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4 Omodwienie osiggnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
22021 r. poz. 478 z pézn. zm.)

4.1 Tytut osiggniecia naukowego

Rola szlakow transportu ligandow i ich uwodnienia w katalizie enzymatycznej

4.2 Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe zawarte w niniejszej
rozprawie habilitacyjnej

Przedstawione osiggniecie naukowe sktada sie z szesciu oryginalnych, wzajemnie powigzanych ze sobg
prac badawczych (P1-P6), ktore skupiajg sie na oddziatywaniach enzymoéw z czasteczkami wody oraz
transporcie ligandow, a takze dotyczg narzedzi obliczeniowych do ich analiz. Publikacje te zostaty
opublikowane w latach 2014-2021 (* - pierwsi wspotautorzy; # — autor/autorzy do korespondenciji:

P1. Sykora J,* Brezovsky J,* Koudelakova T,* Lahoda M, Fortova A, Chernovets T, Chaloupkova R,
Stepankova V, Prokop Z, Kuta Smatanova |, Hof M, Damborsky J,# 2014: Dynamics and Hydration
Explain Failed Functional Transformation in Dehalogenase Design. Nature Chemical Biology 10:
428-430.

IF2014= 12,996 IFs.jetni= 15,668 punkty MNIiSW3g2; = 200 CytOWGniaWas.Luty.zozz =37

Mdj wktad w powstanie tej publikacji byt nastepujgcy: zaprojektowanie protokotow
obliczeniowych, wykonanie symulacji dynamiki molekularnej i ich analiza, interpretacja danych w
kontekscie wynikdw eksperymentalnych, udziat w napisaniu manuskryptu. MdJj wktad w
powstanie tej publikacji oceniam na 20%.

P2. Amaro M, Brezovsky J, Kovacova S, Sykora J, Bednar D, Nemec V, Liskova V, Kurumbang NP,
Beerens K, Chaloupkova R, Paruch K, # Hof M, # Damborsky J, ¥ 2015: Site-Specific Analysis of
Protein Hydration Based on Unnatural Amino Acid Fluorescence. Journal of the American
Chemical Society 137: 4988-4992.

IF2015= 13,038 IFs.jetni= 15,801 punkty MNIiSW3g2: = 200 CytOWGniawos.Luty.zozz =20

Moj wktad w powstanie tej publikacji byt nastepujgcy: zaprojektowanie protokotow
obliczeniowych, nadzér nad badaniami obliczeniowymi, wykonanie symulacji dynamiki
molekularnej enzymdw DbjA, analiza danych z symulacji molekularnych dla wszystkich badanych
uktadow, interpretacja danych w kontekscie wynikéw eksperymentalnych, udziat w napisaniu
manuskryptu. Mdj wktad w powstanie tej publikacji oceniam na 20%.

P3. Brezovsky J,* Babkova P,* Degtjarik O, Fortova A, Gora A, lermak |, Rezacova P, Dvorak P, Kuta
Smatanova |, Prokop Z, Chaloupkova R, Damborsky J, 2016: Engineering a De Novo Transport
Tunnel. ACS Catalysis 6: 7597-7610.

IF2015= 10,614 IF5-Ietni= 13,721 punkty MNiSWzoz1 =200 CytOWGniaWos.Luty.zozz =47

Moj wktad w powstanie tej publikacji byt nastepujgcy: zaprojektowanie protokotow
obliczeniowych, nadzor nad badaniami obliczeniowymi, wykonanie i analiza symulacji dynamiki
molekularnej w celu wyjasnienia mechanizmdw stojgcych za obserwowanymi efektami mutacji,
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objecie kierownictwa nad pisaniem manuskryptu. Mdj wktad w powstanie tej publikacji oceniam
na 25%.

P4. Vavra O, Filipovic J, Plhak J, Bednar D, Marques SM, Brezovsky J, Stourac J, Matyska L, Damborsky

P5.

J,¥ 2019: CaverDock: A Molecular Docking-Based Tool to Analyse Ligand Transport through
Protein Tunnels and Channels. Bioinformatics 35: 4986-4993

IF2019= 5,610 IFs.1etni= 8,470 punkty MNIiSW 3021 = 200 CytOdeiOWos.Luty.zozz =20

Moj wktad w te badania byt nastepujgcy: opracowanie wstepnej metody weryfikacji koncepcji,
ktora zmotywowata i umozliwita rozwdj narzedzia CaverDock, udziat w napisaniu manuskryptu.
Moj wktad w powstanie tej publikacji oceniam na 10%.

Stourac J, Vavra O, Kokkonen P, Filipovic J, Pinto G, Brezovsky J, Damborsky J, Bednar D,* 2019:
Caver Web 1.0: Identification of Tunnels and Channels in Proteins and Analysis of Ligand
Transport. Nucleic Acids Research 46: W414-422.

IF2019= 11,502 IFS-Ietni= 15,542 punkty MNiSW2021 =200 CytOWGniaWos.Luty.zozz =44

Modoj wktad w te badania byt nastepujqgcy: nadzorowanie rozwoju zautomatyzowanego przeptywu
pracy dla analiz tuneli stanowigcych zaplecze prezentowanego serwera, z wyjgtkiem analiz z
jawngqg reprezentacjq ligandow w oparciu o CaverDock, udziat w napisaniu manuskryptu. Moj
wktad w powstanie tej publikacji oceniam na 10%.

P6. Brezovsky J,” Thirunavukarasu AS, Surpeta B, Sequeiros-Borja CE, Mandal N, Sarkar DK, Dongmo

Foumthuim CJ, Agrawal N, 2021: TransportTools: A Library for High-Throughput Analyses of
Internal Voids in Biomolecules and Ligand Transport Through Them. Bioinformatics DOI:
10.1093/bioinformatics/btab872.

Ianza= 6,.937 IFS—Ietni= 8,470 punkty MNiSWzou =200 CytOWGniawos.Luty.zozz =0

Modj wktad w to badanie byt nastepujgcy: opracowanie projektu badawczego i nowego narzedzia
obliczeniowego, zaprojektowanie i zaimplementowanie znacznej wiekszosci algorytmdw i testow
oraz przygotowanie dokumentacji uzytkowej i technicznej narzedzia, koordynacja pracy zespotu
nad projektem, analiza i interpretacja danych, napisanie manuskryptu. Mdj wktad w powstanie
tej publikacji oceniam na 60%.

Catkowity wspétczynnik oddziatywania (IF) wymienionych publikacji: 60,7
Sredni wspéftczynnik oddziatywania (IF) wymienionych publikacji: 10,1

Suma punktow MNiSW1,; wymienionych publikacji: 1 200
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4.3 Opis osiggniecia naukowego
4.3.1 Wprowadzenie

W kazdej chwili zywa komodrka wymaga bardzo sprawnego przeprowadzenia wielu réwnolegtych
reakcji chemicznych katalizowanych przez enzymy, ktére zwykle sg potgczone w szlaki biochemiczne,
ktére muszg by¢ scisle regulowane w celu utrzymania homeostazy biologiczne]. Reakcje te zachodza
w miejscach aktywnych enzymoéw, ktdre muszg osiggnaé pewien poziom plastycznosci, od fluktuacji
na poziomie nizszym niz 1 A do znaczacych zmian konformacyjnych (Callender and Dyer, 2015; Gora
et al., 2013). Dynamiczna natura enzymow jest zalezna od ich osadzenia w srodowisku komérkowym,
gdzie ich najwazniejszymi partnerami interakcji s czgsteczki wody. Konkurujgc o wigzania wodorowe
wewnatrz czasteczki biatka, czgsteczki wody dziatajg jak smar molekularny, rozluzniajac strukture
biatka do poziomu krytycznego dla jego funkcji (Ball, 2008). Wystepuje réowniez wzajemny wptyw na
dynamike obu partneréw, w wyniku czego ruchliwos¢ czgsteczek wody w poblizu powierzchni biatek
ulega niewielkiemu, 3-5-krotnemu spowolnieniu (Daniel et al., 2004; Grebenkov et al., 2009).
Wreszcie, interakcja miedzy powstajgcym peptydem a czgsteczkami wody jest gtdéwng sitg napedowa

procesu zwijania przestrzennego biatek.

Ze wzgledu na duzg ilo$¢ czgsteczek wody w komodrce, mogg one wnika¢ gteboko w strukture biatka.
W rzeczywistosci, zasadniczo wszystkie amidy szkieletu biatkowego w pewnym momencie wchodzg w
kontakt z czasteczkami rozpuszczalnika, co wykazaty eksperymenty polegajace na monitorowaniu
wymiany wodoru na deuter w biatku. Z tego wzgledu nie jest zbyt zaskakujace, ze nawet w enzymach,
ktérych miejsca aktywne sg gteboko osadzone w hydrofobowych rdzeniach, czasteczki wody sg czesto
uwiezione w tych zagtebieniach (Rysunek 1), tworzac scisle potgczone wigzaniami wodorowymi klastry
lub sieci ze wzgledu na przewaznie niepolarny charakter tych miejsc (Rasaiah et al., 2008). Z
funkcjonalnego punktu widzenia, te znajdujgce sie wewnatrz struktury biatka czgsteczki wody moga
posredniczy¢ w oddziatywaniach stabilizujgcych ligandy w miejscach aktywnych, przyczyniajgc sie w
ten sposéb do promiskuitycznosci takiego rozpoznawania, i odwrotnie, przemieszczenie zwigzanych
czasteczek wody moze stanowié kare za desolwatacje, ktéra zwieksza specyficznos¢ enzymu (Ball,
2008). Czasteczki wody sg rowniez niezbednymi kosubstratami w reakcjach hydrolitycznych. Ponadto
czasteczki wody czesto odgrywajg wazng role w koncowej czesci cykli katalitycznych, rozpuszczajac
polarne produkty reakcji (Biedermannova et al., 2012; Fan et al., 2019), przyspieszajgc w ten sposéb
ich uwalnianie, a takze wyptukujac produkty uwiezione w rozlegtych sieciach szczelin (Kaieda and

Halle, 2013).

Tak gteboko osadzone miejsca aktywne sg potgczone z rozpuszczalnikiem poprzez molekularne Sciezki

transportowe zwane tunelami (Rysunek 1). Obecnosé tuneli zostata opisana w przypadku wielu
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enzymoéw z szesciu klas komisji enzymatycznej, jak réwniez czterech gtéwnych klas strukturalnych
(Prokop et al., 2012; Gora et al., 2013). Autorzy najnowszych badan szacujg, Ze tunele sg obecne w
ponad 50% enzymow (Pravda et al., 2014; Monzon et al., 2017). Anatomia, wiasciwosci
fizykochemiczne i dynamika tuneli decydujg o szybkosci wymiany substratdw i produktow miedzy
miejscami aktywnymi a przestrzenig rozpuszczalnika (Kingsley and Lill, 2015). Ponadto tunele moga
petni¢ bardziej zaawansowane funkcje, takie jak (i) umozliwianie dostepu do preferowanych
substratéw, przy jednoczesnym uniemozliwianiu dostepu do substratéw niepreferowanych, a tym
samym zapobieganie tworzenia nieproduktywnych komplekséw, (ii) ochrona metali przejsciowych
znajdujacych sie w miejscach aktywnych, (iii) zapobieganie uszkodzeniu komérki przez uwalnianie
toksycznych produktéw posrednich, (iv) umozliwianie reakcji wymagajacych braku wody oraz (v)
synchronizowanie reakcji wymagajgcych kontaktu duzej liczby substratéw, produktdw posrednich lub
kofaktoréw (Marques et al., 2016). Inzynieria reszt aminokwasowych, ktore tworzg tunele, prowadzi
czesto do powstania zmutowanych enzymdw o znacznie zmienionych wtasciwosciach katalitycznych,
w tym aktywnosci enzymatycznej (Brezovsky et al., 2016; Pavlova et al., 2009; Biedermannova et al.,
2012), specyficznosci (Chaloupkova et al., 2003) lub enancjoselektywnosci (Prokop et al., 2010).
Znaczenie biologiczne tuneli dodatkowo podkresla fakt, ze wiele enzymodw, o ktérych wiadomo, ze
zawierajg tunele molekularne, ma zwigzek z rozwojem réznych chordb (Marques, Daniel, et al., 2017)
oraz ze inhibitory wigzace sie z tymi tunelami mogg sta¢ sie skutecznymi lekami (Liu et al., 2000;

Sanson et al., 2011).
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Rysunek 1. Schemat tuneli transportowych taczacych gieboko osadzone miejsca aktywne z przestrzenia
rozpuszczalnika. Czasteczki wody oznaczono biato-czerwonymi sferami. (Zrédto: Ta praca)

