kolei w podjednostkach B (Rysunek 7.10 b), d) stabilizacja jest mata i wystepuje rzadko
(np. 50-70), za to mamy do czynienia z wyrazng destabilizacja rejondow B: 30-50 (helisa BH1)
oraz 100-125 (petla przy helisach BH5-6 i helisa BH6). Efekt jest bardziej wyrazny dla
ACA20 niz ACA10, i wnosimy stad, ze rosngce stezenie amidow wptywa na dynamike tych
dwoch obszaréw. Aminokwasy 20-50 budujg helis¢ tworzaca ,,gorng” cze$¢ kieszeni nad
centrum katalitycznym oraz cze$¢ wejscia do kanatu.
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Rysunek 7.12 RMSF dla podjednostek o (lewa strona) i B (prawa strona) w wodzie i w
roztworze ACA20 i ACASO0.
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Wzrost fluktuacji w tym rejonie, czyli petli przy helisach H5-6 1 helisy BH6, jest
szczeg6lnie dramatyczny dla roztworu ACAS0 (Rysunek 7.12 b)). Widzimy, ze wielko$¢
fluktuacji koreluje dobrze ze stezeniem amidu. Obszar ten wyrdzniono strzatka czarng
na Rysunek 7.13. fragment ten oddzialuje z podjednostka a. Helisa BH6 w tym wariancie
NHazy uwazana jest za fragment wykazujacy si¢ niska termostabilno$cig. Jej zamiana
z wariantu bardziej stabilnego termicznie powodowata, ze NHaza stawata si¢ bardziej
termostabilna [190]. Wynika ztego, ze utrata aktywno$ci w wysokich stezeniach
przynajmniej cze¢sciowo moze mie¢ ten sam czynnik jak w przypadku utraty aktywnosci
w wysokiej temperaturze.

Rysunek 7.13 Obszar podwyzszonych fluktuacji w roztworach o duzych stezeniach amidow,
na przyktad ACA50.

Jest to pierwszy objaw wczesnej denaturacji biatka w sytuacji, gdy amidow jest bardzo
duzo. To mogloby tlumaczy¢ obserwowany spadek aktywnosci enzymu i1 zahamowanie
produkcji amidu wéwczas, gdy roztwor jest silnie amidem nasycony. Co ciekawe, dynamika
(przynajmniej fluktuacje) w podjednostce a nie jest zbyt zaburzona w ACAS0 (Rysunek
7.12). Dotyczy to réwniez obszaru centrum aktywnego. Rejon o 125-150, podobnie jak
poprzednio (Rysunek 7.10 a), ¢) w roztworach ACA20 i ACAS50 ulega wrecz stabilizacji
(fluktuacje sa mniejsze niz w wodzie).

7.6 Ocena dostepu molekul rozpuszczalnika do biatka - SASA

NHaza w czasie procesu biotechnologicznego wystepuje €O najmniej w formie
tetramerycznej. Tetramer ten ma zwartg globularng budowg i tylko dzigki kanatom substraty
moga dotrze¢ do centrum aktywnego i wlasnie kanaty sg niezbedne by produkty opuscity
biatko. Ksztatt ogdlny NHazy, a co za tym idzie dostepnos¢ centrum katalitycznego, moze

83



zaleze¢ od srodowiska, w ktorym biatko si¢ znajduje. Uzytecznym parametrem pozwalajacym
Sledzi¢ pewne aspekty zmian konformacyjnych biatka jest parametr SASA (Solvent
Accessible Surface Area) wyrazany zwykle w A% W sekcji tej analizowane sa wyniki
obliczen tego parametru uzyskane przy pomocy programu opartego na narz¢dziach VMD
[58]. Dane SASA dla tetrameru ABCD przedstawiono na

Rysunek 7.14.
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Rysunek 7.14 Ewolucja SASA (w A?) teterameru NHazy dla réznych roztwordow,
porownanie z wynikami dla wody.

Z Rysunku 7.13 mozna zauwazy¢ natychmiast, ze SASA obliczone dla NHazy
w wodzie (kolory niebieskie) osiaga wartosé¢ 4100-4200 A? i w trakcie symulaciji, po okresie
ekwilibracji, pozostaje w zasadzie stale. Mozna oceni¢, ze nieuniknione fluktuacje
tej wartoéci sa na poziomie 1000 A2 Dla roztworéw ACA20 (kolory zielone, Rysunek 7.14
c)) woda jako rozpuszczalnik ma wigkszy dostep do powierzchni biatka — SASA oscyluje w
granicach 4400-4500 AZ. Interesujace sa przypadki ACAS0 (Rysunek 7.14 d)), gdzie dla
jednej trajektorii wartosci SASA s3 jeszcze wigksze (4600-4800 A?), zas dla drugiej SASA
wrecz monotonicznie roénie (od 3800 na starcie, do ok. 5000 A? w okolicy 500 ns, Rysunek
7.14 d). Oznacza to, ze w tym przypadku efekt ACA jest bardzo silny i bialtko zaczyna
rozluznia¢ si¢, a moze nawet denaturowaé, w sensie powaznej zmiany struktury
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czwartorzedowej. Dopiero analiza szczegotowa sktadnikow SASA moze nam podpowiedzie¢

z czego wynikaja obserwowane efekty strukturalne.

Na

Rysunek 7.15 oraz

Rysunek 7.16 porownano SASA dla dimeréow NHaz AB (panele lewe) oraz CD
(panele prawe) w badanych S$rodowiskach o rosngcym stezeniu amidéw z wartosciami

obliczonymi dla wody.
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Rysunek 7.15 Poréwnanie SASA dla dimeréw NHaz a) AB b) CD w roztworze ACA10
ACN4 oraz ¢) AB i d) CD w roztworze ACA20 ACN4 w warto$ciami dla wody (kolor

niebieski).
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Rysunek 7.16 Poréwnanie SASA dla dimeréw NHaz a) AB b) CD w roztworze ACA20
oraz ¢) AB i d) CD w roztworze ACA50 w wartosciami dla wody (kolor niebieski).

Analiza wykresow dla obu dimeréw prowadzi zasadniczo do tych samych wnioskow:
warto$¢ SASA rosnie wraz z rosngcym stezeniem ACA czy tez dodatkiem ACN. Oznacza
to, ze sam kompleks podjednostek a i  jest wrazliwy na obecnos$¢ ,,obcych” ligandow. Efekty
te sa wyrazne w rozworach 20%, za$ bardzo powazne rozluZznienie struktury dimerycznej
obserwujemy dla ACA50. SASA dla dimeru w wodzie oscyluje w granicach 2200-2300 A?
w roztworach 20% 2300-2500 A%, zas w 50% - 2400-2500 A% Wzrost powierzchni enzymu
indukowany obecno$cig produktu reakcji hydratacji sigga zatem 10 procent. Jest to powazny
efekt, nie odnotowywany wczes$niej w literaturze. Mozna przypuszczaé, Ze reorganizacji
struktury enzymu, nawet na poziomie dimeru, zmienia jego aktywno$¢ poniewaz procesy
transportowe beda przebiegaly inaczej, geometria kanatdow nie pozostaje stala w trakcie
sukcesywnego generowania kolejnych molekut amidu. Wzrost wartosci SASA ma tez
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zwigzek z czgsciowa denaturacjg aminokwasow 100-125 z podjednostki B (petla pomigdzy
helisami H5 i H6 i helisa BH6), co wida¢ byto na wykresach RMSF. Rozplatanie tego
fragmentu powoduje, ze przestaje on po czesci oddzialywaé z reszta biatka (gldwnie
z podjednostki a) i tworzy si¢ wolna przestrzen, pod petla i helisa, w ktérag wchodzi solwent.

Wiemy, ze do wydajnej katalizy NHaza powinna zachowywa¢ strukture przynajmniej
tetrametru. Przy pomocy specjalnego skryptu policzono tzw. SASA réznicowe (Rysunek
7.17). Jest to réznica pomiedzy SASA dla dimeru w obecnos$ci drugiego dimeru (geometria
z tetrameru) i bez tego dimeru. Réznica w tych polach SASA daje pole powierzchni
oddziatywania z drugg podjednostkg. Dla zwigkszenia precyzji w kazdej ramce symulacji
pola powierzchni oddziatywania z druga podjednostka byta liczona zaréwno dla AB jak i CD
a nastgpnie usredniana. Uzyskane rezultaty byly zbiezne z polem oddziatywania
wyznaczonymi przez serwer PDBSum [57].

