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Nitryle hydratase - Light activated industrial enzyme
Summary

Since 1985, nitrile hydratases, metallo-enzymes present in bacteria from
genus Rhodococcous, have been used for industrial production of acrylamide and
related chemicals. The unique active site of both Fe- and Co-nitrile hydratases
contains oxidized cysteines. Despite many efforts, details of the catalytic me-
chanism of activity and high selectivity remain unknown. Molecular structures,
possible routes of hydration and prospects for applications ofthese photoactive
enzymes in nanotechnology are discussed in this review.
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1. Wstep

Wplyw biotechnologii na przemyst stale ro$nie. Wzrost cen
surowcow wymusza poszukiwanie nowych metod produkcji po-
wszechnie stosowanych zwigzkéw chemicznych. Biokatalizatory
naturalne, badz ulepszone metodami inzynierii genetycznej, sg
w centrum uwagi wielu grup badawczych. Szczegdélne zaintere-
sowanie, m.in. ze wzgledu na potencjalne zastosowania w nano-
technologii, budza biatka, ktérych aktywno$¢ mozna tatwo regu-
lowaé, np. za pomocg $wiatta. W pracy przedstawimy zastoso-
wanie, budowe i proponowane mechanizmy dziatania niezwykle
uzytecznego enzymu - hydratazy nitrylowej. Z pewnoscig mu-
tanty tego biatka znajdg zastosowanie do produkcji wielu cen-
nych zwigzkéw, w tym farmaceutykow.
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2. Znaczenie hydratazy nitrylowej

Hydrataza nitrylowa (NHase, ang. Nitrile Hydratase, EC. 4.2.1.84, masa czastecz-
kowa heterodimeru ok. 48 kDa, numer CAS 82391-37-5) jest biatkiem wykorzysty-
wanym na duzg skale w przemysle biotechnologicznym. Enzym ten katalizuje hydra-
tacje nitryli do amidow (1,2), przebieg tej reakcji schematycznie przedstawiono na
rysunku 1. NHaza zostata odkryta w Kyoto przez Asano i in. w 1980 r. (3) niejako
przypadkiem, podczas badan dotyczgcych mikrobiologicznej degradacji toksycz-
nych sktadnikéw zawierajgcych grupy cyjanowe. Pigé lat po tym odkryciu, japonska
firma Nitto Chemical Industry (obecnie Dia-Nitrix Co. Ltd., czes¢ Mitshubishi Rayon
Co.) uzywajgc NHazy pochodzacej z Rhodococcus sp. N-774 z jonem zelaza w cen-
trum aktywnym rozpoczeta przemystowg produkcje akryloamidu (4). Obecnie do
produkcji akryloamidu uzywa sie enzymu otrzymywanego z Rhodococcus rhodochrous
Jl, z jonem kobaltu w centrum aktywnym (1,5). Enzym ten wykorzystywany jest
réwniez do produkcji amidu kwasu nikotynowego (witamina PP) (6,7); Lonza Gu-
angzhou Pine Chemicals (Chiny) moze wyprodukowaé 3400 ton tego zwigzku rocz-
nie (6). Gtéwnym pod wzgledem produkcji akryloamidu przedsiebiorstwem europej-
skim jest SNF Floeger (Saint-Etienne, Francja), ktéorego mozliwosci siegajg 100 tys.
ton akryloamidu rocznie (6). Jest to imponujacy rezultat - w 2001 r. globalna pro-
dukcja akryloamidu wyniosta 200 tys. ton (7).

Pomimo swej toksycznosci nitryle sg uzywane w gospodarce, np. jako rozpusz-
czalniki (acetonitryl). Akryloamid jest wykorzystywany gtéwnie do produkcji poli-
meréw i kopolimeréw. Najwazniejsze zastosowania poliakrylamidu to uzdatnianie
wody i oczyszczanie $ciekow. Produkty hydratacji nitryli moga petni¢ funkcje koagu-
latoréw, flokulantéw, moga by¢ uzywane w produkcji papieru, farb, pieluszek czy
do polepszania gleby (1). Zele poliakryloamidowe sg powszechnie wykorzystywane
do elektroforezy w chemii, biologii molekularnej czy w biotechnologii.

Warto zauwazy¢, ze akryloamid wystepujgcy np. w zywnosci poddawanej obréb-
ce termicznej od roku 2002 uwazany jest za zwigzek potencjalnie rakotwérczy (8).
Polskie normy budowlane dopuszczajg maksymalne stezenie akryloamidu w powie-
trzu na poziomie ! mg/m*.