W wielu enzymach zidentyfikowaé mozna kilka przypuszczalnych tuneli, tworzacych sieci o
nietrywialnej topologii. W niektérych z tych enzymoéw poznano preferencje poszczegdlnych ligandéw
do wychodzenia/wchodzenia przez poszczegdlne tunele, zaktadajgc niezalezno$é¢ tych proceséw
transportu (Cojocaru et al., 2007; Klvana et al., 2009). Jednakze w rzeczywistych scenariuszach, w
ktorych zaréwno substraty, jak i produkty muszg wspotistnied, a ze wzgledu na podobienstwa czesto
majg podobne pierwszenstwo w przechodzeniu przez dostepne tunele (Brezovsky et al., 2016;
Marques, Dunajova, et al., 2017), mozemy spodziewad sie powaznych zaktdcen w takich procesach
transportu. Na przyktad w przypadku acetylocholinoesterazy z aflatoksyng zwigzang w gtéwnym
tunelu (Sanson et al., 2011) oraz dehalogenaz z produktami reakcji blokujgcymi wylot gtdwnego tunelu
prowadzgcego do miejsca aktywnego (Brezovsky et al., 2016), zaobserwowano wyrazniejsze
przemieszczanie sie czasteczek wody przez alternatywne tunele. Co ciekawe, enzymy z gteboko
osadzonymi miejscami aktywnymi mogg wykazywac ztozone zachowania kinetyczne (Zhu et al., 2016;
Pang and Zhou, 2017). Dowiedziono, ze rozne ligandy zwigzane z powierzchnig biatka w poblizu wejscia
do tunelu lub wewnatrz tunelu moga wptywac na konformacje lub dynamike tego tunelu i innych
tuneli w enzymie (Stepankova, Khabiri, et al., 2013; Kingsley and Lill, 2014a). Przy wyzszym stezeniu

ligandow owe miejsca wigzania ligandéw bytyby czesto zajmowane, co w znacznym stopniu
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wptywatoby na ruch w tunelach. Takie efekty allosteryczne stanowig jedno z prawdopodobnych zrédet
nietypowej kinetyki enzymoéw (Denisov and Sligar, 2012), tj. inhibicji substratowe] i kooperatywnosci.
Oba zjawiska sg szeroko rozpowszechnione w enzymach i dowiedziono, ze zapewniajg szeroki zakres
istotnych funkcji biologicznych, np. zapewniajg stabilne tempo syntezy dopaminy, zapobiegaja
nadmiernej degradacji acetylocholiny w szczelinie synaptycznej lub umozliwiajg wysoce czute
wykrywanie glukozy w catym zakresie stezen fizjologicznych (Porter and Miller, 2012; Reed et al.,
2010). W szczegdlnosci, takie zjawiska kinetyczne wystepujg w wielu enzymach z tunelami, takich jak
cytochrom P450 (Denisov et al., 2009; Wu, 2011), acetylocholinoesteraza (Colletier et al., 2006), lub
dehalogenaza haloalkanowa (Stepankova, Paterova, et al., 2013; Marques, Dunajova, et al., 2017;
Biedermannova et al., 2012; Brezovsky et al., 2016). Na przyktad, mutanty tych enzymoéw ze
zmodyfikowanymi tunelami transportowymi wykazujg znaczgce zmiany w inhibicji substratowej i
kooperatywnosci, co wskazuje na tunele enzymatyczne jako cechy strukturalne odpowiedzialne za te
mechanizmy regulacyjne (Denisov and Sligar, 2012; Marques, Dunajova, et al., 2017; Stepankova,

Paterova, et al., 2013; Biedermannova et al., 2012; Brezovsky et al., 2016).

W niektérych przypadkach geometrie tuneli poznaé mozna badajac struktury biatek. Krystalografia
rentgenowska jest jednym z podstawowych zrddet informacji strukturalnej o biatkach, jednak w
wiekszosci przypadkéw dostarcza jedynie statycznych obrazéw pojedynczej konformacji. Pomimo
tego, struktury niektdrych biatek zostaty okreslone w kilku réznych konformacjach, co umozliwia wglad
w ich dynamike bezposrednio z danych strukturalnych (Flores et al., 2006). Jesli chodzi o znaczenie
biologiczne tuneli, to obecnos¢ liganddéw (Xu et al., 2012), czasteczek wody (Oprea et al., 1997) lub
ksenonu pod ci$nieniem (Winter et al., 2011) w tunelach stanowi dowdd na ich znaczenie. W
przypadku braku tego typu danych strukturalnych, bedgcego czestg sytuacjg, najnowoczesniejszym
podejsciem do badania wykorzystania poszczegélnych tuneli przez konkretne ligandy w danym biatku
jest potgczenie symulacji dynamiki molekularnej (MD — ang. Molecular Dynamics) z posrednimi
metodami eksperymentalnymi (Chovancova et al., 2012; Liskova et al., 2015; Paloncyova et al., 2016;
Biedermannova et al., 2012; Brezovsky et al., 2016), takimi jak np. okreslenie zmiany aktywnosci
enzymu lub szybkosci wigzania/uwalniania ligandu po wprowadzeniu mutacji do tunelu (Pavlova et
al., 2009; Liskova et al., 2015; Chaloupkova et al., 2003; Biedermannova et al., 2012). Jesli chodzi o
doswiadczalny wglad w migracje czasteczek wody przez wnetrza biatek, do badania wolno migrujgcych
czasteczek wody mozna zastosowac eksperymenty dyspersji relaksacji magnetycznej (ang. magnetic
relaxation dispertion). Z drugiej strony, pomiary spektroskopowe zaleznych od czasu przesunieé
Stokesa mogg by¢ wykorzystane do badania lokalnej dynamiki rozpuszczalnika wokét sondy

fluorescencyjnej (Laage et al., 2017).
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Gtéwne wyzwania w zrozumieniu transportu ligandéw wynikajg z faktu, ze tunele sg przejSciowe
(Rysunek 1), wyposazone w rézne formy bram molekularnych (Gora et al., 2013), i dlatego nawet ich
wstepna identyfikacja musi by¢ przeprowadzona na zespotach struktur biatkowych (Chovancova et al.,
2012; Kingsley and Lill, 2014a, 2015; Marques et al., 2016). Ze wzgledu na niskg czestostliwosé
otwierania tuneli i nastepujgcej po tym migracji liganddéw, ich doktadne zbadanie wymaga masowego
probkowania przestrzeni konformacyjnej, nawet w przypadku transportu nadmiernej ilosci czasteczek
wody. Mimo to, dzieki intensywnemu rozwojowi mozliwosci obliczeniowych, ulepszonym algorytmom
probkowania i ich wydajnym implementacjom, nastgpit znaczny postep w badaniach migracji ligandéw
wewnatrz enzymoéw (Bernetti et al., 2017; Schuetz et al., 2017; Pang and Zhou, 2017). Dotychczas
symulacje MD wykorzystujgce rézne metody biasingu (ang. biasing methods) zostaty z powodzeniem
zastosowane do ujawnienia kluczowych szczegétéw molekularnych migracji ligandéw w wielu
enzymach, np. w kinazie Src (Shan et al., 2011), fosforylazie nukleozydéw purynowych (Decherchi et
al., 2015), cytochromach P450 (Kingsley and Lill, 2014b), izomerazie peptydylowo-prolylowej (Dickson
and Lotz, 2016), i proteazie serynowej (Plattner and Noé, 2015). Obecnie, wsrdd najbardziej
popularnych metod badania wolnych stopni swobody istotnych dla proceséw wigzania/uwalniania
ligandow, znajdujg sie rozne implementacje metod takich jak prébkowanie parasolowe (ang. umbrella
sampling) (Torrie and Valleau, 1977), sterowana MD (ang. steered MD) (Grubmdller et al., 1996),
przyspieszona temperaturowo MD (ang. temperature-accelerated MD) (Maragliano and Vanden-
Eijnden, 2006), metadynamika (ang. metadynamics) (Laio and Parrinello, 2002; Limongelli et al., 2010),
losowo przyspieszona MD (ang. random acceleration MD) (Lidemann et al., 2000), skalowana MD
(ang. scaled MD) (Mollica et al., 2015), Gaussowsko przyspieszona MD (ang. Gaussian accelerated MD)
(Miao et al., 2015), r6zne odmiany milestonigu (ang. milestoning) (Vanden-Eijnden and Venturoli,
2009; Votapka et al., 2017), a takze kilka wysoce rownolegtych metod prébkowania adaptacyjnego
(ang. adaptive sampling) (Doerr and De Fabritiis, 2014; Bowman et al., 2010). Dodatkowy poziom
ztozonosci pojawia sie podczas analiz dotyczacych transportu czgsteczek wody z tych symulacji. Nalezy
wzig¢ pod uwage ogromng liczbe czgsteczek wody i przesledzié ich ruch, co wymaga specjalnych

narzedzi obliczeniowych (Mitusinska et al., 2020).

4.3.2 Badanie powigzan miedzy hydratacja, transportem liganddéw i funkcjg enzymoéw

Nasza podrdz w kierunku gtebszego zrozumienia wzajemnego oddziatywania pomiedzy hydratacja,
transportem molekularnym i dziataniem enzymoéw byta motywowana dwoma kluczowymi odkryciami
uzyskanymi w trakcie moich badan doktoranckich (wiecej szczegétéw w Rozdziale 5.1). (i) W trakcie
opracowywania metod badania dynamiki hydratacji w precyzyjnej lokalizacji okreslonej przez
kowalencyjnie potgczony znacznik fluorescencyjny, dowiedzieliimy sie, Zze dehalogenaza

haloalkanowa DbjA z Bradyrhizobium japonicum ma okoto dwukrotnie wiekszy poziom hydratacji na
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wejsciu do tunelu, jak réwniez znacznie wiekszga dynamike tego regionu w pordéwnaniu z
homologicznym enzymem DhaA z Rhodococcus rhodochrous (Jesenska et al., 2009). (ii) Z badan nad
molekularnymi podstawami enancjoselektywnosci w dehalogenazach wynika, ze wiekszos¢
przedstawicieli tej rodziny potrafi rozréznia¢ enancjomery 2-bromopropionianu etylu, chociaz z rézna
skutecznoscig. Jednakze tylko enzym DbjA wykazywat tak wysoka enancjoselektywnos¢ w stosunku do
strukturalnie znacznie prostszej czasteczki 2-bromopentanu, co stanowi charakterystyczng ceche
rozpoznawania molekularnego. Ta wyjatkowa selektywnos$é DbjA byta zwigzana ze znacznym udziatem
entropowym i okazata sie podatna na inzynierie elastycznej petli na powierzchni obok wejscia do
tunelu (zwanego tutaj fragmentem EB — ang. Extra fragment of Bradyrhizobium dehalogenase), co
sugeruje role hydratacji i/lub dynamiki enzymu w tym procesie rozpoznawania (Prokop et al., 2010).
W celu zbadania roli hydratacji i dynamiki w enancjodysryminacji 2-bromopentanu, stanowigcej
osiggniecie naukowe P1, przeprowadzilismy wieloetapowg transplantacje miejsca aktywnego i petli
powierzchniowej EB z enzymu DbjA do enzymu DhaA (Rysunek 2), co doprowadzito do powstania

stabilnego mutanta DhaA12 o zauwazalnej aktywnosci dehalogenazowej (Sykora et al., 2014).

Nastepnie, wykorzystalismy krystalografie rentgenowska do uzyskania struktury konstruktu DhaAl12 o
wysokiej rozdzielczosci i poréownaliSmy jg ze strukturg krystaliczng docelowego enzymu DbjA.
Poréwnanie to pozwolifo nam potwierdzi¢ udang transplantacje fragmentu EB z RMSD wszystkich
atomoéw wynoszacym 1,6 A, co wskazuje zblizone ogdlne sfatldowanie zaréwno DbjA, jak i DhaA12
(Rysunek 3A). Skupiajgc sie na regionach waznych funkcjonalnie, zaobserwowaliémy zasadniczo
identyczne struktury ich miejsc aktywnych z RMSD réwnym 0,7 A (Rysunek 3B) i réwnowazne tunele
transportowe  (Rysunek 3C). Ogdlny wniosek z pordwnania tych teoretycznie
najprawdopodobniejszych konformacji DbjA i DhaA12 byt taki, ze ich regiony funkcjonalne przyjety te
samg strukture. Co ciekawe, identycznos¢ tych struktur przetozyta sie rdwniez na wyrazny wzrost
enancjoselektywnosci DhaAl12 wobec a-bromoestréw, osiggajgc poziom docelowego DbjA, ale nie

przyniosta oczekiwanego wzrostu enancjoselektywnosci wobec 2-bromopentanu (Tabela 1).
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EB fragmet J—

/
DhaA 140 EW------=--=~-~ PEFA 170 EGALPKC 244 GVL / )

DhaA07 140 EFHHTEVAEEQDHAEFA 170 EGALPKC 244 GVL \
DhaA08 140 EFHHTEVAEEQDHAEAA 170 EGALPKC 244 GVL
DhaA09 140 EFHHTEVAEEQDHAEAA 170 EGALPKC 244 GAL
DhaA10 140 EFHHTEVAEEQDHAEAA 170 EGVLPKC 244 GAL
DhaA11 140 EFHHTEVAEEQDHAEAA 170 EGVLPKG 244 GAL
DhaA12 140 EFHHTEVAEEQDHAEAA 170 ERVLPGG 244 GAL
DbjA 137 DFHHTEVAEEQDHAEAA 178 ERVLPGG 252 GAL
DbjAA 137 DFH------~ QDHAEAA 178 ERVLPGG 252 GAL

Rysunek 2. Transplantacja miejsca aktywnego i tunelu transportowego z DbjA do DhaA. Enzymy te wykazujg
59% podobienstwa sekwencji, a ich miejsca funkcjonalne réznig sie fragmentem EB i oSmioma substytucjami
aminokwasowymi (kolor czerwony). Transplantacje przeprowadzono w kilku etapach, uzyskujgc konstrukty
posrednie, DhaA07-DhaA11. Mutant DhaA12 zostat zaprojektowany tak, aby posiadat to samo miejsce aktywne
i tunel dostepowy, co docelowy DbjA (ciemnoczerwona linia), zachowujgc reszte kontekstu biatkowego
identyczng z wzorcowym DhaA (niebieski). Zaadaptowano z (Sykora et al, 2014). Umiarkowanie
enancjoselektywny wariant DbjAA, w ktérym brakuje fragmentu EB, moze stuzy¢ jako kontrola (dane
niepublikowane).