SASA ABCD interface

e

e W\WWWW W o W WWW ”’J

Rysunek 7.17 Ewolucja parametru SASAinerface NHazy w badanych roztworach. Parametr
SASAinterface IUstruje powierzchnie styku dimeréw AB oraz CD w tetramerze ABCD.

Jak widzimy z Rysunek 7.17 powierzchnia kontaktu tez znacznie zalezy od rodzaju
roztworu, w ktérym znajduje si¢ modelowany uktad. Co ciekawe, analizujac dane dla same;j
wody szacujemy, ze po ekwilibracji parametr ten waha si¢ od 1200 A% do 1600 A? a czasem
na krotko spada do 1000 A% wiec nie jest to kontakt sztywny, tylko raczej luzny. Wplyw
otoczenia na wielko$¢ powierzchni tak obliczonego interfejsu nie jest jednoznaczny.
Napanelu a) z Rysunku 7.16 widzimy, ze kontakt migedzy dimerami AB i CD jest
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w roztworze ACA10 ACN4 wrecz lepszy niz w wodzie. W roztworze ACA20 (panel c)) ani
nawet w roztworze ACA50 nie obserwujemy roznic w stosunku do wody. Za to na panelu
Rys.7.16 b) jedna z trajektorii dla ACA20 ACN4 miata wyrazny ,,incydent” polegajacy na
czgsciowej dysocjacji obu dimerow, gdyz dyskutowany parametr spadt przy 250 ns
do poziomu 600-700 AZ.

Podsumowujac te czgs¢ badan mozna stwierdzi¢, ze powierzchnia kontaktu pomiedzy
podjednostkami o i B nie jest stala, obszar ten podlega sporym fluktuacjom. Na dost¢pnej
skali czasowej 500 ns nie zauwazono by wzrost stezenia amidéw jako$§ dramatycznie
dysocjowal tetramer. Warto przypomnie¢, ze dimery AB i1 CD nie s3 potaczone
kowalencyjnie, wigzg si¢ gloéwnie sitami van der Waalsa i nielicznymi wigzaniami
wodorowym. W obszarze tego interfejsu zaobserwowano w symulacjach nie tylko wode, ale
rowniez molekuty ACN 1 ACA. Warto zbadan doswiadczalnie czy obszar ten nie jest
zaangazowany w alternatywny transport substratéw 1 produktéw do/z centrum aktywnego.

7.7 Odleglosci miedzy Srodkami mas dimerow. Analiza RoG

Prostym testem potencjalnego wplywu otocznie na struktur¢ tetrameru NHazy jest
poréwnanie wykresow odlegltosci pomigdzy dimerami AB i CD zaprezentowane na Rysunek
7.18

Odleglos¢ pomiedzy sroc @
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FFFFF

Rysunek 7.18 Odlegto$¢ pomigdzy srodkami mas w podjednostkach AB i CD enzymu
W rdznych roztworach.
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W  naszym  modelu  dystans ten  poczatkowo  szybko = zwigksza
sie Z , krystalograficznego” 40 A, do wartosci ok. 42-44 A. Jak zauwazono wczeéniej efekty
otoczenia nie zmieniajg znaczaco tego parametru. Wida¢ jednak dwa istotne zdarzenia:
w jednej z symulacji w wodzie (jasnoniebieski wykres) pod koniec wygenerowanej trajektorii
(ok 450 ns) mamy wyrazny (ale chwilowy) wzrost wartosci odlegtoéci do ok. 48 A.
Wydarzenie takie, znacznie silniejsze i dluzej trwajace, wystgpito rowniez dla roztworu
ACA20 ACN4 (Rysunek 7.18 b) kolor czerwony). Po dtuzszym czasie (ok 200 ns) rowniez w
tym przypadku nastgpit powrot do typowej odleglosci dimer-dimer. Obserwacje takich
zdarzen sg zbyt malo liczne by wycigga¢ powazniejsze wnioski, ale mozna spekulowac,
ze W trakcie swojej aktywnosci katalitycznej NHaza przez pewne okresy traci strukturg
czwartorzgdowsa, rozluznia interfejs AB/CD i1 by¢ moze w ten sposob modyfikuje dostgp
do centrum katalitycznego. Potwierdzenie lub odrzucenie tej hipotezy wymaga
przeprowadzenia znacznie wigkszej liczby dtuzszych symulacji (np. 10-20), co obecnie jest
bardzo kosztowne.

Obserwacje poczynione powyzej w oparciu o prosty parametr odlegtosciowy sa potwierdzone
danymi zamieszczonymi na Rysunek 7.19, gdzie przedstawiono promien bezwtadnosci, czyli
RoG (radius of gyration) dla tetrametru NHazy w r6znych roztworach.

Radius of gyration ABCD
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Rysunek 7.19 Zmiana parametru promien bezwtadnosci (RoG) catego tetrameru ABCD
enzymu w roznych roztworach.

Widzimy, Ze poza jednym ,,incydentem” dla jednej z trajektorii w wodzie (okolice 450
ns) jest on tak jak bySmy oczekiwali staly. W roztworach o matych stezeniach ligandow
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(ACA10 ACN4) zalezno$¢ RoG od czasu jest tez bardzo mata i NHaza jest stabilna i moze
nawet nieco bardziej zwarta (Rysunek 7.19 a)). Jednak dla ACA20 ACN4 (Rysunek 7.19 b))
W jednej z trajektorii mamy wyrazne rozluznienie struktury NHazy. W trajektoriach dla
ACA20 (Panel c) Rysunek 7.19) tego nie wida¢, ale w panelu d, w roztworze ACA50
fluktuacje struktury tetrameru sg juz wigksze niz w wodzie. Zmiany RoG, poza tym jednym
»incydentem” potwierdzajg wczesniejsze obserwacje, ze na skali 500 ns nie ma wyraznej
denaturacji biatka, nawet w srodowisku z duzym stezeniu amidu.

7.8 Dynamika tetrameru NHazy. Mody normalne i macierze
korelacji.

Uzytecznym zrodtem informacji o dynamice bialek jest analiza modéw normalnych. Drgania
NHazy o niskich czestosciach majg zwykle duza amplitud¢ i moga mie¢ znaczenie
fizjologiczne. Korzystajac z pluginu ProDy [103] w pakiecie VMD [58] obliczono mody
drgan NHazy stosujac wyjsciowa strukture oparta na 1IRE pdb. Do analizy przyjeto
standardowy w ProDy model gruboziarnisty biatka oraz Anisotrophic Network Model (ANM)
[104]. Drgania atomdw sa reprezentowanie graficznie przy pomocy narzedzia ProDy i VMD.
Kilka rzutow dla modu o najnizszej czgstosci (mod1) dla przedstawiono na Rysunek 7.20.

Widzimy, ze mozna wyrdzni¢ pewne fragmenty podjednostek, zarowno w a jak i w f3,
ktére w tym modzie wykazuja kolektywne ruchy. Nie zauwazono by cate podjednostki A, B,
C czy D stanowily takie klastry, dynamika NHazy jest bardziej ztozona. Ruchy te, trudne
do opisania w tekscie (mozliwe ruchy ,,oddychajace”, panel c) Rys. Rysunek 7.20) maja
wplyw na pewne odleglosci krytyczne dla transportu ligandow w kanalach wiodacych do
jonow kobaltu.
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b)

Rysunek 7.20 Wybrane rzuty pierwszego modu NHazy obliczone metodg gruboziarnistg
ANM [103, 104]

Dla dokladniejszego zbadania wybranych fragmentow podjednostek B wykonano
analize korelacji i obliczono macierze wzajemnej korelacji DCCM z uzyciem programu
Bio3D z pakietu statystycznego R [100]. Do analiz wybrano ostatnie 400 ns trajektorii i tylko
te fragmenty podjednostek B, ktore z analiz graficznych wygladaly na najsilniej skorelowane.
Wyniki przedstawiono na Rysunek 7.21. Na tych diagramach kolor jasnoniebieski oznacza,
ze ruchy odpowiednich rejondéw sa skorelowane (fragmenty poruszaja si¢ w t¢ samg strong),
za$ kolor filetowy, ze sg anty-skorelowane (w przeciwne strony). Analizujac barwy widzimy
wyrazny efekt rozpuszczalnika, ktory sprawia, ze odlegle w sekwencji, ale skorelowane
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dynamicznie rejony podjednostek B w wodzie, tracg stopniowo poziom tej korelacji gdy
stezenie amidu znaczaco rosnie. Oznacza to, ze chociaz powaznej denaturacji enzymu pod
wplywem rosngcego stezenia amidu nie ma, to zdolno$¢ do propagowania informacji
strukturalnej wyraznie stabnie. Mozna przypuszcza¢, ze dynamika rejonéw tuneli jaki
centrow aktywnych w tetramerze tez jest zaburzona gdy amidow powstaje coraz wigce;.
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Residue Cross Correlation

0.5

- 0.0

Residue No.

