Analiza in silico wptywu substytucji pojedynczych aminokwasow na termostabilnosc syntazy skrobiowej SSI jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.)

Streszczenie

~

Zjawiska temperaturowe zwigzane ze zmianami klimatu stanowig zagrozenie dla upraw
jeczmienia (Hordeum wvulgare L.). W wyniku dtugotrwatej ekspozycji na wysokie
temperatury inaktywacji ulegajgq syntazy rozpuszczalnej skrobi, miedzy innymi SSI,
odpowiedzialna za pierwsze etapy syntezy tego wielocukru. Rozwigzaniem problemu
moze byc substytucja wybranych aminokwasow tego biatka, prowadzaca do zwiekszenia
jego termostabilnosci. W pracy wykorzystano rozne narzedzia bioinformatyczne, takie jak
RosettaDesign, algorytmy oceniajace energie swobodng polipeptydu oraz CABS-flex 2.0,
przeprowadzajacy symulacje dynamiki molekularnej za pomocg modelu
gruboziarnistego, aby przeprowadziC substytucje wybranych aminokwasow, cechujgcych
sie najwyzszymi wartosciami czynnika temperaturowego B, oraz zbadac /n silico ich
wptyw na termostabilnos¢ SSI. Zgodnie z analizami bioinformatycznymi, sposrod
przeprowadzonych substytucji najbardziej termostabilizujgcy wptyw wykazujg E544R
| K541N. Wymagane sg dalsze badania /n vitro, by zweryfikowac ich wptyw na stabilnos¢
termiczng i aktywnos¢ enzymatyczng A/SSI.

Wstep

[ — [ — [ — [ —) [ —) [—) [—) [—) [—) [—)

Jeczmien (Hordeum vulgare L.) jest waznym gatunkiem zbdz — wiekszoSC jego upraw
zlokalizowana jest w krajach rozwijajacych sie, zamieszkiwanych przez ubogg ludnosc,
Z uwagi na mozliwos¢ wzrostu na duzych wysokosciach, na terenach suchych, o duzym
zasoleniu gleby (Grando i Macpherson, 2005). Globalny wzrost temperatur powodowany
zmianami klimatu moze stacC sie przyczyng znacznego obnizenia plonéw jeczmienia —
udowodniono, ze dtugotrwata ekspozycja na podwyzszone temperatury skutkuje
obnizeniem masy ziaren i zawartosci w nich skrobi (Wallwork i wsp., 1998). Jedng
Z przyczyn moze byc inaktywacja termolabilnych enzymow odpowiedzialnych za niektore
etapy syntezy skrobi, miedzy innymi syntazy rozpuszczalnej skrobi | - SSI (Denyer i wsp.,
1994).
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SSI stanowi jedng z czterech klas syntaz rozpuszczalnej skrobi (1, I, 1ll, 1V), z ktorych
kazda pemni inng role w syntezie tego weglowodanu z uwagi na wasciwoscl
fizykochemiczne | preferencie w wyborze substratu. Substratem SSI sg przede
wszystkim krotkie, proste tancuchy glukozy, ktore wydtuza do Srednich rozmiarow.
Stanowi przy tym najaktywniejszg frakcje syntaz rozpuszczalnej skrobi w bielmie zb6z -
np. w bielmie ryzu odpowiada za 70% catkowitej aktywnosci SS (Cuesta-Seijo i wsp.,
2013).
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Rozwigzaniem problemu mniej wydajnego gromadzenia skrobi
temperaturach moze okazaC sie zaprojektowanie bardziej termostabilne]

w  wysokich
SSl.