Rysunek 3. Charakterystyka strukturalna zmodyfikowanej dehalogenazy DhaA12 (niebieski) z docelowa DbjA
(czerwony). A) Superpozycja struktury catej czgsteczki w reprezentacji rysunkowej (ang. cartoon representation).
B) Superpozycja reszt miejsca aktywnego przedstawionych za pomocg pogrubionych linii (ang. sticks).
C) Zestawienie tuneli transportowych (powierzchnie niebieska i czerwona). Strzatka wskazuje potozenie
fragmentu EB. Zaadaptowano z (Sykora et al., 2014).
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Tabela 1. Dynamika i hydratacja mikrosrodowiska wokoét sondy zlokalizowanej na wejsciu do tunelu czterech

badanych dehalogenaz (Sykora et al., 2014).

DhaA DhaA12 DbjA DbjAA
Dynamika
Integralny czas relaksacji [ns] 4,1+0,3 3,8+0,3 2,8+0,2 5,4 +0,4%
Integralny wspotczynnik temperaturowy
(ang. B-factor) wokét sondy [A2] 132 217 315 1197
Hydratacja
Dynamiczne przesuniecie Stokesa [cm™] 950 £ 50 1000 £ 50 1300 + 50 1100 + 50*
Liczba czasteczek w_od_y W pierwszej 642 642 10+ 2 wr
powtoce solwatacyjnej sondy
Enancjoselektywnos¢ jako wartosci E (ang. E-values)
2-bromopentan 8 7 145 58#
2-bromopropionian etylu 72 >200 >200 >200#

* dane nieopublikowane; #z (Prokop et al., 2010)

To ciekawe niepowodzenie w transplantacji petnej funkcji potwierdzito, ze inne czynniki kryjace sie za

strukturg regiondw enzymatycznych, ktére konwencjonalnie uwazanoby za funkcjonalnie niezbedne,

mogg réwniez znaczgco zmieniaé¢ ich funkcje. Zainspirowani wspomnianym powyzej zwiekszonym

uwodnieniem i dynamikg wykrytag w wejsciu do tunelu docelowego DbjA, skonstruowalismy mutanty

histydyny katalitycznej i oznakowalismy te enzymy za pomocg kowalencyjnie przytgczonych

znacznikéw fluorescencyjnych (Rysunek 4A). Procedura ta umieszcza barwnik reporterowy w poblizu

wejscia do tunelu prowadzacego do miejsca aktywnego enzymdéw (Rysunek 5A), co pozwala nam

zastosowac nasz protokot tgczacy symulacje i metody spektroskopowe (Jesenska et al., 2009) do oceny

tych czynnikdw réwniez w zmutowanych dehalogenazach.

A

I
A

Rysunek 4. Struktury sond fluorescencyjnych uzytych w badaniach prowadzacych do osiggnie¢ P1 i P2. A)
Barwnik kumarynowy z dtugim linkerem weglowodorowym przytgczony kowalencyjnie do kwasu
asparaginowego. B) Sztuczny aminokwas na bazie 7-hydroksy-4-metylokumaryny.
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Podczas gdy wprowadzony fragment EB wyraznie zwiekszyt dynamike DhaA12 przy wejsciu do tunelu
(Tabela 1 i Rysunek 5B), relaksacja mikrosrodowiska wokot barwnika reporterowego znajdujacego sie
w poblizu wejscia do tunelu byta tylko nieco szybsza niz w przypadku wzorca DhaA (Tabela 1), co
wskazuje, ze dynamika badanej warstwy hydratacyjnej pozostata zasadniczo niezmieniona przez
procedure inzynieryjng pomimo zwiekszonej dynamiki biatka. Jesli chodzi o poziom hydratacji na
wejsciach do tuneli, to zaréwno dane symulacyjne, jak i wielkos¢ zmiany fluorescencji zaleznej od
czasu wskazujg na prawie niezaktdcong ilos¢ czasteczek wody w przypadku DhaA1l2, poréwnywalng
do jego macierzystego DhaA i znacznie nizszg niz hydratacja docelowego DbjA. W tym miejscu warto
rowniez rozwazy¢ dane dostepne dla mutanta DbjAA (Prokop et al., 2010). Mutant ten pozbawiony
jest fragmentu EB i dlatego posiada weisze miejsce aktywne, co skutkuje umiarkowang
enancjoselektywnoscig wobec 2-bromopentanu (Tabela 1). Poniewaz w strukturze DbjAA nie
wystepuje elastyczny fragment EB, ruchliwo$¢ wejscia do tunelu réwniez znacznie sie zmniejszyta,
znacznie ponizej wartosci obserwowanych w przypadku nieselektywnych wariantéw DhaA (Tabela 1
Rysunek 5B). Ta obserwacja moze pomdc nam dostrzec zbiezno$¢ enancjoselektywnosci z 2-
bromopentanem wykazywang przez mutanta DbjAA i jego hydratacje wejscia do tunelu
poréwnywalng z DbjA typu dzikiego.

DhaA12 DbjA DhaA12

D

0 10 12 17 20 25 40 50 65 80

Rysunek 5. Lokalizacja sond na powierzchni dehalogenaz typu dzikiego i zmutowanych oraz dynamika tych
biatek. A) Lokalizacja kowalencyjnie przytaczonych reporterow fluorescencyjnych (w postaci zielonych
pogrubionych linii ang. sticks) na powierzchni analizowanych biatek (w kolorze szarym). B) Dynamika reszt
okreslona przez wspotczynnik temperaturowy (ang. B-factor) z symulacji jest przedstawiona za pomocg skali
koloréw oraz grubosci wstegi (ang. ribbon). Usrednione struktury sond fluorescencyjnych z symulacji s3
zaznaczone z6ttymi pogrubionymi liniami (ang. sticks), wskazujacymi region badany przez eksperymenty
spektroskopii zaleznej od czasu. Zaadaptowano z (Sykora et al., 2014).
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Jesli potgczymy te odkrycia z obserwowang rolg czgsteczek wody w zrdznicowane] stabilizacji
enancjomerdw 2-bromopentanu w poblizu przeciwlegtych scian miejsca aktywnego w obu wariantach
DbjA (Prokop et al, 2010), mozemy zasadnie przyja¢, ze hydratacja na wejsciu do tunelu
prowadzgcego do miejsca aktywnego bedzie rdwniez wptywad na liczbe i zachowanie czgsteczek wody
obecnych w tych miejscach aktywnych, a tym samym na enancjoselektywnosé. Nasza obserwacja, ze
geometrycznie zoptymalizowane miejsce aktywne wprowadzone do enzymu DhaAl2 moze nadal
znacznie réznic sie od docelowego DbjA pod wzgledem innych wiasciwosci, takich jak hydratacja, ktéra
moze znaczgco wptywad na enancjoselektywnos$é enzymu, sugeruje, ze kontekst biatkowy, sktadajacy
sie z regionéw potozonych daleko poza miejscem aktywnym, jest kluczowy dla katalizy enzymatycznej

i dlatego powinien by¢ brany pod uwage podczas obliczeniowych strategii projektowania biatek.

Realizujqc kolejne osiggniecie naukowe P2, poszukiwaliémy sposobu na skrécenie odlegtosci miedzy
miejscem aktywnym a regionem badanym za pomocg spektroskopii fluorescencyjnej, aby modc
potwierdzi¢ zarysowang zalezno$é miedzy strukturg i dynamiky czasteczek wody przy wejsciu do
tunelu, a selektywnoscig wzgledem enancjomerdw 2-bromopentanu w miejscu aktywnym. Podjelismy
to wyzwanie syntetyzujgc sztuczny aminokwas fluorescencyjny (AFAA — ang. artificial fluorescent
amino acid) zawierajgcy barwnik 7-hydroksy-4-metylokumarynowy i wigczajac go bezposrednio do
struktury dehalogenaz DhaA i DbjA (Amaro et al., 2015). Zaletg zastosowania AFAA byto to, ze miejsce
aktywne enzymu pozostato w wiekszosci niezmienione, co potwierdzity analizy dichroizmu kotowego
i pomiary aktywnosci. Ponadto, ze wzgledu na stosunkowo niewielki rozmiar AFAA (Rysunek 4B), ktory
jest poréwnywalny do reszty tryptofanu, oraz brak dtugiego linkera wymaganego przez poprzednie
reporterowe sondy fluorescencyjne, AFAA mozna byto osadzi¢ gtebiej w tunelu transportowym
(Rysunek 6A), w przeciwienstwie do bardziej odstonietych miejsc sond fluorescencyjnych
wykorzystujgcych kowalencyjne linkery oparte na weglowodorach w osiggnieciu naukowym P1
(Rysunek 5A). Pomimo bardziej zagtebionej lokalizacji, nadal potwierdzilismy okoto dwukrotnie
wiekszg hydratacje enancjoselektywnego DbjA niz nieselektywnego DhaA (Rysunek 6B). W
rzeczywistosci, wykrylismy wiekszg $rednig liczbe czasteczek wody przy uzyciu AFAA, co mozna
przypisa¢ nieobecnosci dtugiego kowalencyjnego linkera tgczgcego fluorescencyjny reporter z
nukleofilem katalitycznym na dnie kieszeni miejsca aktywnego, co uniemozliwiato pozycjonowanie
czagsteczek wody w poblizu sondy od wewngtrz kieszeni. Opracowane podejscie gwarantuje
specyficzne dla danego miejsca znakowanie AFAA, ktdre jest niezalezne od mechanizmu reakcji
enzymatycznej, a dzieki niewielkiemu rozmiarowi tancucha bocznego AFAA stanowi przejscie w
kierunku bardziej uniwersalnej procedury eksperymentalnej ukierunkowanej na badanie hydratacji

biatek.
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DhaA-AFAA DbjA-AFAA
A "\

Rysunek 6. Potozenie i hydratacja AFAA w dehalogenazach DhaA i DbjA. A) Najbardziej dominujace
konformacje AFAA (pomarariczowe, zielone i z6tte pogrubione linie ang. sticks) w obu dehalogenazach (biate
struktury w reprezentacji rysunkowej ang. cartoon representation). ZaobserwowaliSmy jedng przewazajgcy
konformacje AFAA w DhaA. Natomiast w DbjA AFAA moze przyjmowac dwie rdzne, ale rownie prawdopodobne
konformacje przy znacznie szerszym wejsciu do tunelu. B) Niebieska powierzchnia przedstawia regiony w
odlegtosci do 5 A od AFAA zajete przez czasteczki wody przez co najmniej 40% czasu symulacji. Zaadaptowano z
(Amaro et al., 2015).

Wreszcie, rozszerzyliSmy naszg uwage z roli gtdwnego tunelu transportowego w funkcjonowaniu
enzymu na badanie sieci tuneli o bardziej ztozonej topologii, obecnej w dehalogenazie LinB ze
Sphingomonas japonicum, ktéra stanowi test naszego zrozumienia transportu substratéw, produktéw
i czasteczek wody miedzy przestrzenig rozpuszczalnika a miejscem aktywnym enzymoéw, czyli
osiggniecie naukowe P3. Na tym etapie najpierw zmniejszyliSmy znaczenie giéwnego tunelu,
zamykajac go za pomoca dwdch réznych metod. Nastepnie zbadaliSmy mozliwosé utworzenia nowego
tunelu prowadzgcego do miejsca aktywnego enzymu LinB poprzez sfunkcjonalizowanie
potencjalnego, bardzo waskiego tunelu za pomoca ewolucji ukierunkowanej (Rysunek 7), oceniajac
jednoczesnie aktywnos¢, stabilnos¢, strukture i mechanizmy reakcji uzyskanych konstruktéw

(Brezovsky et al., 2016).
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LinB-Open™®

LinB-Closed™ LinB-Open™

Rysunek 7. Schemat strategii inzynierii stosowanej do badania tuneli transportowych w enzymie LinB. W
pierwszym etapie gtéwny tunel enzymu LinB byt zamykany albo przez mostek disiarczkowy w LinB-Closed®”, albo
przez wprowadzenie obszernego tryptofanu w LinB-Closed™". W drugim etapie, w wyniku ukierunkowanej
ewolucji skupionej na trzech pozycjach, aktywowano nowy, potencjalny tunel. Struktury enzymow sg zaznaczone
kolorem szarym, a reszty biorgce udziat w inzynierii s3 zaznaczone czarnymi (typ dziki), czerwonymi
(zamykajgcymi gtéwny tunel) i niebieskimi (otwierajagcymi nowy tunel) sferami. Zaadaptowano z (Brezovsky et
al., 2016).

W pierwszym etapie skupilimy sie na zamknieciu tunelu pl enzymu LinB (Rysunek 8A) poprzez
wprowadzenie mostka disiarczkowego do struktury, tak aby mostek disiarczkowy potfaczyt
przeciwlegte helisy, pomiedzy ktérymi tworzg sie tunele p1 (Rysunek 8B). Skonstruowano dwie pary
mutacji o najkrétszej odlegtosci miedzy atomami siarki, L177C+D147Ci L177C+A247C, i oceniono je za
pomocy analizy MALDI-TOF, potwierdzajgc, ze LinB-Closed® niosgcy mutacje L177C+D147C
rzeczywiscie posiada dobrze uformowany mostek disiarczkowy (Brezovsky et al., 2016). Pomiary
aktywnosci przy uzyciu standardowego zestawu 30 substratow dehalogenaz (Koudelakova et al., 2011)
systematycznie wykazywaty znaczny spadek obserwowanej aktywnosci specyficznej dla wiekszosci z
tych substratéw. Jednoczesnie mutant ten wykazywat zmniejszong szybkosc katalityczng i bardzo silng
inhibicje substratowg podczas przeksztatcania 1,2-dibromoetanu. Eksperymenty prowadzone w
warunkach przed osiggnieciem stanu réwnowagi wykazaty, ze uwalnianie produktu jest etapem

ograniczajgcym szybkos$¢ tego cyklu katalitycznego, co potwierdza udane zamkniecie tunelu p1.
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Niestety, zaobserwowali$my réwniez obnizong szybkos¢ w chemicznych etapach cyklu, co wskazuje
na niekorzystne efekty uboczne kowalencyjnego wigzania dwdéch helis na strukture lub dynamike

miejsca aktywnego.