- -0.5

Residue No.

Rysunek 7.21 Macierze korelacji dla wybranych fragmentow podjednostek B w NHazie,
dla r6znych roztworow, od gory: woda, ACA20, ACA50. Opis analizowanych fragmentow

przedstawiono na Rysunek 7.22

Rysunek 7.22 llustracja opisu Rysunek 7.21 Fragmenty wybrane do analizy macierzy kros-
korelacji dla fragmentow podjednostek B oraz kody koloréw na macierzy korelacji (Rysunek
7.21): (1) p37-85 (czerwony), (2) p150-227 (pomaranczowy), (3) p’37-85 (zo6tty), (4) B’ 150-

227 (zielony).
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Jakosciowe zrozumienie ujawnionych ruchéw (dynamiki) NHazy utatwia diagram
przedstawiony na Rysunek 7.23, ktory nalezy analizowa¢ w polaczeniu z Rysunek 7.21.

Rysunek 7.23. Ilustracja opisu Rys. 7.20 i Rys. 7.21, ruchy domen NHazy wynikajgce z macierzy
kros-korelacji.

7.9 Badanie rozkladu amidow w NHazie. Kontakty ligandow
z bialkiem

W miar¢ produkcji enzymatycznej amidoéw ich stezenie w roztworze rosnie, zatem ro$nie
tez prawdopodobienstwo, ze amidy beda wnika¢ do NHazy, ewentualnie obsadza¢ miejsca
na powierzchni biatka konkurujac z molekutami wody. Do badania tego procesu
wykorzystano specjalnie napisany program w jezyku C przez mgr. Lukasza Damsa, bylego
studenta prof. W. Nowaka, aby zmierzy¢ arbitralnie zdefiniowane kontakty molekut ACA
z atomami poszczegdlnych aminokwasow z NHazy. Przyjeto zatozenie, ze kontakt
ma miejsce wtedy, gdy odlegto$§¢ pomigdzy jakimikolwiek atomami z obu molekul (ligand,
badany aminokwas) jest mniejsza niz 3.5 A. Wyniki zebrano w dwoch Rysunek 7.24
1 Rysunek 7.25, zauwazmy, ze z powodu ilo$ci danych kazdy rysunek ma kilka czesci.
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Rysunek 7.24 Liczba kontaktow (r<3.5 A) amidéw z poszczegdlnymi aminokwasami
podjednostki o NHazy. Dane zagregowane.
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Rysunek 7.25 Liczba kontaktéw (r<3.5 A) amidow z poszczegdlnymi aminokwasami podjednostki B
NHazy. Dane zagregowane.

Jak widzimy z Rysunek 7.24 i Rysunek 7.25 szacunkowo tylko niewielka grupa ok. 5-
8% aminokwasow NHazy ma szczegolnie czgsty kontakt z amidami (zobacz Rysunek 7.27,
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reprezentacja licorice). Mozna przypuszczaé, ze rejony, w Kktorych te aminokwasy
si¢ znajduja, oznaczaja obszary wazne w transporcie produktu. Oczekujemy, ze beda
to np. tunele transportowe, ktorymi amid opuszcza biatko. Sa to tez miejsca, ktore
potencjalnie moga (poprzez obecnos¢ amidéw, indukujacych subtelne zmiany
konformacyjne) dezaktywowacé enzym, kiedy stezenie amidow osigga doswiadczalne 50%.
Dlatego na Rysunek 7.27, w kolorze czerwonym wyrdzniono te aminokwasy, ktore zyskaty
najwigcej kontaktow przy wzroscie stezenia amidu z 20% do 50%, co wigcej, przyjeto
do selekcji dodatkowe kryterium by byly ulokowane raczej wewnatrz biatka, czyli miaty
te aminokwasy niskg wartos¢ indeksu SASA. W  wickszosci sg to aminokwasy
powierzchniowe i wzrost ilo$ci kontaktéw dla tych aminokwasow jest zrozumiaty w wyzszym
stezeniu. Jesli z analizy wykluczymy aminokwasy powierzchniowe, okazuje
si¢, ze zwigkszonymi kontaktami zamidami wykazuje si¢ tylko kilka aminokwasow.
Sa to gtdéwnie aminokwasy z podjednostki B: Val4, Tyr5, Leull5, Phell8, Ile177 oraz jeden
aminokwas z podjednostki o: Phel49 (Rysunek 7.24). Co ciekawe wszystkie te aminokwasy
poza tyrozyna sa hydrofobowe. Val4 znajduje si¢ na interfejsie dwoch dimerdéw 1 oddziatuja
ze soba poprzez oddziatywania hydrofobowe (Val4 z podjednostki B z Val4 z podjednostki
D). Pomimo znacznego zwigkszenia kontaktow amidéw z tymi aminokwasami z interfejsu
dwodch podjednostek nie zaobserwowano zwigkszenia odlegtosci pomiedzy podjednostkami
w wyzszych stezeniach. Moze to oznacza¢, ze amid w tym miejscu blokuje cze$ciowo
allosterycznos$¢, jesli ona istnieje. BTyrS pomimo, ze sekwencyjnie wystepuje blisko Val4, jej
tancuch boczny skierowany w kierunku waznej od strony aktywnos$ci katalitycznej Argl57
(odlegto$é w krysztale ponizej 4A) [23], [19], [183] .
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Rysunek 7.26 Histogram odlegtosci pomiedzy aminokwasami Cys111 Argl57 a) oraz Cyslll
Arg52 b). Zaleznos¢ od rodzaju roztworu.

Analiza odlegtosci pomigdzy Argl57 oraz centrum aktywnym (Rysunek 7.26)
pokazuje, ze w szczego6lnosci w 50% stezeniu amidu aminokwas ten nie oddziatuje tak jak w
wodzie i wida¢ bardzo duzo zliczen odlegtosci powyzej 4.5A (w wodzie wiekszoéé zliczen
odlegtosci jest migdzy 3 a 3.5A). Wskazuje to, ze zaburzenie dynamiki arginin oddziatujacych
bezposrednio z centrum aktywnym moze mie¢ wplyw na aktywno$¢ katalityczng, zmieniajac
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rozklad tadunkéw w poblizu centrum katalitycznego. Aminokwasy PLeull5, PPhell8
znajduja si¢ w helisie H6, o ktorej dyskutowano juz w poprzednich rozdziatach. Zwigkszone
oddziatywania z tymi aminokwasami moga by¢ przyczynkiem do cze¢§ciowego rozplatania
biatka w obszarze od f110 do B125 (zwigkszone RMSF). Ostatni aminokwas z podjednostki 3
— 1le177 znajduje si¢ w waznym fragmencie enzymu zlozonego z kroétkiej helisy H8 i petli z
aminokwasami o numerach od 185 do 190, blisko poczatku kanalu. Fragment ten byl
dyskutowany w poprzednich artykutach jako niezwykle wazny [23], bo stabilizuje on dwie
wspomniane wczesniej argininy z tancucha B (52 1 157). Wida¢, ze zaburzenie jednego tylko
aminokwasu z tego regionu moze zaburzy¢ oddziatywania arginin z centrum katalitycznym.

/

Rysunek 7.27 Potozenie aminokwasow (licorice), ktore majg najwiecej kontaktow
Z molekutami amidéw. Kolorem czerwonym wyr6zniono te aminokwasy, ktore miaty mato
kontaktoéw w ACAZ20 za$ pojawily si¢ w wykazie duzych czgstosci dla ACASO.

Z Rys. 7.24 widzimy, ze krytyczne dla modulacji aktywnosci enzymu moga by¢
obszary wejscia do gléwnego kanahi, okolice BLeull5 i BPhell8 (nalezace do helisy 6)
a takze Plle177 oraz aPhel49 , obszar interfejsu AB/CD BVal4. Ciekawie wyglada analiza
kontaktow amidow z aminokwasami tworzacymi centrum aktywne (Cys108, Cys111 Ser112
i Cys113) oraz jon metalu. Sposrdd tych aminokwasow istotne oddziatywania z amidami
mozna zauwazy¢ tylko z Cys11ll i Serll2 (okoto 50% maksymalnej liczby kontaktow),
natomiast pozostale aminokwasy z centrum i jon metalu (ponizej 1,5% maksymalnej liczby
oddziatywan w obu przypadkach) prawie w ogdle nie oddzialuja z amidami. Co wigcej
w ACA50 widzimy wrecz zmniejszenie liczby kontaktow. Wskazuje to, Ze samo centrum
aktywne nie jest w Zaden sposob zaburzane przez wysokie st¢zenia amidow.