Konwencjonalna synteza chemiczna amidéw wymaga hydratacji nitryli katalizo-
wanej solami miedzi w temp. 80-140°C. Z uwagi na to, ze: 1) szybko$¢ powstawania
kwasow karboksylowych jest wieksza niz szybko$¢ powstawania amidéw, 2) po-
wstajq toksyczne produkty uboczne, takie jak nitrylotrispropionamidy i etylenocyja-
nowodor oraz 3) polimeryzacja dotyczy zaréwno substratow, jak i produktéw (5,7),

NH,

Rys. 1. Reakcja katalizowana przez hydrataze nitrylowa.
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Rys. 2. Schemat produkcji akryloamidu metoda biotechnologiczna (a) i za pomoca konwencjonalnej
syntezy chemicznej (b), rys. wg (2).

metoda chemiczna jest niepraktyczna. W przeciwienstwie do tego metoda enzyma-
tyczna, wykorzystujaca NHazy, charakteryzuje sie niskimi kosztami, wydajnoscia
dochodzacag do 99,99%, prostym procesem technologicznym i brakiem toksycznych
produktéw ubocznych (5). Na rysunku 2 przedstawiono schematy blokowe produk-
cji akryloamidu metodami biotechnologiczng i chemiczng, jak widac¢, ta druga jest
znacznie bardziej skomplikowana.

Enzymy z rodziny NHaz moga by¢ takze stosowane do utylizacji odpadoéw po-
wstajgcych w trakcie produkciji lateksu (5), degradacji akrylonitryli i innych pochod-
nych nitryli w $rodowisku, np. herbicydéw nitrylowych uzywanych w rolnictwie
(9,10), czy lekdéw przeciwgruzliczych (pirazynoamid) (7).

Z uwagi na réznice w powinowactwie NHaz do okreslonych substratow (nitryle
aromatyczne, alifatyczne lub aryloacetonitryle), w chwili obecnej, na skale prze-
mystowg wykorzystuje sie biatka pochodzace z kilku szczepow bakterii, gtéwnie
z rodzaju gramdodatnich Rhodococcus (11). Mozna tu wymieni¢: Rhodococcus sp. N-774,
Rhodococcus R312, Rhodococcus sp. N-771, Rhodococcus rhodochrous ]], Rhodococcus
rhodochrous K22, Rhodococcus pyridinovorans MW3 czy Alcaligenes faecalis (7,11). Na
calym Swiecie przyznano juz ponad 100 patentéw, w ktorych podstawowa role od-
grywajg bakterie z tego wilasnie rodzaju (11).

Zastosowanie mikroorganizméw do produkcji amidéw pozwolito na unikniecie
wielu probleméw zwigzanych z ich syntezg chemiczng (koszty i komplikacja procesu
technologicznego, koniecznos¢ utylizacji toksycznych produktéw ubocznych itp.).
Jednak w pierwszych latach stosowania metody biotechnologicznej borykano sie
z problemem konkurencyjnej produkcji kwasu akrylowego przez amidazy takze
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obecne w bakteriach. Na drodze mutacji genetycznych udalo sie stworzy¢ szczep
Pseudomonas chlororaphis B23; bakterie te nie syntetyzowaly amidazy, dzieki czemu
mozna bylo zrezygnowac ze stosowania jej inhibitoréw (2). Bakterie Pseudomonas
chlororaphis B23 inkubowane w temperaturze 10°C przetwarzajg ponad 99% akrylo-
nitrylu (7). Kolejnym problemem zwigzanym z wykorzystaniem przemystowym
szczepu Rhodococcus sp. N-774 do produkcji akryloamidu byta koniecznos¢ ciagtego
naswietlania stosowanych bioreaktorow. W ciemnosci enzym tracit zdolnosci katali-
tyczne. W szczegdtowych badaniach wykazano, ze jego centrum aktywne byto blo-
kowane przez endogenng czasteczke tlenku azotu (12,13). Absorpcja promieniowa-
nia widzialnego powodowata fotodysocjacje czagsteczki NO i catkowite odzyskanie
aktywnosci (7). Koszty produkcji udato sie zmniejszy¢ (rezygnacja z naswietlania) po
tym, jak odkryto szczep R. rhodochrous jl, ktéry produkowat NHaze zawierajaca
w centrum aktywnym jon kobaltu zamiast zelaza. Ten typ NHazy nie wykazywat sie
fotoaktywnoscia - enzym dziatat tak samo wydajnie w ciemnosci, jak i przy silnym
oswietleniu (7). W badaniach R. rhodochrous }\ ujawniono, ze w zaleznosci od wa-
runkéw hodowli, powstajg dwa rodzaje NHazy: H-NHaza o masie czasteczkowej
520 kDa i L-NHaza o masie czasteczkowej 130 kDa. Bakteria moze produkowac albo
tylko jeden typ NHazy, albo oba jednoczes$nie; H-NHaza katalizuje powstawanie
amidéw alifatycznych, a L-NHaza aromatycznych (7).