Projektowanie biatlek o zwigkszonej termostabilnosci, za pomocg roznych strategii I~

narzedzi bioinformatycznych, odnajduje swoje zastosowanie w wielu dziedzinach nauki
| przemystu, gdzie kluczowe jest prowadzenie reakcji w temperaturach powyzej optimum
termicznego danego enzymu (Modarres i wsp., 2016). Jedno z podejs¢ majacych na celu
termostabilizacje biatka opiera sie na wykorzystaniu uzyskiwanych z danych
strukturalnych (pochodzacych z rentgenografii strukturalnej) czynnikow Debye’a-Wallera
(czynnikow temperaturowych B), opisujgcych termiczny nieporzadek i oscylacje atomow.
Regiony charakteryzujace sie wigkszymi wartosciami czynnika temperaturowego B
odznaczajg sie wiekszg elastycznoscig (Sun i wsp., 2019) i z tego powodu mogaq |
prowokowac szybsze rozwiniecie sie biatka (Huang i wsp., 2017). Poprzez substytucje |
aminokwasu 0 wysokim czynniku Debye’'a-Wallera do aminokwasu o wiekszej |
,Sztywnoscl” udato sie zwiekszyC termostabilnos¢ kilku enzymow, takich jak lipaza B i
grzyba Candlida antarctica (H. S., Kim i wsp., 2010). W przypadku syntaz skrobiowych 1
jeczmienia zwyczajnego, w opisany powyzej sposob mozna zwiekszyC termostabilnosc
jedynie SSI, gdyz tréjwymiarowe struktury pozostatych nie zostaty jeszcze zdeponowane
w bazach danych takich jak RCSB Protein Data Bank.
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W pracy zbadano wptyw substytucji aminokwasow o najwiekszych wartosciach czynnika 2
temperaturowego B na termostabilnos¢ SSI z jgczmienia zwyczajnego (A1SSI). Aby moc |
oceni¢ zmiany w termostabilnosci w warunkach /n silico, przenalizowano réznice w
wartosciach energii swobodnej réznych wariantéw A1SSI, obliczone za pomocg réznych

algorytmow, oraz przeprowadzono symulacje dynamiki wybranych mutantow za pomocg |
modelu gruboziarnistego. Q

Materiaty i metody

Strukture biatka AVSSI oraz wartosci czynnikow temperaturowych B poszczegdlnych
aminokwasow pozyskano z bazy RCSB Protein Data Bank (PDB ID: 4HLN). Pobrana
struktura nie jest kompletna — w porownaniu z oryginalng sekwencjg brakuje w niej 94
aminokwasow od N-konca, a takze dwoch petli — od 116. do 123. oraz od 201. do 206.
aminokwasu, z uwagi na ich nieuporzadkowanie (Cuesta-Seijo i wsp., 2013). Brakujgce
petle prawdopodobnie petnig wazng role w procesie wigzania substratu, dlatego
postanowiono domodelowac je, wykorzystujac serwer Robetta, umozliwiajacy otrzymanie
struktury 3D danego biatka, miedzy innymi za pomocg metody modelowania
komparatywnego, ktorg wykorzystano w pracy (D. E. Kim i wsp., 2004).
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Wyniki

Za pomocg Robetty, w oparciu o strukture zdeponowang w bazie RCSB Protein Data
Bank wygenerowano strukture biatka SSI jeczmienia zwyczajnego zawierajacq
aminokwasy 95-612. W dalsze] pracy konsekwentnie stosowano te numeracje -
pierwszy aminokwas wygenerowanej struktury oznaczano numerem 95 i tak dalej.
Ostatecznie za pomocag RosettaDesign i Foldlt Standalone otrzymano 9 mutantow
odznaczajacych sie energig nizszg od struktury pozyskane| z Robetty wedtug algorytmu
Foldlt Standalone: K101E, D124N, V123D, N207L, M439K, L528P, F338T, K541N,
E544R. Lokalizacje 9 aminokwasow poddanych mutacjom przedstawiono na rycinie 1.