Rysunek 8. Sie¢ tuneli transportowych w enzymie LinB. A) Struktura LinB jest przedstawiona za pomocg
reprezentacji rysunkowej (ang. cartoon representation) w kolorze szarym, natomiast tunele zidentyfikowane w
zestawie 12 struktur krystalicznych o minimalnej érednicy 2 A s3 przedstawione jako sfery: pla (cyjan), plb
(niebieski) i p2 (ciemnozétty). B) Pozycje cystein (zaznaczone w formie fioletowych pogrubionych linii ang. sticks)
brane pod uwage przy mutagenezie w celu zamkniecia tunelu p1 przez mostek disiarczkowy. Zaadaptowano z
(Brezovsky et al., 2016). C) Potozenie potencjalnego tunelu p3 wybranego do otwarcia (na czerwono). Nalezy
zauwazy¢, ze tunel p3 jest w przyblizeniu prostopadty do wszystkich szerszych tuneli obecnych w enzymie typu
dzikiego (pla, plb i p2), a wiec stanowi obiecujacy cel niezaleznej modyfikacji. Reszty odpowiedzialne za
utworzenie dwdch réznych regiondw zwezenia sg przedstawione w formie fioletowych i zielonych pogrubionych
linii (ang. sticks). Zaadaptowano z (Brezovsky et al., 2016).

Korzystajac z kowalencyjnego zamkniecia tunelu p1 w LinB-Closed®®, wykorzystaliémy go jako matryce
do otwarcia nowego tunelu funkcjonalnego poprzez aktywacje potencjalnego tunelu p3 (Rysunek 8C),
ktory prowadzi przez inny region struktury biatka niz znane tunele funkcjonalne. Trzy reszty, ktére w
najwiekszym stopniu przyczynity sie do powstania dwéch zwezen o wymiarach subatomowych,
zidentyfikowanych w tym potencjalnym tunelu, zostaty wybrane do mutagenezy (ang. site-saturation
mutagenesis), umozliwiajgcej zastgpienie tych reszt mniejszymi. Pdzniejsze badania aktywnosci z
uzyciem od jednego do szesciu substratéw i potwierdzenie obecnosci mostka disiarczkowego

doprowadzity do identyfikacji mutanta LinB Open®*

niosgcego nastepujgce trzy mutacje w dawnych
zwezeniach tunelu p3, W140+F143L+I211L. Mutant LinB OpenP® wykazywat okoto 35% wzrost
aktywnosci w stosunku do zestawu 30 substratéw, jak réwniez wyraznie zmniejszong inhibicje
substratowg z 1,2-dibromoetanem w poréwnaniu z LinB Closed®®. Jednak szybko$é katalityczna
mutanta otwartego z tym substratem pozostawata na poziomie mutanta zamknietego (Brezovsky et
al., 2016). Na tym etapie postawiliémy hipoteze, ze o ile zamkniecie gtéwnego tunelu opartego na

mostku disiarczkowym byto pomocnym narzedziem w czesci screeningowe] projektu, ze wzgledu na

tatwo osiggalne potwierdzenie zamknietych tuneli w ocenianych konstruktach za pomocg analiz
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MALDI-MS/MS, to jednoczes$nie stanowito radykalny zabieg o niepozadanych skutkach ubocznych dla
niezwigzanych z transportem etapdw katalitycznych.

Co wiecej, nie udato nam sie uzyska¢ struktur krystalicznych ani LinB-Closed®®, ani LinB-Open®’

, CO
uniemozliwito nam potwierdzenie naszych przypuszczen na temat natury obserwowanych zaburzen w
mechanizmach katalitycznych tych mutantéw. Co ciekawe, pdzniejsze préby krystalizacji mutanta
LinB-Closed®"® zakoriczyty sie sukcesem po wyrastaniu krysztatdw biatka przez 1.5 roku zamiast kilku
dni typowych dla dehalogenaz typu dzikiego (lermak et al., 2021). Jednak uzyskana struktura

krystaliczna o wysokiej rozdzielczosci wykazata brak kowalencyjnego wigzania disiarczkowego,

wskazujgc na obecnosé znacznych naprezen w strukturze, spowodowanych jego wprowadzeniem.

W miedzyczasie zwrdciliémy uwage na inny konstrukt, LinB-Closed™, w ktérym transport przez tunel
pl byt znacznie ograniczony przez wprowadzenie obszernego tryptofanu w pozycji 177
(Biedermannova et al., 2012) i wprowadzilismy mutacje otwierajgce tunel p3 do tego konstruktu, co
doprowadzito do powstania mutanta LinB-Open™" (Rysunek 7). Pomiary aktywnosci z tymi mutantami
byty zgodne z wczesdniejszymi tendencjami, z niskg ogdlng aktywnoscig dla wiekszosci substratow
wykazywang przez mutanta zamknietego i przywréconymi poziomami aktywnosci przez mutanta

™RP w przypadku 20 z 30 badanych substratéw

otwartego. Co wiecej, aktywnos¢ mutanta LinB-Open
nawet przewyzszata aktywnos¢ enzymu typu dzikiego. Ponadto, zaobserwowalismy silng inhibicje
substratowg i spadek szybkosci katalitycznej w stosunku do 1,2-dibromoetanu w przypadku LinB-
Closed™®, W mutancie otwartym oba te efekty sg odwrdcone, znacznie przewyzszajac sprawnosé
katalityczng LinB typu dzikiego. Co interesujace, korzystny wptyw otwarcia tunelu p3 na LinB Open™?

byt powigzany nie tylko z poprawg szybkosci uwalniania produktu, ale takie ze znacznym

zwiekszeniem szybkosci wszystkich etapéw chemicznych (Brezovsky et al., 2016).

Badania strukturalne z wykorzystaniem krystalografii rentgenowskiej potwierdzity udane zamkniecie
tuneli p1 w obu mutantach zawierajgcych mutacje L177W, a takze obecnos¢ dobrze zdefiniowanego
tunelu p3 w mutancie LinB Open™®. Obserwacje te byty zgodne z symulacjami MD tych enzyméw,
ktdre potwierdzity znacznie mniejsze prawdopodobienstwo otwierania tuneli p1 i ich wykorzystania
przez czasteczki wody, w przeciwienstwie do enzymu typu dzikiego. Otwarcie tunelu p3 byto znaczgce
tylko w mutancie LinB Open™?, a czestotliwo$¢ i wydajno$é transportu czasteczek wody byta taka sama
jak w przypadku innego znanego tunelu pomocniczego, p2. Co wazne, setki powtdrzen
przyspieszonych symulacji MD uwalniania produktéw wykazaty podobne prawdopodobiefstwo
migracji produktéw reakcji przez tunele p3 i p2. Chociaz wiekszos¢ uwalniania produktu zachodzita
przez tunel pla we wszystkich badanych wariantach LinB, rozpuszczanie produktu przez kilka
czgsteczek wody, wymagane do skutecznego uwolnienia, zachodzito z réwnym

prawdopodobienstwem przez tunele plip3 (Rysunek 9A). Z tego punktu widzenia tunel p3 zapewniat
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dodatkowy kanat dla czasteczek wody, ktéry dodatkowo nie byt utrudniony przez mase zwigzanych
produktéw, jak w przypadku tuneli p1 (Rysunek 9B), co w rezultacie przyczyniato sie do zwiekszonej

wydajnosci katalitycznej mutanta LinB Open™P®,

Ponadto zauwazylismy, ze tunel pla jest nie tylko preferowany przez opuszczajgce go czasteczki
produktdow, ale takze jest najczestszg drogg wykorzystywang przez czgsteczki substratéw podczas ich
wejscia do miejsca aktywnego (Rysunek 9C); dlatego tez uwalnianie produktdw przez tunel pla bedzie
w wielu przypadkach utrudnione przez czasteczki substratéw, zwiekszajgc w ten sposéb wzgledne
znaczenie innych tuneli dla transportu produktéw, w szczegdlnosci w warunkach nadmiaru czgsteczek
substratéw. Mozna réwniez przypuszczaé, ze konkurencja miedzy czasteczkami substratu i produktu
na drodze transportu jest odpowiedzialna za obserwowane wyrazne inhibicje substratowe w
mutantach zamknietych, ktére ulegajg ztagodzeniu w mutantach otwartych, zapewniajgcych
alternatywng droge réwnolegtej migracji tych czasteczek przez rdzen enzymu. Hipoteza ta zostata
niedawno potwierdzona w dalszych badaniach, ktére wykazaty, ze czgsteczka substratu rzeczywiscie
uniemozliwia wyjscie produktu halogenkowego poprzez bezposrednie zablokowanie oraz
prawdopodobne ograniczenie elastycznosci konformacyjnej tunelu, w ktérym sie wigze (Kokkonen et

al., 2021).
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Rysunek 9. Wptyw inzynierii tuneli na uwalnianie produktéw. A) Prawdopodobienstwo poczatkowej solwatacji
produktéw przez okreslony tunel w symulacjach mutanta LinB-Open™®, umozliwiajgcego wydajne uwalnianie
produktéw przez preferowany tunel pla. B) Srednie potozenie zwigzanych produktéw (jony bromku jako
czerwone sfery i 2-bromoetanolu jako bezowe sfery) w stosunku do tuneli transportowych mutanta LinB-
Open™P. Poszczegdlne tunele pokazano jako kolorowe pogrubione linie (ang. sticks), strukture biatka
przedstawiono na w rysunkowej reprezentacji (ang. cartoon representation) w kolorze szarym, a wprowadzony
W177 jako szare pogrubione linie (ang. sticks). Najbardziej prawdopodobna lokalizacja produktéw alkoholowych
odpowiada tunelom pla i plb, utrudniajgc ich wykorzystanie przez czgsteczki wody. C) Prawdopodobienstwo
uwolnienia produktéw przez dany tunel bez interferencji z substratem zajmujgcym ten sam tunel.
Zaadaptowano z (Brezovsky et al., 2016).
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Podsumowujgc, osiggniecie P3 pokazuje, ze cho¢ obecnie mozliwe jest otwieranie i zamykanie tuneli
transportowych z zadowalajgcg skutecznoscig, to przewidywanie wptywu takiej inzynierii na
wiasciwosci katalityczne jest niezwykle trudne. Biorgc pod uwage skomplikowang nature procesow
zachodzacych w bardziej ztozonych sieciach tuneli, w ktérych tunele mogg mieé rézng selektywnosé w
stosunku do poszczegélnych zwigzkéw chemicznych biorgcych udziat w cyklu enzymatycznym,
konieczny krok naprzéd bedzie wymagat jednoznacznej oceny wptywu mutacji na wykorzystanie
zaprojektowanych i wszystkich pozostatych funkcjonalnie istotnych tuneli obecnych w badanym
enzymie przez substraty, produkty i czasteczki wody (lub innego rozpuszczalnika), mozliwie na

wszystkich istotnych etapach cyklu katalitycznego.

4.3.3 Zwiekszanie dostepnosci i zakresu narzedzi do analizy tuneli i migracji ligandéw

Badania nad efektami transportu ligandow pomiedzy gteboko osadzonymi miejscami aktywnymi
enzymow i ich inzynierig, prowadzone w ostatnich latach przez innych badaczy oraz przez nas,
wyraznie pokazaty zalety takiego podejscia w uzyskiwaniu interesujgcych biokatalizatoréw, jak
rowniez w zdobywaniu fundamentalnego wgladu w szerszg role transportu liganddw i hydratacji w
katalizie enzymatycznej. Niektére z najczestszych barier w uwzglednianiu transportu ligandéw w
badaniach biochemicznych i bioinzynieryjnych opisano w Rozdziatach 4.3.1i4.3.2. Mozna je podzieli¢
na potrzebe uchwycenia sporadycznego otwierania tuneli transportowych lub potrzebe precyzyjnego
zbadania selektywnosci transportu wielu ligandéw przez kilka tuneli. Podczas gdy bardzo doktadne
analizy transportu ligandéw nalezg do dziedziny zaawansowanych symulacji MD, ktdre czesto
wymagajg znacznych zasobdéw obliczeniowych i specjalistycznej wiedzy, w oparciu o nasze narzedzie
CAVER3 do analizy tuneli opartych na geometrii (Chovancova et al., 2012) opracowalismy szybka
metode szacowania kosztéw energetycznych zwigzanych z migracjg ligandéw w takim tunelu

(osiggniecie naukowe P4).

Opracowane narzedzie CaverDock wykorzystuje algorytm dokowania AutoDock Vina do zbadania
migracji liganda przez dany tunel zidentyfikowany przez narzedzia do ich analizy, takie jak CAVER3,
MOLE czy MOLAXIS (Brezovsky et al., 2013) poprzez iteracyjne dokowanie czgsteczki liganda z
jednoczesnym ograniczeniem jednego z jego atoméw do wycinkdw przekroju poprzecznego
uzyskanego z tunelu (Vavra et al.,, 2019). W ten sposdb CaverDock moze okresli¢ w przyblizeniu
najbardziej prawdopodobng trajektorie obrang przez ligand oraz odpowiednie energie wigzania
wzdtuz jego Sciezki. Poprawnos$¢ zastosowania tego narzedzia zostata zweryfikowana na zbiorze
danych 26 biatek z 113 zidentyfikowanymi tunelami o réznej geometrii dla 33 naturalnych substratow.
Co wiecej, zastosowanie tej metody w przypadku inzynierii tuneli p1 i p3, oméwionym w poprzednim

rozdziale, pozwolito jakosciowo odtworzy¢ tatwos¢ wykorzystania tych tuneli do uwalniania
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produktéw w mutantach otwartych i zamknietych, jak wynika z wyczerpujgcych symulacji MD (Vavra
et al., 2019). Ze wzgledu na swojg przyblizong nature i wynikajgcg z niej mozliwo$¢ wykonania
wiekszosci obliczen w ciggu kilku minut, CaverDock moze by¢ z powodzeniem stosowany w analizach
o duzej przepustowosci zwigzanych z transportem duzej liczby ligandéw przez wiele tuneli, jak
pokazujg ostatnie badania (Pinto et al., 2019, 2021). Ogdlnie rzecz biorgc, narzedzie CaverDock
stanowi pierwszy krok w kierunku zrozumienia specyficznosci tuneli poprzez bezposrednig analize

transportu ligandow (Contente et al., 2020; Brodsky et al., 2020; Hu et al., 2020).