Jesli spojrze¢ na inne aminokwasy istotne dla katalizy, tj aGIn89, BArg52, BArgl57,
BTyr68 PTrp72 - publikacje [19, 23, 36, 43, 183, 192, 193] (dwa ostatnie znajduja
si¢ bezposrednio nad centrum katalitycznym 1 biorg udzial w orientowaniu substratu
wzgledem centrum) to ponownie nie wida¢ zadnych réznic w ilo$ci kontaktow z tymi
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aminokwasami. Oznacza to, ze samo centrum oraz jego najblizsze sgsiedztwo dobrze
chronione sg przed duzg iloscig amidow. Amidy majg jednak posredni wptyw na PArg52
i BArgl57, co przedyskutowano w poprzednim akapicie.

7.10 Analiza kanalow w NHazie

Centra aktywne enzymow czesto schowane sg do$¢ gleboko w strukturze biatka [83] i proces
katalityczny wymaga transportu substratow do centrum i usuwania produktéw z centrum.
Sciezki dojécia sa przedmiotem intensywnych badaf, czesto z wykorzystaniem metod
symulacyjnych, przykladem mogg by¢ publikacja z naszej grupy [194, 195]. Kanaly
w NHazie byly juz przedmiotem badan teoretycznych [8, 9, 12, 13] Wczesniejsze prace
wykonywano w oparciu o kréotkie symulacje, czesto dla hydratazy zelazowej i1 dla dimerow
(L. Peptowski [8, 10, 11, 24, 196]). A pozniej takze dla tetramerow [26, 28]. Nasi
wspolpracownicy z Chin znalezli w hydratazie nitrylowej az 7 kanatéw [28]. Jednakze
prawdopodobnie uzyli oni struktury pdb bez dodanych atoméw wodoru. Po dodaniu
wodordéw, w strukturze statycznej znajdowane byty 3-4 kanaty. W trakcie symulacji pojawiato
si¢ wigcej kanalow. W ramach tej pracy doktorskiej zastosowano do pelnych tetramerow,
w réznych $rodowiskach, dwa programy dedykowane do analizy tuneli, kanalow i wnek
w biatkach: CAVER [83] i MDpocket [98]. Poniewaz podstawowym problemem badanym
w tej czeSci projektu byla proba wyjasnienia przyczyn utraty aktywnosci przy duzych
stezeniach amidu, analizy danych dokonano gtownie dla tej molekuly (ACA), w oparciu
o trajektorie NHazy w roztworach ACA20 i ACA50.

711 Rozklad kanalow transportowych w NHazie wyznaczony
programem CAVER.

CAVER [94] - wykorzystuje algorytm Woronoja [95]. Jest to teselacja, ktora dzieli
przestrzen na zestaw komorek zawierajacych wszystkie punkty, ktore sa blizej do tego
,ziarna” niz do jakiegokolwiek innego. Caver przestawia atomy jako zestaw kulek
o jednakowych promieniach. Triangulacja Delaunaya zostaje uzyta aby stworzy¢ wierzchotki
i krawedzie diagramu Woronoja [96]. Jest to sposob potaczenia zestawu punktow tak, zeby
utworzy¢ trojkaty takie, ktoérych okregi opisane nie zawieraja zadnych punktow. Wierzchotki
trojkatow odpowiadaja generatorom Woronoja. Kazdy atom jest generatorem do stworzenia
diagramu Voronoia. Program dzieli przestrzen na rejony bliskie do danego atomu. Sciezka
prowadzi przez krawedzie oraz wierzcholki Woronoja. Nastgpnie na $ciezce ustawiane sg
okregi w ten sposob, zeby nie kolidowalty z atomami. Diagram umozliwia identyfikacje
regionéw w przestrzeni ktore nie sg zajmowane przez zadne atomy. Te regiony to potencjalne
tunele. CAVER analizuje cigglo$¢ tych tuneli. Trojkat Delaunaya reprezentuje droge taczaca
atomy. CAVER moze znalez¢ tunele przez identyfikacj¢ $ciezek, ktore nie przecinajg zadnych
atomow. Kanatem nazywana jest w CAVERZE przestrzen, ktora ma dwa wyjscia. Tunelem
jest nazywana $ciezka taczaca powierzchni¢ z wewnetrzng wneka [94, 97]. MDPocket takze
uzywa tego algorytmu [98].

Wyniki poszukiwania kanalow programem CAVER 3.0 sa do$¢ ztozone i zaleza
od przyjetych parametrow. Przeprowadzone obliczenia pokazuja, ze dwa gléwne czynniki
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to zatozony promien sfery determinujacy wymagania na pustg przestrzen, by dany obszar
zaliczy¢ do kanatu oraz sposob klasteryzacji wynikow, ktory pozwala ocenia¢ roznorodnosé
I dynamike kanatow w biatku. Typowe rezultaty analizy przedstawiono na Rys. 7.25. W
dimerze AB mozna zaobserwowaé dwa kanaly, zas w CD — trzy. Dalsze dyskusje beda
prowadzone w odniesieniu do dwoch najczgéciej obserwowanych kanatow K1 (,,przedni”,
wedtug orientacji standardowej rysunkow NHazy prezentowanych w tym doktoracie) i K2
(kanat ,,tylny”).

a)

b)

Rysunek 7.28 Przyktadowy schemat kanatow transportu ligandow w NHAzie, struktura
startowa w wodzie, obliczony programem CAVER. Przyjeto promien sondy 1.1 A.
W kazdym dimerze (AB i CD) wyznaczone sa trzy kanaty, ale doktadna liczba zalezy od
konkretnej fazy symulacji i otoczenia rozpuszczalnikowego. Gléwne wejscie to kanal K1
oznaczony kolorem fioletowym (magenta) na dimerze AB a). Kanat K2 (modry w dimerze
AB — kolory biatka niebieski 1 czerwony, panel b)) jest to rzadziej wykorzystywana Sciezka
»tylna”. Tutaj ,,Caver” nie pokazuje obserwowanego niekiedy w dalszych symulacjach
przestrzeni w obszarze interfejsu miedzy tetramerami.
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Rozpuszczalnik (otoczenie) ma wplyw na liste¢ aminokwasow rozpoznawanych przez CAVER
jako budujace kanat. Aminokwasy te przedstawiono na Rysunek 7.29.

a)

b)

Rysunek 7.29 Wizualizacja aminokwasow wchodzacych w sktad kanatu K1, (reprezentacja
Surface) wyznaczonych CAVEREM w $rodowisku wodnym, ACA20 i ACAS50: a) rdznica
pomicdzy ACA20 a wodg, b) roznica pomiedzy ACAS50 a woda, C) rdéznica pomiedzy
ACA50 a ACA20. Kolory: niebieski — woda, zielony — ACA20, fioletowy - ACA5O0.
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Z Rys. 7.29 widzimy, ze zakres aminokwasOw (obszar biatka) zaangazowanych
W tworzenie tuneli transportowych ro$nie wyraznie W szeregu woda, ACA20, ACASO0.
Wynika stad, ze obserwowane w oparciu o wczesniejsze analizy strukturalne zmiany
konformacyjne indukowane otoczeniem maja wplyw na geometri¢ kanatow w NHazie.
Whiosek ten jest dodatkowo wzmocniony przez liczne dane zaprezentowane w DODATKU
1, gdzie zobrazowano dlugosci i1 srednice kanatu K1 w 100 ramkach probkowanych co 4 ns
ze wszystkich badanych odcinkoéw 100-500 ns trajektorii (Rys. D1.1-D1-3).

Przydatne do projektowania potencjalnie lepszych mutantéw NHazy jest sprawdzenie,
jak zmieniajg si¢ udziaty poszczegodlnych aminokwaséw w budowie kanaléw K1 1 K2 przy
zmianie otoczenia biatka. Czgstosci wystgpien (maksymalna warto$¢ to 4 razy) usrednione
po podjednostkach i trajektoriach w zakresie 100-500 ns podano w Tabeli 7.1.

Tabela 7.1. Czgstosci wystapien aminokwasow w kanatach K1 1 K2 dla podjednostki typu a
a) 1 typu B b) okreslnych programem CAVER. Symulacje 500 ns.