LYS 5

PHE 538

1 Ryc. 1. Lokalizacje 9 aminokwaséw poddanych substytucjom, przedstawione na'l

3 544 | 541 zlokalizowane sg w petli oddalonej od miejsca aktywnego enzymu, co daje

modelu wstgzkowym otrzymanej z Robetty struktury SSI
zwyczajnego. Do wizualizacji wykorzystano program UCSF ChimeraX.
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jeczmienia
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W tabeli (tab.1) porownano wartosci energii swobodnej tych wariantow wedtug obu
wykorzystanych w pracy algorytmow a takze wskazano, ktore z mutacji moga
uposledzac funkcjonalnosc¢ biatka wedtug algorytmu PMut.
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Tab.1 Porownanie energii swobodnych HvSSI typu dzikiego oraz mutantow, .

obliczonych wedtug algorytmow FoldItStandalone i Swiss-PdbViewer. Nazwyu
substytucji okreslonych przez PMut jako destrukcyjne oznaczone s czerwong
czcionky. Substytucje, ktére wedtug obliczen obu algorytméw powodujg
obnizenie energii swobodnej biatka, oznaczone sg pogrubiong czcionka. |

0

Nazwa wariantu Energia biatka wg FoldIt | Energia biatka wg Swiss- :
Standalone [REU] PdbViewer [kl/mol] :

Typ dziki -1417,42 -17172,5 g
K101E -1418,16 -17152,2 u
D124N -1418,18 -17364,6 |
V125D -1419,34 -17171,8 "
N207L -1500,46 -17068,2 2
M439K -1418,25 -17189,6 0
L528P -1420,08 -17131,3 ']
F538T -1418,83 -17200,7 2
K541N -1419,16 -17342,4 u
E544R -1420,12 -17448,1 |
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Do dalszych analiz wykorzystano tylko trzy mutanty: M439K, E544R, KS41N. Pozostate
odrzucono ze wzgledu na ich dodatnie wartosci zmian energii swobodne] wedtug
obliczen jednego z algorytmow lub prognoze wywotywania destrukcyjnego wptywu na
strukture biatka wedtug PMut, zaktadajgc, ze prawdopodobnie wykazujg dziatanie
destabilizujgce lub uposledzajg funkcje enzymu.

Poréwnano profile fluktuacji poddanych symulacjom wariantow (ryc. 2) z profilem
fluktuacji biatka niezmodyfikowanego. Spora czes¢ aminokwasow kazdego wariantu
charakteryzuje sie mniejszymi wartosciami RMSF od korespondujacych z nimi
aminokwasow biatka dzikiego typu, jednak, szczegolnie w przypadku M439K, niektore
Z nich charakteryzuja sie wartosciami wyzszymi.
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Dyskusja

Wykorzystanie narzedzi bioinformatycznych umozliwia znaczne usprawnienie badan
w wielu dziedzinach przemystu biotechnologicznego, miedzy innymi w przemysle
rolniczym, umozliwiajgc modyfikowanie roslin uprawnych tak, by dawaty lepsze plony
oraz byty bardziej odporne na szkodniki i zmiany klimatu (Ballabh i wsp.., 2017).
Narzedzia pozwalajace przewidzie¢ wptyw roznych modyfikacji na dane biatko stanowig
bardzo cenng pomoc w procesie projektowania miedzy innymi enzymow o zwiekszone]
odpornosci na dziatanie wysokich temperatur, co zostato przedstawione w pracy.

Przeprowadzone analizy przewidywaty potencjalnie destabilizujgcy wptyw wiekszosci
wprowadzonych do biatka substytucji. Tylko 3 z nich: M439K, E544R i K541N okazaty sie
obnizac energie swobodng biatka wedtug obu zastosowanych algorytmow, nie wykazujac
przy tym destrukcyjnego wptywu na jego funkcjonalnos¢ wedtug analiz PMut. Oznacza
to, ze wiasnie te substytucje prawdopodobnie wykazywatyby dziatanie stabilizujgce
in vitro.