W ramach osiggniecia naukowego P5 zintegrowaliSmy dobrze ugruntowane analizy geometryczne
tuneli przy uzyciu CAVER3 z niedawno opublikowanymi symulacjami transportu ligandéw za pomocg
CaverDock i stworzyliSmy serwer Caver Web, aby zapewni¢ przyjazny dla uzytkownika dostep do tych
analiz dla szerokiej spotecznosci naukowej (Stourac et al., 2019). Podstawa procesu obliczeniowego
byt serwer internetowy HotSpot Wizard 2, przeznaczony dla spotecznosci inzynierii biatek (Bendl,
Stourac, et al., 2016), ktéry juz wczesniej zawierat zoptymalizowang strategie identyfikacji
odpowiednich kieszeni w enzymach, a tym samym umozliwiat badanie tuneli wychodzgcych z takich
kieszeni (Rysunek 10). W Caver Web udostepniliémy bardziej zaawansowane opcje definiowania
wiasciwych punktéw poczatkowych dla obliczen tuneli na podstawie pozycji ligandéw zwigzanych w
strukturze biatka lub na podstawie srodka masy reszt zdefiniowanych przez uzytkownika, a takze
dedykowang wizualizacje tuneli i ich wtasciwosci. Co wiecej, zidentyfikowane tunele mogg by¢
wykorzystane na zgdanie jako dane wejsciowe do symulacji transportu ligandéw przy uzyciu narzedzia
CaverDock, rozszerzajgc w ten sposdb zakres zastosowania tego serwera o podstawowe mozliwosci
prowadzenia wirtualnego screeningu. Bazujgc na naszym praktycznym doswiadczeniu z krytycznymi
btedami wystepujgcymi podczas analiz tuneli (Brezovsky et al., 2018), Caver Web zostat wyposazony
w szereg zautomatyzowanych narzedzi pomocniczych opartych na kontekscie, ktére prowadza
uzytkownika przez prawidtowe ustawienia obliczen i interpretacje wynikdw. Funkcje te znacznie
zwiekszajg wygode uzytkowania i przyczyniajg sie do zredukowania wymagan podstawowych
umiejetnosci bioinformatycznych potrzebnych do uzyskania przydatnych danych dotyczacych

transportu liganddéw, o czym swiadczy okoto 40 000 obliczerr wykonanych do lutego 2022 r.
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Rysunek 10. Przebieg obliczenn zaimplementowany w Caver Web 1.0. FAZAl zapewnia przygotowanie
biologicznie istotnych struktur; FAZA2 umozliwia zdefiniowanie punktu startowego (czerwona sfera w zéttej
kieszeni biatka) dla obliczen tuneli wykonywanych w FAZIE3 (tunele sg przedstawione jako zestawy niebieskich i
zielonych sfer). Opcjonalnie, bezposredni transport ligandéw przez wykryte tunele moze by¢ wykonany za
pomocg CaverDock w FAZIE4. Pomaranczowa ramka wskazuje czes¢ przeptywu pracy pierwotnie opracowanego
dla serwera HotSpot Wizard2 (Bendl, Stourac, et al., 2016). Zaadaptowano z (Stourac et al., 2019).

Ponadto, aby przyczynic sie do radzenia sobie z ogromng iloscig i ztozonoscig danych pochodzacych z
wysokoprzepustowych symulacji MD (ang. high-throughput MD), niezbednych do badania zdarzen
transportu o niskiej czestostiwosci (ang. rare transport events), stworzyliSmy biblioteke
TransportTools (Brezovsky et al., 2021), co stanowi osiggniecie naukowe P6. Biblioteka ta zostata
zaprojektowana w celu umozliwienia zidentyfikowania tuneli zaobserwowanych w duzych zestawach
symulowanych zespotéw molekularnych, okreslenia, ktére tunele sg wykorzystywane przez
poszczegdlne ligandy, ktérych ruchy byty sledzone w tych zestawach danych, oraz opracowania
sposobdéw specyficznej analizy ilosciowej tych proceséw (Rysunek 11). Poniewaz narzedzie
TransportTools zostato opracowane z mysla o zastosowaniu w aplikacjach prawdziwie
wysokoprzepustowych, opiera sie na zoptymalizowanej metodzie umozliwiajgcej gruboziarnistg (ang.

coarse-grained) reprezentacje wszystkich danych zwigzanych z transportem, co pozwala na analize
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okoto 5 000 000 tuneli transportu pochodzacych z narzedzia CAVER3 i przypisanie 50 000 zdarzen
dotyczacych $ladow wodnych (ang. water traces) uzyskanych za pomocg pakietu AQUA-DUCT
(Magdziarz et al., 2017) do faktycznych tuneli przemierzanych przez te czgsteczki w czasie krotszym
niz jeden dzien przy uzyciu standardowej stacji roboczej. Biblioteka oferuje wiele klas i metod
umozliwiajgcych przetwarzanie, manipulowanie i analizowanie tuneli i zdarzeh transportu.
Réznorodno$¢ opcji sprawia, ze jest to odpowiednia platforma do przygotowania analiz
dostosowanych do potrzeb uzytkownika. Ponadto uwazamy, ze ma ona potencjat do stymulowania
rozwoju nowych pakietow skupiajgcych sie na procesach transportu w biomolekutach lub

obejmujacych te procesy w bardziej ogdlnym ujeciu.

Ocenilismy przydatnosc naszej biblioteki na podstawie trzech praktycznych przyktadéw zastosowania.
Po pierwsze, pokazalismy uzytecznosc analizy zestawu symulacji MD w celu ujawnienia sporadycznych
migracji czasteczek wody przez dtugi tunel transportowy wyposazony w wiele bram, ktére wykazywaty
tylko sporadyczne otwarcia. Taka sytuacja sprawia, ze przypisanie zdarzenia transportu do takiego
tunelu jest mato prawdopodobne, dlatego korzystne moze byé zintegrowanie danych o tunelu ze
zdarzeniami transportu z wielu réznych symulacji w celu zwiekszenia czutosci wykrywania zdarzen o
niskiej czestotliwosci (ang. rare events) i przypisywania ich do masowo bramkowanych tuneli
przejsciowych. W ten sposéb narzedzie TransportTools moze wykrywaé przypadki transportu
ligandéw w symulacjach, w ktdrych odpowiednie tunele nie byty obserwowane z powodu zamkniecia
jednej z ich bram, a wiec zmniejsza liczbe przypadkow, w ktdrych mogliby$my przeoczy¢ sporadycznie
wystepujace i trudne do uchwycenia przypadki otwierania tuneli i ich wykorzystania, co zwieksza
skutecznosé i wszechstronnosé badania tuneli przejsSciowych. Nastepnie z wykorzystaniem analizy
poréwnawczej zaimplementowanej w programie TransportTools podkreslilismy rdznice pomiedzy
sieciami tuneli i ich wykorzystaniem przez ligandy w enzymie LinB i dwdch jego mutantach o

zmienionych tunelach (LinB-Closed™ i LinB-Open™?

omowionych w Rozdziale 4.3.2). W tym
przypadku narzedzie TransportTools utatwito badanie poréwnawcze niezaleznych symulacji tych
wariantdw enzymow, ujawniajac wszystkie krytyczne zmiany w dynamice tuneli, geometrii i
transporcie wody po wprowadzeniu mutacji, ktére byty zgodne z wynikami wczesniejszych badan
proceséw transportu w tych systemach (Brezovsky et al., 2016; Kokkonen et al., 2018). Analogicznie,
analiza poréwnawcza zaimplementowana w TransportTools moze by¢ wykorzystywana do
rygorystycznych poréwnan procesdw transportu w réznych scenariuszach, np. poréwnywania biatek
typu dzikiego i mutantéw, zestawiania tuneli biatkowych w obecnosci mieszaniny réznych
rozpuszczalnikow, w réoznym pH lub temperaturze, a takze analizowania zmian w sieciach tuneli

wywotanych wigzaniem ligandéw. Wreszcie, zbadali$my selektywno$é tuneli LinB-Open™ dla

substratu 1,2-dibromoetanu, analizujgc migracje substratu z 593 symulacji adaptacyjnego
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probkowania (ang. adaptive sampling simulations) (Doerr and De Fabritiis, 2014) i mapujac
zidentyfikowane zdarzenia transportu do sieci tuneli tego mutanta. Z odpowiednio przypisanych
zdarzen wynika, ze tunele plb i pla byty wykorzystywane gtdwnie do transportu substratu w
poréwnaniu z tunelem p3, ktdry nadal byt preferowany w stosunku do pomocniczego tunelu p2.
Wywnioskowane selektywnosci tuneli dla tego substratu byty zgodne z wczesniejszymi doniesieniami
obliczeniowymi i eksperymentalnymi na temat LinB-Open™® (Brezovsky et al., 2016). Podsumowujac,
TransportTools oferuje wszechstronne narzedzia do badania tuneli i ich wykorzystania przez ligandy
w duzych zbiorach danych, umozliwiajac jednoczesnie dostep do istotnych szczegétéw proceséw

transportu.

Ensembles of tunnels Ligand migration traces
computed by CAVER3 computed by AQUA-DUCT
from massive simulations from massive simulations

Ensemble geometries

showing tunnel dynamics Ligand transport through tunnel

Rysunek 11. Schemat przebiegu analizy zaimplementowanej w programie TransportTool. Zaadaptowano z
(Brezovsky et al., 2021).

25



Jan Brezovsky Ph.D. Zatgcznik nr 2 — Autoreferat

5 Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej, w
szczegblnosci zagranicznej

5.1 Wyniki badan uzyskane w trakcie studiéw doktoranckich na Uniwersytecie
Masaryka

W trakcie studiéw doktoranckich na Uniwersytecie Masaryka specjalizowatam sie w modelowaniu
zaleznosci struktura-funkcja w biatkach, jak réwniez z udziatem rdzinych zwigzkéw chemicznych,
stosujgc symulacje dynamiki molekularnej do badania wptywu mutacji na funkcje biatek oraz badajac
metody i narzedzia racjonalnej inzynierii biatek. ProwadziliSmy réwniez badania nad wadami i zaletami
obecnie dostepnych narzedzi zwigzanych z analizg transportu ligandow (Brezovsky et al., 2013). W

wyniku tych prac powstato sze$¢ kolejnych publikacji, ktére nie zostaty wiaczone do giéwnego

osiggniecia naukowego. Niemniej jednak publikacje 4 i 6 dostarczyty kilku niezbednych technicznych

krokéw i inspiracji do badan opisanych w Rozdziale 4.3.2.

1. Brezovsky J, Chovancova E, Gora A, Pavelka A, Biedermannova L, Damborsky J,# 2013: Software Tools for
Identification, Visualization and Analysis of Protein Tunnels and Channels. Biotechnology Advances 31: 38-
49

2. Kobeticova K, Simek Z, Brezovsky J, Hofman J,# 2011: Toxic Effects of Nine Polycyclic Aromatic Compounds
on Enchytraeus crypticus in Artificial Soil in Relation to their Properties. Ecotoxicology and Environmental
Safety 74: 1727-1733

3. Koudelakova T, Chovancova E, Brezovsky J, Monincova M, Fortova A, Jarkovsky J, Damborsky J,# 2011:
Substrate Specificity of Haloalkane Dehalogenases. Biochemical Journal 435: 345-354

4. Prokop Z* Sato Y,* Brezovsky J,* Mozga T, Chaloupkova R, Koudelakova T, Jerabek P, Stepankova V,
Natsume R, Leeuwen JGE, Janssen DB, Florian J, Nagata Y, Senda T, Damborsky J,¥ 2010: Enantioselectivity
of Haloalkane Dehalogenases and its Modulation by Surface Loop Engineering. Angewandte Chemie
International Edition 49: 6111-6115

5. Damborsky J,* Brezovsky J, 2009: Computational Tools for Designing and Engineering Biocatalysts. Current
Opinion in Chemical Biology 13: 26-34

6. Jesenska A, Sykora J, Olzynska A, Brezovsky J, Zdrahal Z, Damborsky J,# Hof M,# 2009: Nanosecond Time-
Dependent Stokes Shift at the Tunnel Mouth of Haloalkane Dehalogenases. Journal of the American
Chemical Society 131: 494-501

W publikacji (Prokop et al., 2010), zbadaliimy molekularne mechanizmy kontrolujgce
enancjoselektywnos$¢ dehalogenazy DbjA i wykorzystaliimy te wiedze do semi-racjonalnego
zaprojektowania tej wtasciwosci poprzez zmiane petli na powierzchni znajdujacej sie obok wejscia do
gtéwnego tunelu transportowego prowadzacego do miejsca aktywnego. Co wazne,
zaobserwowali$my, ze enancjoselektywnos¢ DbjA w stosunku do liniowych bromowanych alkanéw ma
znaczacy udziat entropowy, ktéry na poziomie molekularnym zostat wyrazony przez koniecznosé
istnienia istotnych oddziatywan hydrofobowych stabilizujgcych rézne enancjomery na przeciwlegtych
$cianach kieszeni miejsca aktywnego. Ta wielokierunkowa praca byta mozliwa tylko dzieki intensywnej
wspotpracy z nastepujgcymi instytutami badawczymi na catym sSwiecie: (i) ,Department of Life