Podjednostka A K1 Podjednostka A K2
Aminokwas Liczba wystgpien Aminokwas Liczba wystgpien
WAT ACA20 ACA50 WAT ACA20 ACA50
M42 1 0] 0 M1 1 1 0
Y46 1 0 0 G3 1 0 0
G86 0 0 1 V4 1 0 0
G87 2 1 1 R7 1 0 0
L88 2 1 2 D10 1 0 1
Q89 2 4 2 113 0 0 1
G90 3 2 2 Q14 0 0 1
E91 3 3 2 N59 1 0 0
D92 3 2 1 P60 1 1 0
M93 0 0 1 Q89 2 3 2
c108 3 3 2 G90 1 0 0
Cc111 2 2 2 C108 3 2 2
sS112 2 3 2 T109 1 2 1
C113 2 4 2 L110 2 2 2
Y114 2 1 2 Cl11 2 2 2
P115 0 1 1 S112 2 2 2
W116 2 2 2 C113 2 3 2
P117 1 0 1 Y114 2 1 2
G120 1 0 0 W116 2 2 2
P122 0 1 1 L121 1 0 0]
R132 2 > > P122 2 0 1
P123 1 0 0
s A S R e S
W125 1 0 0]
S164 2 1 2
E165 5 5 5 F126 3 2 1
M166 5 5 0 K127 2 2 2
R167 5 3 5 E128 2 2 2
P129 2 3 2
Q130 2 2 2
R132 2 2 2
S164 1 0 1
E165 1 1 0
R167 2 2 2
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K2

Podjednostka B
Aminokwas

ACAS0

Liczba wystgpien

WAT ACA20

co
V4
Y5
D6
V7
T10
G12
L13
Gl14
P15
116
R18
R26
W29
E30
F34
F37
Fa1
M46
L48
F51
R52
F53
G54
155
E56
Q57
M58
E62
Y63
L64
E65
S66
P67
Y68
Y69
H71
W72
T75
H155
R157

Liczba wystgpien

K1
WAT ACA20

Podjednostka B
Aminokwas

ACA50

Co
Y5
F34
F37
P38
T40
F41
G44
M46
G47
L48
D49
F51
R52
F53
155
E56
Y68
W72
Y76
F118
V119
Q121
A122
V123
Y124
G125
G126
L127
P128
A129
R131
A156
R157
Y176
1177
Y178
P179
A182
G183
G185
L186
E188
L193
w219
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Z analizy Tabeli 7.1 wynika, ze mamy trzy rodzaje usrednionych efektoéw otoczenia
NHazy na aminokwasy tworzace kanaly wyznaczone CAVEREM: a) w roztworach ACA20
lub ACAS0 aminokwas zaczyna bra¢ udzial w $ciezce transportowej b) nic si¢ nie zmienia C)
udzial danego aminokwasu maleje w ACA w stosunku do sytuacji poczatkowej w wodzie.
Nowe w roztworach amidow aminokwasy sg nastepujace Kla: G44, M46, Y76, G93, P115;
K1B: T40, Y46, A156, Y176, G185, W219; K2a: 113 Q14; K2B: D6, G14, P15, 116, R18,
W29, F34, F41, M46, T75, H155. Z kolei nastgpujace aminokwasy przestajg bra¢ udziat w
budowie kanatow transportowych w miare wzrostu stezenia amidow: Kla: M42,Y46, G120;
K2a: G3,V4, R7, G90, L121. W125; KI1B: F53, Y119, QI121, Y178, P179, L193; K2B: T10,
Q57, R157. Podane aminokwasy mogg przyczynia¢ si¢ do modulacji aktywnos$ci enzymu i
moga stanowi¢ korzystny punkt wyjscia do mutagenezy zwigzanej w poszukiwaniem
stabilniejszych/efektywniejszych wariantow.

Ciekawa sugestia pojawia si¢ z poréwnania liczebnosci molekutl amidu w odlegtosci 3
A od jonu kobaltu pojawiajacych sie kiedykolwiek (dane globalne w tabeli)
W poszczegdlnych symulacjach (RUN1, RUN2) przedstawionych w Tabeli 7.2.

Tabela 7.2. Populacje molekut ACA w okolicy centrum aktywnego NHazy (< 3 A od jonu
kobaltu).

ACA20 ACA50
RUN1 RUN2 RUN1 RUN2
AB CD AB CD AB CD AB CD
25 5 6 12 17 7 6 20

Jak wida¢, czasteczki akrylamidu zwykle w czasie trwania symulacji kontaktuja
si¢ w znacznie wigkszej liczbie z centrum aktywnego jednego z dimeréw (moze to by¢ AB
lub CD, losowo). Wowczas w drugim dimerze obserwujemy znacznie mniej molekut
akrylamidu (relacje 5:1, 2:1, 2.5:1, 3:1). Istnieja doniesienia o tym, Zze enzymy multimeryczne
wykazujg dzialanie kooperatywne. Ich podjednostki moga naprzemiennie otwieraé
si¢ 1 zamykac. Moze by¢ to korzystne ze wzgledu na energi¢ swobodng uktadu. Nie wiadomo,
czy dane z Tabeli 7.2 to przypadek, czy takie zjawisko faktycznie zachodzi w tym enzymie,
Powyzsze obserwacja wymaga potwierdzenia na jeszcze wigkszej statystyce trajektorii MD
1 w badaniach do§wiadczalnych [197].

Jak wspomniano, w ramach projektu doktorskiego podjeto probe oceny ewolucji
czasowe] kanatow w NHazie. Wyniki majg charakter przyblizony (nie mamy pewnosci,
ze CAVER nie wprowadza artefaktow do tetramerow) i dlatego przedstawiono je w Dodatku
1. Dane wskazuja, ze kanaly w NHazie maja charakter dynamiczny. Sa one szersze przy
powierzchni bialka. Statystyka trajektorii jest mata, ale na tym poziomie widzimy pewna
asymetri¢ w rozkladzie kanatéw w dimerach AB i CD. Rosnace stg¢zenie amidow powoduje
wzrost czestosci wystgpowania kanatéw obliczonych  CAVEREM w MD (Dodatek
1).Obserwacje wplywu stezenia amidu na struktur¢ i dynamik¢ kanalow transportowych
w NHazie otoczonej 20% roztworem akryloamidu (ACA20) potwierdzajg si¢ przy analizie
danych dla roztworu 50% zamieszczonych na Rys. DI1.3.
ze W porownaniu z woda czestos¢ wystepowania kanalu K1 w obu podjednostkach jest

Widzimy wyraznie,

zdecydowanie wigksza, za$ sam kanat czesto znacznie szerszy (duzo zielonego na panelach b)
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i d)). Wyjasnienie tej obserwacji jest do$¢ proste: duza liczba amidoéw (kilkanascie) okupujgca
kanat uniemozliwia jego zamykanie si¢, struktura NHazy w pewnych rejonach jest zmieniona
pod wplywem otoczenia. Chociaz kanal jest szerszy, nie znaczy to, ze transport amidow jest
szybszy. Jesli ich lokalne stgzenie jest duze, moze nastepowac efekt blokowania transportu
produktu do roztworu i wowczas enzym nie moze kontynuowaé katalizy, bowiem cykl
katalityczny si¢ zatrzymuje. Obserwacja ta stanowi argument na rzecz hipotezy C z rozdziatu
2) tlumaczace spadek aktywnos$ci NHazy w roztworach amidéw powyzej 50 % w trakcie ich
produkcji.

7.12 Analiza kanalow transportowych w NHazie
programem MDpocket

Program otwartozrédtowy MDpocket, opracowany w roku 2011 [98] jest tez czesto
stosowany do analiz kanalow w biatkach 1 ma pewne mozliwo$ci niedostgpne w programie
CAVER 3.0. Gltéwna zaleta MDpocket jest mozliwo§¢ wykrywania chwilowych pustych
przestrzeni w biatkach pojawiajacych si¢ w trakcie symulacji MD 1 obliczanie deskryptorow
znalezionych kieszeni. Program analizuje struktury reprezentatywne, uzyskane w wyniku
wcezesniejsze] klasteryzacji, przedstawiajac wyniki na siatce tréjwymiarowej. Gtoéwna czgsé
programu opiera si¢ na procedurze Fpocket opracowanej wczesniej [198], wykorzystujacej
teselacje Voronoja oraz pomyst wykorzystania a-sfer.

W tym projekcie zastosowano program MDpocket do analizy trajektorii NHazy
by wyznaczy¢ niezaleznie deskryptory charakteryzujace kanaly w biatku. Poréwnanie ich
pomoze oceni¢ przemiany w biatku znajdujacym si¢ w réznych roztworach. Przykladowe
wyniki obrazowania wolnych przestrzeni NHazy, w tym kanatow, przedstawiono na Rysunek
7.30.
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b)

Rysunek 7.30 Wolne przestrzenie przedstawione w postaci niebieskiej siatki, w tym kanaty,
w NHazie, obliczone programem MDPocket a) w wodzie, b) w ACA20, ¢) w ACA50.