Substytucja M439K jako jedyna miata miejsce w alfa-helisie, a nie w luznie]
zorganizowanym fragmencie biatka. W tym przypadku metionina, aminokwas
0 niepolarnym tancuchu, zamieniona zostata na lizyne z dodatnio natadowanym
fancuchem bocznym. Metionina 439 znajduje sie w miejscu helisy wystawionym w strone
roztworu otaczajgcego biatko, zatem zastapienie jej aminokwasem polarnym, mogacym
tworzyC wigzania wodorowe z czasteczkami wody, moze byC czynnikiem stabilizujgcym
(Vogt | Argos, 1997). Z drugie] strony, wedtug analizy RMSF poszczegolnych
aminokwasow, substytucja ta moze mieC jednak dziatanie destabilizujace — duza czesc
aminokwasow charakteryzuje sie wartosciami RMSF réwnymi lub nawet wyzszymi od
korespondujgcych aminokwasow biatka natywnego. Przyczyng moze prawdopodobna
by¢ utrata hydrofobowych oddziatywan miedzy metioning a okolicznymi aminokwasami
niepolarnymi.

Analizy przeprowadzone w programie CABS-Flex 2.0 wykazaty, ze prawdopodobnie
najbardziej termostabilizujacy wptyw na SSI majg mutacje E544R i K541N, gdyz wartosci
RMSF jedynie nielicznych aminokwasow tych mutantow byty rowne lub wyzsze od
korespondujgcych z nimi wartosci RMSF biatka typu dzikiego. Aminokwasy o pozycjach:

nadzieje, ze ich substytucje nie wptyng negatywnie na katalize.

Wedtug analiz trojwymiarowych struktur biatka, zamiana glutaminianu na arginine w
pozycji 544 skutkuje wyksztatceniem nowego wigzania wodorowego miedzy |ej
fancuchem bocznym a szkieletem alaniny w pozycji 540, rowniez wchodzace] w skiad
petli, co moze wyjasniaC stabilizujgcy wptyw substytucji E544R na SSI. Wigzania
wodorowe uznawane sg za jeden z najwazniejszych czynnikow stabilizujgcych biatka

1 (Vogt i Argos, 1997). Wyjasnienie potencjalnie stabilizujgcego wptywu substytucji K541N

jest trudniejsze, gdyz w tym przypadku ani znajdujgca sie pierwotnie w tym miejscu
lizyna, ani asparagina nie zdajg sie tworzy¢ zadnych dodatkowych wigzan czy
oddziatywan z okolicznymi aminokwasami.

Giowng zaletg wykorzystania modelu gruboziarnistego w przeprowadzeniu symulacii
elastycznosci struktur byt krotszy czas oczekiwania na wyniki oraz mniejsze wymogi
infrastrukturalne, niz w klasycznych symulacjach dynamiki molekularnej. Z drugiej strony,
symulacie w modelu gruboziarnistym przeprowadzane sa zbyt rzadko, by moc
ostatecznie potwierdzic ich wiarygodnos¢ | skutecznos¢ w badaniach nad
termostabilnoscig (Modarres i wsp., 2016). Do doktadniejszych analiz potrzebna jest
potezniejsza infrastruktura informatyczna, umozliwiajgca przeprowadzenie pemnych
symulacji dynamiki molekularnej, prowadzonych w skali nano- lub mikrosekund, ktore
generujg wiecej przydatniejszych danych (Duan i Kollman, 1998).