Sciences, Graduate School of Life Sciences, Tohoku University”, Sendai, Japonia, (ii) ,,Japan Biological
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Informatics Consortium”, Tokio, Japonia, (iii) ,Biomedicinal Information Research Center, National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology”, Tokio, Japonia, (iv) , Department of
Biochemistry, University of Groningen”, Holandia, i (v) ,,Department of Chemistry, Loyola University

Chicago”, USA

W publikacji (Jesenska et al., 2009), opracowalismy podejscie tgczagce metody eksperymentalne i
komputerowe do badania dynamiki czgsteczek wody w oparciu o znakowanie biatek kowalencyjnie
przytagczonym znacznikiem fluorescencyjnym, wykorzystujgc mechanizm reakcji dehalogenaz, ktére po
mutacji histydyny katalitycznej zatrzymuja sie po utworzeniu kowalencyjnego produktu posredniego
alkilo-enzymu, osadzajagc sonde fluorescencyjng w tunelu prowadzacym do miejsca aktywnego
enzymu. Pokazalismy, jak taki uktad moze by¢ scharakteryzowany za pomocy spektroskopii zaleznej
od czasu i zinterpretowany do szczegétdw molekularnych za pomoca symulacji dynamiki molekularne;.
Ponadto, wykazalismy, ze wejscie do miejsca aktywnego enzymu DbjA wykazuje silne uwodnienie w
stopniu niespotykanym w tej rodzinie enzymdéw, co wskazuje na znaczenie uwodnienia dla
enancjoselektywnosci tego enzymu wobec liniowych bromowanych alkanéw. Praca ta zostata
wykonana w Scistej wspotpracy z grupa Prof. Martin Hof z Instytutu Chemii Fizycznej im. J.

Heyrovskiego, Akademii Nauki Republiki Czeskiej, ktdry zapewnit ekspertyze spektroskopowsa.

5.2 Wyniki badan uzyskane w wyniku zatrudnienia po studiach doktoranckich na
Uniwersytecie Masaryka i w Miedzynarodowym Centrum Badan Klinicznych
Szpitala Uniwersyteckiego sw. Anny

Po ukonczeniu studiow w 2011 r. do 2016 r. kierowatem zespotem badawczym w Laboratoriach
Loschmidta na Uniwersytecie Masaryka oraz odbytem staz podoktorski w Miedzynarodowym Centrum
Badan Klinicznych Szpitala Uniwersyteckiego sw. Anny, Republika Czeska. Wraz z moim zespotem
pofaczylismy metody bioinformatyczne i symulacji molekularnej z technikami eksperymentalnymi
stosowanymi przez naszych wspodtpracownikéw. Systematycznie dazyliSmy do odkrywania nowych
koncepcji i zasad zwigzanych z funkcjonowaniem biatek, aby umozliwi¢ ich racjonalng inzynierie.
Nastepnie wdrozyliSmy najbardziej obiecujgce pomysty jako oprogramowanie uzytkowe. Korzystajac
z bliskiej wspotpracy ze wspoétpracownikami eksperymentalnymi, podjelismy starania, by opracowad
przyjazne dla uzytkownika narzedzia, dostosowane do ich potrzeb i mozliwe do wykorzystania przez
szerokie srodowisko naukowe. Ogdlnie rzecz biorgc, realizowalismy pie¢ gtéwnych kierunkéw badan

opisanych w kolejnych czesciach, ktore zaowocowaty 37 publikacjami naukowymi nieuwzglednionymi

w gtéwnym osiggnieciu naukowym.
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5.2.1 Odkrywanie zaleznosci struktura-dynamika-funkcja w enzymach

Aby lepiej zrozumie¢ molekularne uwarunkowania funkcji enzymu, zbadaliSmy czynniki
odpowiedzialne za zwiekszong stabilno$¢ dehalogenazy z bakterii psychrofilnej (Chrast et al., 2019).
Nastepnie zbadalismy role bram molekularnych kontrolujgcych dostepnos¢ miejsc aktywnych,
zaréwno doswiadczalnie, jak i poprzez obszerne przeglady literatury (Kokkonen et al., 2018; Gora et
al., 2013; Marques, Dunajova, et al., 2017). Skupiajgc sie na molekularnych mechanizmach katalizy
enzymatycznej, zbadalismy strukturalne podstawy enancjoselektywnosci dehalogenaz (Liskova et al.,
2017) oraz acylaz penicyliny G (Grulich et al., 2015), opisaliSmy zasady rozpoznawania ligandéw przez
receptor estrogenowy (Nehybova et al., 2015) i regulator Cra (Chavarria et al., 2014), a takze
wyjasnilismy role nietypowych reszt w miejscu aktywnym dehalogenaz (Chaloupkova et al., 2014;
Hasan et al., 2013). Ponadto scharakteryzowalismy wptyw mieszaniny rozpuszczalnikéw organicznych
na strukture i funkcje dehalogenaz (Khabiri et al., 2013; Stepankova, Khabiri, et al., 2013) oraz
rozwiktaliSmy oddziatywania biatko - sonda fluorescencyjna, ktére determinujg przesuniecia Stokesa
mierzone na wejsciu tunelu dehalogenéw (Amaro et al., 2013) — co stanowi rozszerzenie naszych
wczesniejszych badan nad zgtebianiem kwestii hydratacji i dynamiki (Jesenska et al., 2009). Wreszcie,
zwrdciliémy uwage na tunele transportowe i ich bramy w wielu enzymach jako wazne cele dla lekéw
(Marques, Daniel, et al., 2017). Wyniki tych projektéw badawczych zostaty opisane w nastepujacych
14 publikacjach.

1. Chrast L, Tratsiak K, Planas-Iglesias J, Daniel L, Prudnikova T, Brezovsky J, Bednar D, Kuta Smatanova |,
Chaloupkova R, Damborsky J,# 2019: Deciphering the Structural Basis of High Thermostability of
Dehalogenase from Psychrophilic Bacterium Marinobacter sp. ELB17. Microorganisms 7: 498

2. Kokkonen P, Sykora J, Prokop Z, Ghose A, Bednar D, Amaro M, Beerens K, Bidmanova S, Slanska M,
Brezovsky J, Damborsky J,¥ Hof M,” 2018: Molecular Gating of an Engineered Enzyme Captured in Real Time.
Journal of the American Chemical Society 140: 17999-18008

3. Liskova V, Stepankova V, Bednar D, Brezovsky J, Prokop Z, Chaloupkova R, Damborsky J,# 2017: Different
Structural Origins of the Enantioselectivity of Haloalkane Dehalogenases toward Linear B-Haloalkanes:
Open—Solvated versus Occluded—Desolvated Active Sites. Angewandte Chemie International Edition
56:4719-4723

4. Marques SM, Dunajova Z, Prokop Z, Chaloupkova R, Brezovsky J, Damborsky J,# 2017: Catalytic Cycle of
Haloalkane Dehalogenases towards Unnatural Substrates Explored by Computational Modeling. Journal of
Chemical Information and Modeling 57: 1970-1989

5. Marques SM, Daniel L, Buryska T, Prokop Z, Brezovsky J, Damborsky J,# 2017: Enzyme Tunnels and Gates as
Relevant Targets in Drug Design. Medicinal Research Reviews 37: 1095-1139

6. Grulich M,” Brezovsky J, Stepanek V, Palyzova A, Kyslikova E, Kyslik P, 2015: Resolution of a/B-Amino Acids
by Enantioselective Penicillin G Acylase from Achromobacter sp. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic
122:240-247

7. Nehybova T, Smarda J, Daniel L, Brezovsky J, Benes P,* 2015: Wedelolactone Induces Growth of Breast
Cancer Cells by Stimulation of Estrogen Receptor Signalling. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular
Biology 152: 76-83

8. Chavarria M, Durante-Rodriguez G, Krell T, Santiago C, Brezovsky J, Damborsky J, de Lorenzo V,* 2014:
Fructose 1-Phosphate is the One and Only Physiological Effector of the Cra (FruR) Regulator of Pseudomonas
putida. FEBS Open Bio 4: 377-386

9. Chaloupkova R, Prudnikova T, Rezacova P, Prokop Z, Koudelakova T, Daniel L, Brezovsky J, Ikeda-Ohtsubo
W, Sato Y, Kuty M, Nagata Y, Kuta Smatanova |,¥ Damborsky J,¥ 2014: Structural and Functional Analysis of
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a Novel Haloalkane Dehalogenase with Two Halide-Binding Sites. Acta Crystallographica D 70: 1884-1897

10. Gora A, Brezovsky J, Damborsky J,# 2013: Gates of Enzymes. Chemical Reviews 113: 5871-5923

11. Amaro M, Brezovsky J, Kovacova S, Maier L, Chaloupkova R,# Sykora J,* Paruch K,# Damborsky J, Hof M,
2013: Are Time-Dependent Stokes Shifts at the Tunnel Mouth of Haloalkane Dehalogenase Enzymes
Dependent on the Choice of the Chromophore? Journal of Physical Chemistry B 117: 7898-7906

12. Hasan K, Gora A, Brezovsky J, Chaloupkova R, Moskalikova H, Fortova A, Nagata Y, Damborsky J, Prokop Z,#
2013: The Effect of a Unique Halide-Stabilising Residue on the Catalytic Properties of Haloalkane
Dehalogenase DatA from Agrobacterium tumefaciens C58. FEBS Journal 280: 3149-3159

13. Stepankova V, Khabiri M, Brezovsky J, Pavelka A, Sykora J, Amaro M, Minofar B, Prokop Z, Hof M, Ettrich R,
Chaloupkova R,” Damborsky J,# 2013: Expansion of Access Tunnels and Active-Site Cavities Influence Activity
of Haloalkane Dehalogenases in Organic Cosolvents. ChemBioChem 14: 890-897

14. Khabiri M, Minofar B, Brezovsky J, Damborsky J, Ettrich R,# 2013: Interaction of Organic Solvents with
Protein Structures at Protein-Solvent Interface. Journal of Molecular Modeling 19: 4701-4711

Wiele z tych projektdw badawczych powstato dzieki dalszej owocnej wspdtpracy z grupg Prof. Martin
Hof z Instytutu Chemii Fizycznej im. J. Heyrovskiego, Akademii Nauki Republiki Czeskiej (Kokkonen et
al., 2018; Amaro et al., 2013; Stepankova, Khabiri, et al., 2013). Kolejny znaczgcy wktad w powstanie
dwéch publikacji (Chrast et al., 2019; Chaloupkova et al., 2014) dotyczacych strukturalnej
charakterystyki kilku dehalogenaz metodg krystalografii rentgenowskiej wniosta grupa Prof. Ivana
Kuta-Smatanova z ,University of South Bohemia”, Republika Czeska. Praca wykonana przez
Chaloupkova et al., 2014 dodatkowo wspierana przez krystalograféw z ,Graduate School of Life
Sciences, Tohoku University”, Sendai, Japonia. Wreszcie, badania nad efektorami regulatora Cra
przeprowadzono pod kierownictwem Prof. Victor de Lorenzo z , Centro Nacional de Biotecnologia
(CNB-CSIC)”, Madryt, Hiszpania. Gtdwng role w badaniach nad enancjoselektywnoscig acylaz

penicyliny G odegrat Dr. Grulich z Instytutu Mikrobiologii, Akademii Nauki Republiki Czeskiej.

5.2.2 Opracowywanie narzedzi obliczeniowych do inzynierii biatek

Opierajac sie na naszym pierwotnym doswiadczeniu w dziedzinie inzynierii biatek, opracowalismy
narzedzie obliczeniowe FireProt, stuzgce do projektowania bardziej stabilnych biatek bez negatywnego
wptywu na ich funkcje (Bednar et al., 2015; Musil et al., 2017; Beerens et al., 2018), podczas ktérego
znaczaco skorzystaliSmy na wspotpracy z grupg Prof. David Baker z ,,University of Washington”, USA.
Nastepnie zaprojektowalismy i przetestowalismy metode selekcji atrakcyjnych - funkcjonalnych, a
jednoczesnie réznorodnych - enzymoéw z puli sekwencji nadrodzin biatkowych (Vanacek et al., 2018).
Ponadto stworzylismy nowa platforme do inzynierii biatek, HotSpotWizard 2, zdolng w petni
zautomatyzowaé przewidywanie hotspotdw (ang. hotspots) w inzynierii stabilnosci, aktywnosci,
specyficznosci i enancjoselektywnosci biatek oraz projektowanie inteligentnych bibliotek (Bendl,

Stourac, et al., 2016). Te prace badawcze zaowocowaty nastepujgcymi szescioma publikacjami.