Poréwnanie kanaléw obliczonych CAVEREM i MDpocket jest trudne, ze wzgledu na
ich ztozone ksztalty. Mozna stwierdzi¢, ze kanaty K1 i K2 s3 rowniez obecne na Rys. 7.29.
Otoczenie nie zmienia zasadniczo topologii przestrzeni dostgpnych dla zewnetrznych
ligand6éw, aproksymowanych w programie MDpocket przy pomocy sfer (0 promieniu 3<x<6)
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Poziom zgodnosci wynikow przewidywania kanaléw programami CAVER i MDpocket
przedstawiono w Tabeli 7.3:

Tabela 7.3. Aminokwasy wchodzace w sktad kanatéw NHazy wyznaczone za pomocg
programu MDpocket. Pogrubione zostaly aminokwasy, ktore zostaly takze wyznaczone przez
CAVER.

A GLY 51
A PRO 52
A LEU 88
A GLN 89
A GLU 91
A THR 109
A LEU 110
A CYS 111
A SER 112
A CYS 113
A GLY 120
A PRO 123
A ASN 124
A TRP 125
A LYS 127
A GLU 128
A PRO 129
A GLN 130
A ARG 132
A SER 133
B ASN 2
B GLY 3
B VAL 4
B TYR 5
B ASP 6
B VAL 7
B GLY 8
B THR 10
B ASP 11
B GLY 12
B LEU 13
B GLY 14
B PRO 19
B ASP 21
B GLU 22
B PRO 23
B VAL 24
B PRO 38
B ARG 52
B MET 58
B ASN 59
B PRO 60
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B ALA 61
B LEU 64
B GLU 65
B PRO 67
B TYR 68
B HIS 71
B VAL 119
B ALA 122
B VAL 123
B TYR 124
B GLY 125
B GLY 126
B LEU 127
B PRO 128
B ALA 129
B SER 130
B ILE 177

Wigcej informacji o wptywie otoczenia na NHazg niosa parametry obliczone z MDpocket
przedstawione na Rysunek 7.31.
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Rysunek 7.31 a) Liczba sfer potrzebnych do wypelnienia wolnych przestrzeni w NHazie
wyznaczona programem MDpocket dla struktur w wodzie (WAT) roztworach 20% (ACA20)
i 50% (ACA50) akrylamidu. b) Objetos¢ sfer wypetniajacych wolna przestrzen (w A®) c)
Powierzchnia dostgpna dla rozpuszczalnika d) Powierzchnia aminokwaséw niepolarnych
dostepna dla rozpuszczalnika.

Diagramy (Rysunek 7.31 a) i b)) wyraznie pokazuja, ze zarowno liczba sfer
z programu MDpocket wypelniajacych pusta przestrzen jak i ich objgtosci taczne rosna
w porzadku WAT, ACA20, ACAS50. Dane te silnie wskazujg na rozluznienie struktury NHazy
w miar¢ wzrostu stezenia amidéw. Rozpuszczalnik, (w tym ligandy) ma coraz tatwiejszy
dostep do wnetrza biatka (panel c)). Co wigcej, dostgp do aminokwasdéw polarnych nie
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zmienia si¢ zbytnio (dane nie pokazane) ale do niepolarnych, normalnie ukrytych wewnatrz
juz tak — jest najwickszy dla roztworu ACAS0 d).

7.13 Analiza klastrow hydrofobowych w NHazie

Ten ostatni rezultat z MDpocket sprawit, ze sprawdzono rozktad klastrow hydrofobowych
w NHazie w réznych srodowiskach. Klasteryzacje przeprowadzono przy pomocy programu
Eucb [102]. Typowe kastry zobrazowano na Rysunek 7.32 Ciekawa obserwacja jest fakt,
Ze obszar centrum aktywnego nie nalezy do jednego klastra hydrofobowego — jest raczej
hydrofilowy i jest ograniczony wieloma klastrami.

Rysunek 7.32 Lokalizacja klastréw hydrofobowych aminokwaséw w NHazie — struktura
z symulacji MD w wodzie obliczona program Eucb [102].

Weczedniejsze analizy pokazaty, Ze struktura NHazy w roztworach o duzej zawartosci
amidu ulega ,,rozluznieniu”. Zachowanie, czyli rozktad klastréw hydrofobowych na poczatku
symulacji pokazano na Rys. 7.32 a na koncu na Rys. 7.33. Program znalazt dla WAT 25
klastrow, dla ACA20 — 24, za$ dla ACAS50 — 26. Klastry miaty ok. 4-5 aminokwasow.

Rysunek 7.33 Lokalizacja klastrow na poczatku symulacji a) i d) woda, b) i ) — ACA20, c)
i f) — ACA50. Panele w dolnym rzedzie obrocone sg wzgledem pionowej osi o 90 stopni
W poréwnaniu do gérnego rzgdu
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Rysunek 7.34 Lokalizacja klastrow na koncu symulacji a) i d) woda, b) i ¢) — ACA20, c) i f)
— ACAS0. Panele w dolnym rzedzie obrdcone sg o 90 stopni wzgledem pionowej osi o 90
stopni w poréwnaniu do gérnego rzedu.

Analiza na grafice komputerowej nie przyniosla zauwazenia jaki§ spektakularnych
efektow jesli chodzi o dystrybucje klastrow hydrofobowych. Pewne rozluznienie interfejsu
AB/CD w ACASO0 byto juz omawiane. Liczby klastroéw ani ich liczebnosci nie zmieniajg si¢
znaczaco. Dane te wskazuja, ze jesli amidy wywotuja jakie§ aminy konformacyjne czy
strukturalne w NHazie, to sg one albo stosunkowo nieduze, albo zachodza w skali czasowe;j
znacznie przekraczajacej zatozona w tych symulacjach.

7.14 Ruchliwos¢ ligandow w kanatach NHazy

Kanaly K1 i K2 w NHazie stuza do transportu substratow (ACN) i produktow (ACA).
W trakcie symulacji ligandy te ulegaja oczywiscie wymianie, jedne czasteczki wchodzg
do wngetrza biatka, inne je opuszczajg. Korzystajac z wiedzy o kanatach wyznaczonych przez
MDpocket oraz stacji graficznych okreslono, ktére molekuty amidow diluzej (>100 ns)
rezyduja w kanatach. Analizowano osobno dimer AB i osobno CD. Wyniki przedstawiono
na Rysunkach 7.34 - 7.37. Osie pionowe na tych diagramach nie majg jednostek, stuzg tylko
do rozsunigcia przestrzennego linii reprezentujacych poszczegolne molekuty amidow.
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Rysunek 7.35 Informacje na temat przedzialow czasu w symulacji 500 ns dla molekut
amidow przebywajacych w kanale K1 lub K2 w otoczeniu ACA20 przez okres nie krotszy niz
100 ns a) oraz c) w podjednostkach AB; b) i d) w podjednostkach CD. Na osi pionowej jest
liczba porzadkowa amidu, na osi poziomej czas w ns.

W oparciu o Rysunek 7.35 mozna zauwazyé, ze wymiana amidow w obu
podjednostkach AB i CD ma odmienny charakter: z panelu a) widzimy, ze mato molekut
przebywa dlugo w kanale, oznacza to ze wymiana jest szybka. W tej samej trajektorii liczba
amidow przebywajacych minimum 100 ns jest duzo wigksza w podjednostce CD — wymiana
jest wolna. Z kolei w innej trajektorii (panele c¢) i d)) mamy sytuacj¢ doktadnie odwrotna:
w AB jest mniej wymiany niz w CD. Obserwacja ta moze by¢ kolejnym argumentem
za mozliwym zjawiskiem kooperatywnosci w NHazie.

W przypadku roztworu ACAS0 asymetria pomigdzy czasem przebywania amidow
wAB, a CD si¢ zaciera (zob. Rys.7.35). W obu podjednostkach, w obu trajektoriach mamy
po ok. 10 amidéow przebywajacych po 100 ns lub wiecej w kanale. Ich liczba jest duza
bowiem, jak juz wspomniano, struktura NHazy ulega rozluznieniu kiedy stezenie amidow jest
bardzo duze.
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Rysunek 7.36 Informacje o molekulach amidow przebywajacych w kanale K1 lub K2
w otoczeniu ACAS0 przez okres nie krotszy niz 100 ns. a) oraz c) w podjednostkach AB; b)

i d) w podjednostkach CD.