Wraz z rozwojem technologii mozna spodziewac sie dalszej poprawy wiarygodnosci
analiz bioinformatycznych, nie sg one jednak w stanie zastapi¢ badan /n vitroi in vivo -
aby potwierdziC termostabilizujgcy wptyw wprowadzonych substytucji, zwtaszcza
najbardziej obiecujgcych E544R | KS41N, a takze sprawdzi¢ ich wptyw na aktywnosc
enzymatyczng AVSSI, nalezy przeprowadzi¢ odpowiednie analizy doSwiadczalne.
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Do dalsze] analizy wykorzystano model otrzymany za pomocg Robetty, sktadajacy sie g
z 918 aminokwasow. Do wizualizacji trojwymiarowej struktury czasteczki wykorzystano :
program UCSF ChimeraX (Goddard i wsp., 2018). Osobne badanie wptywu substytucii .
kazdego aminokwasu na inny sposrod 20 aminokwasow biatkowych okazatoby sig
bardzo pracochtonne, dlatego zdecydowano sie na bardziej racjonalne podejscie, oparte |
na mutowaniu aminokwaséw o najwyzszych wartosciach czynnika Debye’a-Wallera, |
wytaczajac te znajdujace sie na koncach fancucha biatkowego, za pomocq
RosettaDesign (Liu i Kuhlman, 2006). Algorytm tego programu zastepowat aminokwas |
na danej pozycji innym (z wylgczeniem cysteiny), ktory z najwiekszym
prawdopodobienstwem zwiekszat stabilnos¢ biatka. u

Mutacje okreSlone przez RosettaDesign jako najbardzie] stabilizujgce wprowadzano do
struktury otrzymanej z Robetty za pomocg Foldlt Standalone - programu tgczacego
pakiet modelowania molekularnego Rosetta z interaktywnym interfejsem graficznym
(Kleffner i wsp., 2017). Po substytucji danego aminokwasu dokonywano automatycznego
dopasowania pozycji 30 najblizszych reszt aminokwasowych (funkcje ,wiggle” i ,shake”), |
a nastepnie odnotowywano energie swobodng czasteczki obliczong w programie Foldlt
za pomocaq algorytmu Rosetty. Energia ta podawana jest w sztucznych jednostkach REU
(Rosetta Energy Units). ﬂ

|

Warianty biatka o energii nizszej niz biatko typu dzikiego eksportowano do plikow w |
formacie PDB, by poréwna¢ wartosci ich energii swobodnej obliczone wedtug innego !
algorytmu, wbudowanego w program Swiss-Pdb Viewer, czesciowo opartego na polu
sitowym GROMOS96 (Guex i Peitsch, 1997). Energie te, obliczang w jednostkach
kd/mol kalkulowano z uwzglednieniem wszystkich wystepujacych w biatku oddziatywan.
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Oprocz tego, postanowiono oceni¢ wptyw wybranych mutacji na funkcjonalnosc biatka za |

pomocg serwera PMut. Mutacje uznane przez algorytm za destrukcyjne oznaczane s3 |

jako ,disease”, pozostate okreslane sg jako neutralne (Lopez-Ferrando i wsp., 2017). u
u
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Do dalszej analizy wykorzystano mutanty odznaczajgce sie ujemnymi wartosciami zmian
energii  swobodnej wedtug obu wykorzystywanych algorytmow i jednoczesnie
niewykazujgce destrukcyjnego wptywu na funkcjonalnos¢ biatka wedtug obliczen PMut.
Wykonano symulacje elastycznosci ich struktur w modelu gruboziarnistym na serwerze
CABS-flex 2.0 (Kuriata i wsp., 2018). Zastosowano temperature symulacji T = 3, by
wyrazniej unaoczni¢ roznice miedzy stabilnoscig poszczegolnych wariantow. Pozostate
opcje symulacji pozostawiono w stanie domyslnym. Nastepnie porownano profile
fluktuacji (RMSF, root mean square fluctuation — srednia kwadratow odchylen potozen |
poszczegolnych reszt aminokwasowych, obliczona na podstawie trajektorii CABS-flex-
2.0) wariantu niezmodyfikowanego oraz mutantow. Wartosci RMSF petnig podobng |
funkcje, jak czynniki temperaturowe B (Fuglebakk i wsp., 2012) — im sg one wyzsze, tym |
wiekszg elastycznoscig charakteryzuje sie dany region biatka. n
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Ryc. 2. Poréwnanie profili fluktuacji (RMSF) biatka typu dzikiego oraz mutantéw
poddanych symulacjom, obliczonych na podstawie trajektorii otrzymanej z
CABS-flex 2.0.
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