15. Beerens K, Mazurenko S, Kunka A, Marques SM, Hansen N, Musil M, Chaloupkova R, Waterman J, Brezovsky
J, Bednar D, Prokop Z,# Damborsky J,# 2018: Evolutionary Analysis is a Powerful Complement to Energy
Calculations for Protein Stabilization. ACS Catalysis 8: 9420-9428

16. Vanacek P, Sebestova E, Babkova P, Bidmanova S, Daniel L, Dvorak P, Stepankova V, Chaloupkova R,
Brezovsky J, Prokop Z, ¥ Damborsky J,# 2018: Exploration of Enzyme Diversity by Integrating Bioinformatics
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with Expression Analysis and Biochemical Characterization. ACS Catalysis 8: 2402-2412

17. Musil M, Stourac J, Bendl J, Brezovsky J, Prokop Z, Zendulka J, Martinek T, Bednar D,# Damborsky J,# 2017:
FireProt: Web Server for Automated Design of Thermostable Proteins. Nucleic Acids Research 45: W393-399

18. Bendl J, Stourac J, Sebestova E, Vavra O, Musil M, Brezovsky J,# Damborsky J,# 2016: HotSpot Wizard 2:
Automated Design of Site-Specific Mutations and Smart Libraries in Protein Engineering. Nucleic Acids
Research 44: \W479-487

19. Bednar D, Beerens K, Sebestova E, Bendl J, Khare S, Chaloupkova R, Prokop Z, Brezovsky J, Baker D,
Damborsky J,# 2015: FireProt: Energy- and Evolution-Based Computational Desigh of Thermostable
Multiple-Point Mutants. PLoS Computational Biology 11: e1004556

20. Damborsky J,# Brezovsky J, 2014: Computational Tools for Designing and Engineering Enzymes. Current
Opinion in Chemical Biology 19: 8-16

5.2.3 Opracowywanie narzedzi obliczeniowych na potrzeby medycyny precyzyjnej

Inny kierunek badan byt motywowany kontaktami z Prof. Eric D. Wieben z ,,Mayo Clinic”, Nowy Jork,
USA, ktéry zainspirowat nas do zbadania konsekwencji naktadania sie zbioréw danych
wykorzystywanych do trenowania i testowania narzedzi do przewidywania patogennosci (Bendl et al.,
2014). W wyniku tych rozwazan zebraliSmy trzy w petni niezalezne zbiory danych i wykorzystalismy je
do opracowania solidnych meta-klasyfikatoréw efektow mutacji biatek (Bendl et al., 2014) oraz
polimorfizmoéw pojedynczych nukleotyddw w réznych regionach genomu (Bendl, Musil, et al., 2016).
Narzedzia te zostaty wykorzystane przez >5 000 niezaleznych, aktywnych uzytkownikéw, ktérzy
przeanalizowali >300 000 mutacji w >10 000 réznych biatek i zostaly opublikowane w dwdch

nastepujacych artykutach.

21. Bendl J, Musil M, Stourac J, Zendulka J, Damborsky J,¥ Brezovsky J,# 2016: PredictSNP2: A Unified Platform
for Accurately Evaluating SNP Effects by Exploiting the Different Characteristics of Variants in Distinct
Genomic Regions. PLoS Computational Biology 12: e1004962

22. Bendl J, Stourac J, Salanda O, Pavelka A, Wieben ED, Zendulka J, Brezovsky J,# Damborsky J,# 2014:
PredictSNP: Robust and Accurate Consensus Classifier for Prediction of Disease-Related Mutations. PLoS
Computational Biology 10: e1003440

5.2.4 Opracowanie narzedzi obliczeniowych do analizy transportu ligandéw

Majgc $wiadomosé kluczowego znaczenia tuneli molekularnych dla funkcjonowania biatek oraz
problemdw zwigzanych z ich wykrywaniem w statycznej strukturze krystalicznej biatek, opracowalismy
narzedzia umozliwiajgce wstepne badania dynamiki tuneli (Chovancova et al., 2012; Pavelka et al.,
2016). Aby ograniczy¢ niektére z najbardziej istotnych, wczesniej zidentyfikowanych ograniczen,
opracowali$my narzedzia, dostarczajgc zaawansowany interfejs uzytkownika do iteracyjnej eksploracji
tuneli molekularnych w czasie rzeczywistym (Kozlikova et al., 2014) oraz stworzyliSmy s$rodki do
jawnego uwzgledniania czasteczek liganddow (Filipovic et al., 2020). Opis narzedzi, metod i przeglad

literatury jest dostepny w nastepujacych czterech publikacjach.
23. Filipovic J,* Vavra O, Plhak J, Bednar D, Marques SM, Brezovsky J, Matyska L, Damborsky J,# 2019:
CaverDock: A Novel Method for the Fast Analysis of Ligand Transport. IEEE Transactions on Computational

Biology and Bioinformatics 17: 1625-1638
24. Pavelka A, Kozlikova B, Sochor J, Sebestova E, Brezovsky J, Damborsky J,# 2016: CAVER: Algorithms for
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Analyzing Dynamics of Tunnels in Macromolecules. IEEE Transactions on Computational Biology and
Bioinformatics 13: 505-517

25. Kozlikova B, Sebestova E, Sustr V, Brezovsky J, Strnad O, Daniel L, Bednar D, Pavelka A, Manak M, Bezdeka
M, Benes P, Kotry M, Gora A, Damborsky J, # Sochor J,# 2014: CAVER Analyst 1.0: Graphic Tool for Interactive
Visualization and Analysis of Tunnels and Channels in Protein Structures. Bioinformatics 30: 2684-2685

26. Chovancova E, Pavelka A, Benes P, Strnad O, Brezovsky J, Kozlikova B, Gora A, Sustr V, Klvana M, Medek P,
Biedermannova L, Sochor J, # Damborsky J,# 2012: CAVER 3.0: A Tool for Analysis of Transport Pathways in
Dynamic Protein Structures. PLoS Computational Biology 8: 1002708

5.2.5 Racjonalna inzynieria biatek

W ramach wspédtpracy na szerokg skale z grupami Prof. Ilvana Kuta-Smatanova z ,,University of South
Bohemia”, Republika Czeska, Prof. Rudiger Ettrich z Instytutu Nanobiologii i Biologii Strukturalnej,
Akademii Nauki Republiki Czeskiej, oraz Prof. Uwe T. Bornscheuer z “Ernst-Moritz-Arndt-University”,
Greifswald, Niemcy, zastosowaliSmy metode ewolucji ukierunkowanej do zmiany stabilnosci i
aktywnosci dehalogenaz w wysokich stezeniach kosolwentéw organicznych (Koudelakova et al.,
2013). Co zaskakujace, odkryliSmy, ze znaczgcy wkiad na stabilnos¢ i odpornosé na dziatanie
kosolwentu miaty mutacje zlokalizowane w tunelu transportowym, co podkresla, ze tunele sg istotnym
celem inzynierii stabilizacji biatek. Aby poszerzyé nasza wiedze na temat molekularnych czynnikéw
wptywajgcych na kompromis pomiedzy strukturg i funkcjg enzymu, zaprojektowalismy i
scharakteryzowalismy dziatanie kilku mutantéw dehalogenaz ze zmienionymi regionami zwezenia ich
gtéwnego tunelu (Liskova et al., 2015). Nastepnie ocenialiSmy wptyw inzynierii tuneli na aktywno$¢ i
selektywnos¢ enzymu, wykazujac, ze mutacje te zaburzajg dziatanie enzymu w rdézny sposdb w
przypadku réznych substratéw (Kaushik et al., 2018). Wreszcie, zaprojektowalismy de novo tunel
transportowy w dehalogenazie, tworzgc mutanta o radykalnie zmienionych wtasciwosciach
katalitycznych (Brezovsky et al., 2016). Taka strategia inzynieryjna moze by¢ wykorzystana do
stworzenia wielu cennych biokatalizatoréw. Co wazne, niniejsze badania podkreslaja, ze nawet
niewielkie modyfikacje struktury biatka, ktére naturalnie wystepuja takze w regionach nieistotnych
funkcjonalnie, moga otworzy¢ nowy tunel w modyfikowanym regionie i prowadzi¢ do istotnych

konsekwencji funkcjonalnych.

Korzystajgc z narzedzi obliczeniowych do inzynierii biatek, opisanych w Rozdziale 5.2.2, stworzyliSmy
kilka hiperstabilnych biatek. Po pierwsze, zaprojektowaliSmy wysoce stabilny czynnik wzrostu
fibroblastow 2 (FGF2, ang. fibroblast growth factor 2) odpowiedni do dtugotrwatych zastosowan
biomedycznych (Dvorak et al., 2018). Prace te stanowity podstawe do uzyskania patentu EP3380508
B1: ,Thermostable FGF2 Polypeptide, Use thereof and Culture Medium Containing Thermostable FGF2
Polypeptide”, przyznanego w 2020 r. Dodatkowo zastosowalismy rekonstrukcje przodkéw
dehalogenaz, aby uzyskaé wysoce stabilne, a jednoczesnie bardzo aktywne enzymy jako alternatywng

strategie stabilizacji (Babkova et al., 2017). Pdzniej moi wspotpracownicy rozwineli te prace do postaci
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specjalnego narzedzia obliczeniowego FireProt*® (Musil et al., 2021). Ponadto, we wspdtpracy z Dr.
Grulich z Instytutu Mikrobiologii, Akademii Nauki Republiki Czeskiej, zastosowali$my strategie
inzynierii komputerowej w celu zwiekszenia enancjoselektywnosci acylazy penicyliny G w kierunku
grupy o/B-aminokwasow (Grulich et al., 2016). Najbardziej obiecujgcy zmutowany enzym wykazywat
znacznie podwyzszong selektywnosc dla N-fenyloacetylo-p-F-a-fenyloalaniny, waznego skfadnika w
syntezie leku przeciwnowotworowego Abarelix. W sumie nasze badania w dziedzinie inzynierii biatek

zaowocowaty nastepujgcymi szescioma publikacjami.

27. Dvorak P, Bednar D, Vanacek P, Balek L, Eiselleova L, Stepankova V, Sebestova E, Kunova Bosakova M,
Konecna Z, Mazurenko S, Kunka A, Vanova T, Zoufalova K, Chaloupkova R, Brezovsky J, Krejci P, Prokop Z,
Dvorak P,* Damborsky J,” 2018: Computer-Assisted Engineering of Hyperstable Fibroblast Growth Factor 2.
Biotechnology and Bioengineering 115: 850-862

28. Kaushik S, Marques SM, Khirsariya P, Paruch K, Libichova L, Brezovsky J, Prokop Z, Chaloupkova R,*
Damborsky J,# 2018: Impact of the Access Tunnel Engineering on Catalysis is Strictly Ligand-Specific. FEBS
Journal 285: 1456-1476

29. Babkova P, Sebestova E, Brezovsky J, Chaloupkova R,” Damborsky J,# 2017: Ancestral Haloalkane
Dehalogenases Show Robustness and Unique Substrate Specificity. ChemBioChem 18: 1448-1456.

30. Grulich M, Brezovsky J, Stepanek V, Palyzova A, Maresova H, Zahradnik J, Kyslikova E, Kyslik P, 2016: In-
silico Driven Engineering of Enantioselectivity of a Penicillin G Acylase towards Active Pharmaceutical
Ingredients. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 133: S53-S59

31. Liskova V, Bednar D, Holubeva T, Prudnikova T, Rezacova P, Koudelakova T, Sebestova E, Kuta Smatanova |,
Brezovsky J, Chaloupkova R, Damborsky J,# 2015: Balancing the Stability-Activity Trade-off by Fine-Tuning
Dehalogenase Access Tunnels. ChemCatChem 7: 648-659

32. Koudelakova T, Chaloupkova R, Brezovsky J, Prokop Z, Sebestova E, Hesseler M, Khabiri M, Plevaka M, Kulik
D, Kuta Smatanova |, Rezacova P, Ettrich R, Bornscheuer UT, Damborsky J,# 2013: Engineering Enzyme
Stability and Resistance to an Organic Cosolvent by Modification of Residues in the Access Tunnel.
Angewandte Chemie International Edition 52: 1959-1963

5.2.6 Pozostate wyniki badan

W czasie petnienia funkcji cztonka organu wykonawczego krajowego ,,Head of Nodes Committee of
the European Life-Science Infrastructure for Biological Information (ELIXIR-CZ)”, uczestniczytem w
kierowanych przez spotecznos¢ dziataniach majacych na celu okreslenie i upowszechnienie
standardéw dostarczania informacji o dostepnych zasobach bioinformatycznych wspieranych przez
konsorcjum ELIXIR oraz pomagatem w tworzeniu rejestru stuzgcego do rozpowszechniania takich
informacji (Ison et al., 2016). Ponadto, badalismy metody odkrywania bioaktywnych ligandéw -
zaréwno substratow, jak i inhibitoréow enzymdw. OpracowaliSmy nowatorsky i wysoce wydajng
metode chemoinformatyczng do odkrywania substratow enzymatycznych, wykorzystujgcy
geometryczne kryteria reaktywnosci oparte na mechanizmie, co pozwolito nam na zidentyfikowanie
nowych substratow, w tym sond fluorescencyjnych umozliwiajgcych uzyskanie danych o wysokiej
rozdzielczosci na temat kinetyki enzymdw (Daniel et al., 2015), a takze inhibitorow odpowiednich do
szczegdtowej charakterystyki biochemicznej dziatania dehalogenaz (Buryska et al., 2016). Nastepnie
zidentyfikowalismy réwniez nowe inhibitory réznych nukleaz, ktére stanowia podstawe patentu

EP2957562 B1: ,Pyrazolotriazines as Inhibitors of Nucleases” przyznanego w 2017 r. Wreszcie,
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zbadaliSmy mozliwosci optymalizacji wieloobiektowej sprzezonych S$ciezek reakcji. Celem
optymalizacji byto ograniczenie toksycznosci produktéw posrednich dla zastosowan in vivo
(Kurumbang et al., 2014) lub maksymalizacja wydajnosci reakcji in vitro przy jednoczesnym
zminimalizowaniu ogdlnego zuzycia enzymow (Dvorak et al., 2014). Te prace badawcze zostaty

opisane w pieciu nastepujgcych publikacjach.