Na kolejnych rysunkach 7.36 1 7.37 przedstawiono czasy przebywania najmniej
»ruchliwych” ligandow odpowiednio w rozworach mieszanych ACA10 ACN4 i ACA20

ACN4.
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Rysunek 7.37 Informacje o molekutach amidéw (linia ciggta) i nitryli (linia przerywana)
przebywajacych w kanale K1 lub K2 w otoczeniu ACA10 ACN4 przez okres nie krotszy niz
100 ns a) oraz ¢) w podjednostkach AB; b) i d) w podjednostkach CD.
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Rysunek 7.38. Informacje o molekutach amidéw (linia ciaggta) lub nitryli (linia przerywana)
przebywajacych w kanale K1 lub K2 w otoczeniu ACA20 ACN4 przez okres nie krotszy niz
100 ns. a) oraz ¢) w podjednostkach AB; b) i d) w podjednostkach CD.

W dwoch przypadkach (Rys. 7.36 ¢ i d oraz Rys. 7.37 a) i b) mamy asymetri¢ miedzy
dimerami, jesli chodzi o liczbe ligandéw dluzej rezydujacych w kanale. Asymetria ta nie jest
systematyczna , ale obserwacja ta wskazuje, ze warto poprawi¢ statystyke 1 wyjasni¢
definitywne czy jest to cecha NHazy, czy tylko fluktuacja wynikow. Z analizy powyzszych
danych mozna zauwazy¢ pewng nadreprezentacj¢ nitryli, zwazywszy na niewielkie stezenie
tych ligandow (4%) sa one wyraznie obecne w kanatach transportowych NHazy, kwestia
ta dyskutowana bedzie ponize;j.

114



7.15 Czy NHaza preferuje nitryle?

Duzym naktadem pracy wykonano analizy rozktadu ligandow w NHazie w kanatach
prowadzacych do centrum aktywnego 1 w samy centrum aktywnym. Z braku miejsca obszerne
tabele nie sa tutaj zamieszczone, jednak wyniki $rednie zebrano w Tabeli 7.4.

Tabela 7.4 Srednie liczby ligandow (ACN i ACA acznie) obserwowane w dimerach NHazy.

AB CD RAZEM NHaza ~Srednio
ACA10 ACN4 9.6 5.6 15.2 16
11.2 6.0 17.2
ACA20 9.2 9.8 19 18
8.8 7.4 16.2
ACA20 ACN4 13 11.8 24.8 23
9.6 11.2 20.8
ACA50 13.2 11.8 25 27
10.2 18 28

Dane z tabeli pozwalajg stwierdzi¢, ze liczba ligandow okupujacych wolne
przestrzenie w NHazie zalezy $cisle od stezenia roztworu i ro$nie od 16 do (roztwory ,,14%”)
do 27 (roztwory 50%). Po usrednieniu nie wida¢ preferencji co do obsadzania przez ligandy
dimerow AB czy CD, skrajne dysproporcje na poziomie 1:2 nalezy przypisa¢ ograniczonej
statystyce. Najciekawszy jest jednak wynik oceny jakie molekuty wnikaja do NHazy
w rozworach mieszanych, zobacz Tabela 7.5.
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Tabela 7.5

Stosunek liczby molekut akrylonitrylu ACN do liczby molekut akrylamidu w poszczegélnych

dimerach.

ACA10_ACN_4 RUN1 AB CD
Oczekiwana 1/ 25 1/ 25
100 ns 2/11 2/2
200 ns 5/7 4/2
300 ns 6/4 2/2
400 ns 3/3 3/3
500 ns 3/4 4/4
Srednia 3.8/5.8 | 3/2.6
ACA 10 ACN 4 RUN2 AB CD
100 ns 4/2 5/1
200 ns 6/5 5/4
300 ns 5/6 2/3
400 ns 4/10 5/4
500 ns 3/12 3/2
Srednia 4.4/7 4/2.8
ACA 20 ACN 4 RUN2 AB CD
oczekiwana 1/5 1/5
100 ns 1/13 6/6
200 ns 3/11 3/11
300 ns 2/11 2/9
400 ns 6/9 3/14
500 ns 3/8 5/5
$rednia 3/10.4 3.8/9.0
ACA 20 ACN 4 RUN3 AB CD
100 ns 5/11 2/6
200 ns 2/5 4/5
300 ns 2/10 4/6
400 ns 1/7 4/11
500 ns 1/5 4/12
Srednia 2.2/7.6 3.6/8
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Zaktadajac, ze NHaza nie ma preferencji do zadnego z ligandow, proporcje liczby
molekul ACN do ACA powinny odpowiadaé stezeniom procentowym badanych roztwordow.
W trakcie symulacji nie wstawiano sztucznie ligandow do kanatoéw. Dane z Tab. 7.4
wskazuja, ze zarowno dla ACA10 ACN4 jak i dla ACA20 ACN4 NHaza wyraznie preferuje
obecno$¢ nitryli a ,,defaworyzuje” amidy. W pierwszym przypadku spodziewany stosunek
ACN:ACA wynosi 1:2.5, za$ w symulacjach obserwujemy ok. 1:1! Oznacza
to ok. dwukrotng nadreprezentacj¢ nitryli. Podobnie jest w rozworach ACA10 ACN4,
spodziewana proporcja to 1:5 za$§ widzimy proporcje ok. 1:2.5, czyli znow dwukrotny
nadmiar nitryli. Na tym etapie badan trudno jest wskazac fizyczng przyczyne tej preferencji,
mozna jedynie spekulowac, ze wigksze powinowactwo kanalow NHazy do nitryli w stosunku
do amidow jest zgodne z funkcja fizjologiczna tego enzymu, ktéory w bakteriach pobiera
wlasnie nitryle, a po hydratacji wyrzuca amidy. Dokladniejsze zbadanie tej zalezno$ci
to ciekawy temat przysztych modelowan.
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Podsumowanie i wnioskKi

W rozprawie zbadano metodami teoretycznej biofizyki molekularnej, gtdwnie metodag MD,
kluczowy enzym stosowany w biotechnologicznej produkcji akrylamidu — hydrataze
nitrylowa. Enzym (r6zne warianty) pochodzi z bakterii P. thermophila JCM 3095 (pdb:1IRE),
Streptomyces thermoautotrophicus lub P. putida (pdb: 3QXE). W tagodnych warunkach
fizykochemicznych katalizuje on hydratacj¢ akrylonitryli do akrylamidow. Jak opisano we
wprowadzeniu, szczegotowy mechanizm katalityczny dziatania enzymu jest do tej pory
przedmiotem dyskusji i nie ma konsensusu. W niniejszej rozprawie skupiono si¢ nad trzema
praktycznymi aspektami zwigzanymi z fizykochemicznym otoczeniem NHazy: a)
polepszaniem aktywnos$ci; b) poprawg termostabilnosci tego biatka oraz ¢) wyjasnieniem
przyczyn spadku aktywnos$ci enzymu przy duzych stezeniach produktu. Wyniki obliczen i
analiz przedstawiono odpowiednio w Rozdziatach 5, 61 7.

Wykonano konstrukcje wybranych modeli bialek przy pomocy metod modelowania
homologicznego oraz przeprowadzono symulacje MD przy pomocy pola sitowego
CHARMM27 dla formy natywnej WT oraz wielu wariantow (m.in. Leu48Asp). Poniewaz
ten metaloenzym zawiera niestandardowe aminokwasy w centrum katalitycznym, stosowano
zestaw oryginalnych parametrow opracowanych wczesniej przez dr hab. L Peptowskiego,
prof. UMK. Uzyskano tacznie ok. 1 mikrosekunde danych trajektorii MD. Wykazano, m.in.,
ze helikalne linkery (EAAAK-x8 - do$¢ sztywne, tworzace helisy) pomi¢dzy podjednostkami
B i A daja najlepsza termostabilnos¢ NHazy. Mutant Leu48Asp ma aktywnos$¢ zwigkszong
okoto siedem razy w stosunku do WT — ponad 700% [20].