33. Ison J,* Rapacki K, Menager H, Kalas M, Rydza E, Chmura P, Anthon C, Beard N, Berka K, Bolser D, Booth T,
Bretaudeau A, Brezovsky J, Casadio R, Cesareni G, Coppens F, Cornell M, Cuccuru G, Davidsen K, Vedova
GD, Dogan T, Doppelt-Azeroual O, Emery L, Gasteiger E, Gatter T, Goldberg T, Grosjean M, Griining B,
Helmer-Citterich M, lenasescu H, loannidis V, Jespersen MC, Jimenez R, Juty N, Juvan P, Koch M, Laibe C, Li
J-W, Licata L, Mareuil F, Miceti¢ |, Friborg RM, Moretti S, Morris C, Moéller S, Nenadic A, Peterson H, Profiti
G, Rice P, Romano P, Roncaglia P, Saidi R, Schafferhans A, Schwammle V, Smith C, Sperotto MM, Stockinger
H, Svobodova-Varekova R, Tosatto SCE, de la Torre V, Uva P, Via A, Yachdav G, Zambelli F, Vriend G, Rost B,
Parkinson H, Lgngreen P, Brunak S, 2016: Tools and Data Services Registry: a Community Effort to Document
Bioinformatics Resources. Nucleic Acids Research 44: D38-47

34. Buryska T, Daniel L, Kunka A, Brezovsky J, Damborsky J, Prokop Z,# 2016: Discovery of Novel Haloalkane
Dehalogenase Inhibitors. Applied and Environmental Microbiology 82: 1958-1965

35. Daniel L, Buryska T, Prokop Z, Damborsky J, Brezovsky J, # 2015: Mechanism-Based Discovery of Novel
Substrates of Haloalkane Dehalogenases using in Silico Screening. Journal of Chemical Information and
Modeling 55: 54-62

36. Kurumbang NP, Dvorak P, Bendl J, Brezovsky J, Prokop Z# Damborsky J,* 2014: Computer-Assisted
Engineering of Synthetic Pathway for Biodegradation of Toxic Persistent Pollutant. ACS Synthetic Biology 3:
172-181

37. Dvorak P, Kurumbang NP, Bendl J, Brezovsky J, Prokop Z, Damborsky J,# 2014: Maximizing the Efficiency of
Multi-enzyme Process by Stoichiometry Optimization. ChemBioChem 15: 1891-1895

5.3 Wyniki badan uzyskane w Laboratorium Biomolekularnych Interakcji i
Transportu

Po utworzeniu nowego Laboratorium Biomolekularnych Interakcji i Transportu, we wspotpracy z
moimi bytymi wspétpracownikami z Uniwersytetu Masaryka w Brnie, Republika Czeska, przyczynilismy
sie do rozwoju i testowania drugiej wersji CAVER Analyst (Jurcik et al., 2018). Nastepnie pogtebilismy
wspotprace z Dr. Grulich z Instytutu Mikrobiologii, Akademii Nauki Republiki Czeskiej, w celu odkrycia
molekularnych uwarunkowan mechanizmu wygaszania kworum (ang. quorum quenching) w
enzymach z nadrodziny N-koricowych hydrolaz serynowych (Surpeta et al., 2022), ktére stanowig
ekscytujgcg alternatywe dla antybiotykoterapii, w szczegdlnosci bioragc pod uwage rosnaca
antybiotykooporno$¢ wielu bakterii chorobotwdrczych. Uwazamy, ze odkryte uwarunkowania
stanowig cenng wskazéwke dla inzynierii skutecznych $rodkéw, zdolnych do selektywnej kontroli
wirulencji opornych gatunkéw bakterii jako alternatywy dla antybiotykdw. Na koniec
podsumowalismy aktualny stan wiedzy na temat fatwo dostepnych dla szerokiej spotecznosci
naukowej narzedzi obliczeniowych, ktére mogg by¢ wykorzystane w szerokim zakresie zastosowan
inzynierskich (Sequeiros-Borja et al., 2021), jak rowniez zaawansowanych metod obliczeniowych

zdolnych, przynajmniej w pewnym istotnym zakresie, do uwzglednienia dynamiki biatek podczas
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racjonalnej inzynierii (Surpeta et al., 2020). Nasz udziat zostat podsumowany w postaci ,preprintu” i

trzech recenzowanych publikacji.

1. Surpeta B, Grulich M, Palyzova A, Maresova H, Brezovsky J,# 2022: Common Dynamic Determinants Govern
Quorum Quenching Activity in N-terminal Serine Hydrolases. BioRxiv: 2022.01.13.476167

2. Sequeiros-Borja CE, Surpeta B, Brezovsky J,# 2021: Recent Advances in User-Friendly Computational Tools
to Engineer Protein Function. Briefings in Bioinformatics 22: bbaal50

3. Surpeta B, Sequeiros-Borja CE, Brezovsky J, 2020: Dynamics, a Powerful Component of Current and Future
in Silico Approaches for Protein Design and Engineering. International Journal of Molecular Sciences 21:
2713

4. Jurcik A, Bednar D, Byska J, Marques SM, Furmanova K, Daniel L, Kokkonen P, Brezovsky J, Strnad O, Stourac
J, Pavelka A, Manak M, Damborsky J, # Kozlikova B, # 2018: CAVER Analyst 2.0: Analysis and Visualization of
Channels and Tunnels in Protein Structures and Molecular Dynamics Trajectories. Bioinformatics 34: 3586-
3588
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6 Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke

6.1 Dziatalno$¢ dydaktyczna

Mam ponad dziesiecioletnie doswiadczenie w nauczaniu bioinformatyki i biologii obliczeniowej oraz
prowadzeniu seminaridw badawczych, ktére miatem okazje realizowa¢ w dwdch réznych osrodkach

akademickich.

Kursy na Uniwersytecie Adama Mickiewicza:

e 2019-obecnie: Od molekut do komdrek, wspdéttworzenie wyktadu, 3 godziny/rok

e 2017-obecnie: Bioinformatyka strukturalna, wyktad i ¢wiczenia praktyczne, 15+30 godzin/rok

e 2017-obecnie: Stosowana bioinformatyka strukturalna dla biotechnologii, seminaria i ¢wiczenia
praktyczne, 10+20 godzin/rok

Zaprojektowatem program kursu ,Bioinformatyka strukturalna" i dostosowatem go do potrzeb
studentdw studiow licencjackich na kierunku bioinformatyka, zapewniajgc szerokie podstawy w
zakresie najistotniejszych zadan bioinformatyki strukturalnej, jak réwniez praktyczne doswiadczenie z
najnowoczesniejszymi narzedziami w tej dziedzinie. Ze wzgledu na okresy zdalnego nauczania,
wspdlnie z moimi studentami opracowalismy interaktywne materiaty i materiaty wideo do platformy
Moodle. Kurs ,Stosowana bioinformatyka strukturalna dla biotechnologii" jest zaprojektowany z
myslg o doktorantach, ktérzy nie majg duzego doswiadczenia z bioinformatyka. Jego celem jest
przekazanie praktycznej wiedzy na temat zasad i przede wszystkim praktycznego doswiadczenia z
przeptywami pracy bioinformatycznej dla (semi)racjonalnej inzynierii biatek i odkrywania zwigzkéw

bioaktywnych. Ponadto prowadzitem wyktady w ramach serii wyktadéw ,,0d molekut do komérek".

Kursy na Uniwersytecie Masaryka:

e 2014-2015: Inzynieria biatek, udziat w wyktadzie, 2 godziny/rok

e 2013-2015: Bioinformatyka-praktyka, ¢wiczenia praktyczne, 12 godzin/rok

e 2013-2015: Chemia biofizyczna, udziat w wyktadzie, 2 godziny/rok

e 2012-2015: Obliczeniowa biologia strukturalna, wyktad i ¢wiczenia praktyczne, 24+24 godziny/rok

e 2012-2015: Seminarium Laboratoriéw Loschmidta, seminarium, 24 godziny/rok

e 2011-2015: Seminarium zespotow badawczych Laboratoriéw Loschmidta, seminarium, 24
godziny/rok

Kursy te byty przeznaczone dla studentéw biologii i biochemii, a ich celem byto przekazanie
praktycznej wiedzy na temat bioinformatycznych baz danych i narzedzi powszechnie stosowanych w
badaniach biologicznych, z naciskiem na powigzanie teorii z odpowiednimi zastosowaniami
praktycznymi. W przypadku kursu ,,Obliczeniowa biologia strukturalna” bytem odpowiedzialny za
utworzenie kursu, opracowanie jego programu nauczania i przygotowanie materiatéw do nauki, w tym
interaktywnych materiatéw e-learningowych z materiatami wideo. W przypadku innych kurséw

opracowywatem i prowadzitem wyktady lub éwiczenia praktyczne.
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6.2 Nadzér nad studentami

Dotychczas nadzorowatem lub wspdtnadzorowatem prace dwoéch doktorantéw, czterech
magistrantow i dziewieciu licencjatéw uczestniczacych w réznych programach studiow, ktérych
prace zostaty obronione z wynikiem pozytywnym. W chwili obecnej sprawuje opieke merytoryczna

nad jedng pracg magisterska, piecioma pracami licencjackimi i piecioma pracami doktorskimi.

Promotor pomocniczy obronionych prac doktorskich:

1. ,Molecular modelling of structure-function relationships in enzymes”, Wydziat Nauk
Przyrodniczych, Uniwersytet Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Biologia molekularna i
komadrkowa (2017)

2. ,Molecular modelling of enzymes’ substrate specificity”, Wydziat Nauk Przyrodniczych,
Uniwersytet Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Ekotoksykologia (2016)

Promotor obronionych prac magisterskich:

1. ,Computational engineering of enzymes with buried active site”, Wydziat Nauk Przyrodniczych,
Uniwersytet Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Chemia Strukturalna (2018)

2. ,Software tool for automated design of mutations and smart libraries for protein engineering”,
Wydziat Informatyki, Uniwersytet Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Bioinformatyka
(2017)

3. ,Methods for identification of biologically relevant tunnels in proteins”, Wydziat Nauk
Przyrodniczych, Uniwersytet Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Genomika i Proteomika
(2017)

Promotor pomocniczy obronionych prac magisterskich:

4. Insilico study of substrate specificity of haloalkane dehalogenases”, Wydziat Nauk
Przyrodniczych, Uniwersytet Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Biochemia (2011)

Promotor obronionych prac licencjackich:

1. ,Exploration of complex pores in structural ensembles of transmembrane proteins”, Wydziat
Informatyki, Politechnika Poznanska, Studia: Bioinformatyka (2019)

2. ,Asystem for integration of bioinformatics tools for analyzing protein tunnels”, Wydziat
Informatyki, Uniwersytet Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Systemy Komputerowe i
Przetwarzanie Danych (2015)

3. ,Correlated mutations in proteins”, Wydziat Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet Masaryka, Brno,
Republika Czeska, Studia: Biologia molekularna i genetyka (2014)

4. ,Computational analysis of protein tunnels”, Wydziat Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet
Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Biologia matematyczna (2013)

5. ,Virtual screening of biologically active compounds”, Wydziat Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet
Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Chemoinformatyka i bioinformatyka (2011)

6. ,Teoretical tools for design of tunnels in proteins”, Wydziat Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet
Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Chemoinformatyka i bioinformatyka (2011)

Promotor pomocniczy obronionych prac licencjackich:

7. ,Development of fluorescence substrates for enzymological applications”, Wydziat Nauk
Przyrodniczych, Uniwersytet Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Chemia biofizyczna
(2015)
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8. ,Molecular modeling of haloalkane dehalogenase activity with cyclodiene insecticides”, Wydziat
Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Biochemia (2010)

9. ,Investigation of substrate specificity of haloalkane dehalogenase by virtual screening”, Wydziat
Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet Masaryka, Brno, Republika Czeska, Studia: Biochemia (2009)

6.3 Dziatalnos¢ organizacyjna

W latach 2018 i 2019 bytem cztonkiem komitetu programowego dwdch uznanych na $wiecie
konferencji z dziedziny biologii obliczeniowej: 27" Conference on Intelligent Systems for Molecular
Biology and 18" European Conference on Computational Biology (ISMB/ECCB 2019) i 26™ Conference
on Intelligent Systems for Molecular Biology (ISMB2018). Méj gtéwny wktad polegat na ocenie i
recenzowaniu manuskryptéw nadestanych do ang. ,Conference Proceedings”. Ponadto w latach 2015-
2016 petnitem funkcje wybranego cztonka organu wykonawczego krajowego komitetu ,Head of
Nodes Committee of the European Life-Science Infrastructure for Biological Information consortium
(ELIXIR-CZ)” z ramienia Miedzynarodowego Osrodka Badan Klinicznych Szpitala Uniwersyteckiego $w.

Anny, Republika Czeska.

6.4 Dziatalno$¢ popularyzujaca nauke

W latach 2010-2014 bytem jednym z organizatoréw odbywajacej sie co dwa lata Letniej Szkoty
Inzynierii Biatek na Uniwersytecie Masaryka w Brnie (Republika Czeska), skierowanej do uczniow
szkét srednich. W ramach tego wydarzenia odbywaty sie tygodniowe szkolenia z zakresu produkc;ji i
charakteryzacji biatek, analizy bioinformatycznej oraz modelowania molekularnego. Bytem
odpowiedzialny za przygotowanie materiatéw dotyczacych modelowania molekularnego, w tym
krotkiego wprowadzenia do niezbednej teorii i laboratoriéw obliczeniowych dostosowanych do
wiedzy stuchaczy. Szkota spotkata sie z duzym zainteresowaniem ucznidw, o czym sSwiadczy stosunek
liczby przyjetych uczestnikdw do catkowitej liczby chetnych (jeden do pieciu), a takze fakt, ze wielu
uczestnikéw zdecydowato sie kontynuowac nauke na réznych kierunkach studiéw przyrodniczych na

Uniwersytecie.
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