Ponadto zbadano szczegotowo dynamike biatka WT w roztworach wodnych
zawierajacych 0%, 20%, 50% (stezen wagowych) akrylamidu, poszukujac efektow
wywotanych silng zmiang charakteru otoczenia poprzez postep reakcji. Wykonano analizy par
500 ns symulacji pelnych tetrameré6w NHazy (statystyka dla 4 dimerow, AB i CD). W
dostepnej skali czasowej enzym nie rozpada si¢ calkowicie pod wptywem produktu, widaé
jednak systematyczne zmiany strukturalne. W zakresie pojedynczego dimeru rejon helisy
(petla przed helisg BH6, helisa fH6 plus krotka helisa PHS i1 jej najblizsze okolice) wykazuje
poczatki procesu denaturacji. Symulacje wskazuja, ze ten obszar znaczaco wptywa na istotne
dla katalizy aminokwasy: BArg52 i BArgl57. Wida¢ tez w symulacjach og6lne ,,rozluznienie”
struktury - dla dimeru wyraznie ro$nie parametr ROG. Starannie zbadano transport ligandéw
w biatku, w szczegdlno$ci cechy geometryczne kanalu prowadzacego do centrum aktywnego.
Okreslono wptyw tego otoczenia na rozmiary kanatu. Modelowanie wskazuje na stosunkowo
maly efekt zmiany charakteru rozpuszczalnika wynikajacego z rosnacego stezenia produktu.
Liczba ligandow, ktore wchodzg poprzez gtowny kanal do centrum aktywnego zwigksza si¢
przy duzym stezeniu akrylamidu. Waznym wynikiem byt zaobserwowany rozkltad amidow w
poblizu centrum katalitycznego czyli jonu metalu residuow sulfenocysteiny i sulfinocysteiny
oraz seryny, jest on z dokladnoscig do zmian statystycznych taki sam, niezaleznie od
otoczenia rozpuszczalnikowego. Mozna by stad przypuszczaé, ze spadek aktywno$ci enzymu
nie jest zwigzany z autoinhibicja enzymu. Wazniejsza role odgrywa cze$ciowa denaturacja
oraz wraz ze stezeniem amidow zanik oddziatywan z centrum katalitycznym dwoch istotnych
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dla reakcji enzymatycznej arginin (BArg52 i BArgl57). Wynik ten jest wazny, poniewaz
oznacza, ze warto poszukiwa¢ bardziej stabilnych wariantow — moga one da¢ zyski
ekonomiczne w produkcji.

W wyniku projektu zauwazono pewne przejawy kooperatywnos$ci — w komunikacji
pomiedzy dimerami w tetramerze. Jednym z nich sa diametralnie odmienne charakterystyki
dynamiki ligandéw w kanatach w poszczegdlnych dimerach NHazy. Duza wymiana populacji
akrylamidu w jednym kanale zwigzana jest zwykle z niska dynamika wymiany amidow
w drugiej podjednostce.

Nigdy wczesniej nie bylo raportowane zjawisko, ze amidy lokuja si¢ w obszarze
interfejsu hydrofobowego pomigdzy dwoma podjednostkami AB i CD. Prezentowane
W rozprawie analizy pokazaly, ze w NHazie wystepuja z pewnoscig dwa kanaty prowadzace
do centrum aktywnego (K1 i K2). Statystyki wskazuja, iz dominuje $ciezka dostepu do jonu
kobaltu przez kanat gtowny K1, wczesniej opisywany [8], zas poboczng funkcje w dziataniu
enzymu ma tez kanat K2, sygnalizowany wczeéniej (2008) w doktoracie dr hab. L.
Peptowskiego prof. UMK oraz publikacji [28]. Analiza roztworow zawierajacych
jednoczesnie aminy i nitryle pokazuje, ze budowa kanatdéw w NHazie jest taka, ze preferuja
one obecnos¢ nitryli. Jest to intrygujaca obserwacja, wymagajaca zebrania wigkszej statystyki
i analiz wykraczajgcych poza zakres tej rozprawy, ktore moglyby wyjasni¢ przyczyne tej
preferenciji.

Cele postawione w_projekcie zostaly osiggnigte, jednak trzeba na zakonczenie
podkresli¢, ze ograniczone mozliwosci obliczeniowe i ludzkie pozwolity na badania w
stosunkowo malej skali czasowej, mniejszej niz proces zachodzacy w fabryce

biotechnologicznej. Uktady modelowe s3a przygotowane, zatem polepszenie statystyki i
wydtuzenie czasu symulacji jest mozliwe. W wyniku realizacji doktoratu otwieraja si¢ tez
mozliwosci badania dowolnych wariantow tego fascynujacego, skomplikowanego i
pozytecznego biatka.
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DODATEK 1

Program CAVER [83], opisany w Sekcji 7.7.1 pozwala na znajdowanie kanatow w biatkach.
Wykorzystano go do analizy wszystkich trajektorii NHAzy w roztworach 0 zmienngj
zawarto$ci amidow, probkujac po 100 ramek z kazdego uktadu. Kanaly okreslane tym
programem nie sg stale — powstaja i znikaja w wyniku fluktuacji aminokwasow i drgan calego
biatka.

Na serii diagramow zaprezentowanych ponizej na Rys. D11- D1.3. pokazano kiedy w
czasie trajektorii (100-500 ns) CAVER ,widzi” ciagle kanaly laczace centrum aktywne z
roztworem. Niskie liczby w skali dlugosci odpowiadaja rejonom bliskim danego jonu kobaltu
kanat jest okreslany poczawszy od jonu centralnego. Dlugosci kanatow sq bardzo zmienne, i
W naszej ocenie nieco problematyczne, bo moga by¢ artefaktem programu CAVER i
zalozonego malego promienia obiektu probnego. Duze znaczenie w okreslaniu kanalow majq
naturalne fluktuacje biatka i zmiany potozenia grup bocznych aminokwaséw. Skalg barwng
zaznaczono promien kanatu. Badano CAVERem po 100 ramek w kazdej trajektorii.
Stosowano konieczne naktadanie struktur z MD kolejno na podjednostke A (lewe panele) i na
podjednostke C (prawe panele) monitorujac losy kanatéw typu K1 najpierw w dimerze AB
(dwie trajektorie : panele a) oraz c)) a potem w dimerze CD (panele b) i d)).

Na Rys. D1.1 dos¢ zaskakujaca jest asymetria tych paneli np. a) i b). W tej trajektorii
struktura tetrameru, je$li chodzi o kanat K1, nie byla symetryczna w obu dimerach. Transport
amidow zachodzit gtéwnie podjednostce CD. Kanal nie byt obecny przez calg trajektorie,
mozna zaryzykowac teze, ze przypadku podjednostki AB wiecej go nie bylo, niz byt (Rys. D1
a,c). Innym wnioskiem wynikajacym z danych na Rys. D1 jest fakt, ze kanaly w NHazie maja
charakter dynamiczny: zarowno ich Srednica jak i szczegélowy ksztalt podlegaja znacznym
fluktuacjom.

Fakt umieszczenia w uktadzie symulacyjnym znacznej liczby molekut produktu, czyli
ACA, znajduje swoje odbicie zarowno w strukturze jak i dynamice kanatlu K1. Dane
przedstawione na Rys. D1.2 jasno pokazuja, ze kanat ten jest obecny w NHAzie znacznie
czesciej przy ACA20 niz w wodzie, chociaz tez wystepuja okresy w symulacji kiedy on staje
si¢ zbyt waski by program go wykryl, mozna powiedzie¢, ze si¢ zamyka. Szerokos$¢ kanatu
jest tez srednio nieco wigksza, co §wiadczy, ze amidy ,,rozpychaja” nieco kanat, za§ NHaza
si¢ do tego adaptuje. By¢ moze otoczenie ,,nie czysto wodne” tez przyczynia si¢ do
rozluznienie struktury NHazy. Asymetria AB vs. CD tez wystgpuje, ale jest nieco mniej
widoczna.
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Rysunek D1.1. Diagramy pokazujace wystepowanie kanatow typu K1 w poszczegdlnych
ramkach trajektorii NHazy w wodzie, ramki zapisywano co 4 ns w przedziale 100-500 ns
symulacji MD. Opis nakladania struktur w tekscie. Kolorem zaznaczono obliczony

CAVEREM promien kanatu.
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Rysunek D1.2. Diagramy pokazujace wystepowanie kanatow typu K1 i ich dlugos¢ w
poszczegolnych ramkach trajektorii NHazy (a, b — Runl, ¢,d — Run2) w roztworze ACA20,
ramki zapisywano co 4 ns w przedziale 100-500 ns symulacji MD. Opis naktadania struktur w
tek$cie. Kolorem zaznaczono obliczony CAVEREM promien kanatu.
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Rysunek D1.3. Diagramy pokazujace

wystepowanie kanatow typu K1 i ich dlugos¢ w
poszczego6lnych ramkach trajektorii NHazy w roztworze ACAS0, ramki zapisywano co 4 ns w
przedziale 100-500 ns symulacji MD. Opis naktadania struktur w teks$cie — Rozdziat 7.
Kolorem zaznaczono obliczony CAVEREM promien kanatu.
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