Podstawowe dane dotyczace NHaz pochodzacych z kilku powszechnie uzywa-
nych szczepow bakterii przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1

Wybrane wiasciwosci NHaz pochodzacych z réznych szczepéw bakterii. Dane wg (1)

Szczepy bakterii

Wiasciwosci NHaz Rhodococcus sp. Pseudomonas chlororaphis  Rhodococcus rhodochrous

N-774 B23 J
Tolerancja akryloamidu (%) 27 40 50
Czas fiodowli (godz) 27 40 72
Aktywno$¢ szczepu (jednostki/mi) 900 1400 2100
Produkcja akryloamidu (g/g komorek) 500 850 >7000
Catkowita roczna produkcja (tony) 4000 6000 >30 000
Koncowe stezenie akryloamidu (%) 20 27 40
Rok wprowadzenia do produkcji 1985 1988 1991

3. Budowa hydratazy nitrylowej

Wyrd6znia sie NHazy typu Fe, zawierajgce ,niehemowe” zelazowe centrum katali-
tyczne (14) oraz NHazy typu Co, zawierajgce w centrum aktywnym jon kobaltu
(2,15). Centrum aktywne, niezaleznie od typu, ma te samg architekture (rys. 3).
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Rys. 3. Budowa przestrzenna centrum aktywnego NHazy z tlenkiem azotu w széstej pozycji koordy-
nacyjnej i zaznaczonym przebiegiem fragmentu tancucha gtéwnego biatka. Ponadto do jonu centralnego
Me (Fe*+ tub Co”+j koordynuja trzy atomy siarki i dwa atomy azotu; (obowigzujg nastepujace oznacze-
nia: szary - C, czarny - N. Rysunek przygotowany za pomocg programu VMD (48).

Pierwsze struktury przestrzenne NHazy poznano, stosujac metody rentgenowskie,
dopiero w péznych latach dziewiecdziesigtych XX w. (13,16). Wszystkie poznane
dotad struktury przedstawiono w tabeli 2 (stan na marzec 2006).

Tabela 2
Struktury przestrzenne NHaz (poznane do marca 2006 r.)

Kod PDB Typ Organizm Ligand/uwagi Rozdz[i:]lczoéc’ Rok Literatura
1 2 3 4 5 6 7
1AHJ Fe A - / forma aktywna 2,65 1997 (16)
2AH] Fe B NO / forma nieaktywna 1,7 1998 (13)
IIRE Co C -/ 18 2001 (20)
1v29 Co D -I- 2,6 2003 (21)
IUGP Co C kompleks IIRE z kwasem «-mastowym 1,63 2004 (22)
1UGQ Co C apoenzym I|IRE 2 2004 (22)
IUGR Co C mutant aT109S IIRE 18 2004 (22)
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1 2 3 4 5 6 7
UGS Co C mutant aYIl4T IIRE 2 2004 (22)
2CYZ Fe B forma aktywna w warunkach beztlenowych 1,55 2006 (23)
2Cz0 Fe B forma aktywna w warunkach tlenowych 15 2006 (23)
2CZ1 Fe B kompleks 2CYZ z kwasem «-mastowym 1,39 2006 (23)
2CZ6 Fe B kompleks formy nieaktywnej 2CYZ z izocyja- 15 2006 (23)

nidem cykloheksylu
2D0Q Fe B kompleks 2CYZ z izocyjanidem cykloheksylu, 1,65 2006 (23)
fotoaktywowany w temp. 277K
2Cz7 Fe B 2CYZ fotoaktywowana w temp. 105K 18 2006 (23)

A - Rhodococcus™.Vi\2\* - Rhodococcus erythropolis, C - Pseudonocardia thermophila-,D - Bacillus smithii.

NHazy skladajg sie z dwéch podjednostek (rys. 4), na jeden dimer ap przypada
jeden jon metalu: Fe"+ lub (rys. 3) koordynowany przez aminokwasy nalezgce
do podjednostki a (17). Na podstawie wynikéw badan prowadzonych metodami EPR
(14,18) oraz spektroskopii absorpcyjnej promieniowania X (15,19) przypuszcza sie,
ze pole ligandéw, tj. symetria oraz wplyw otoczenia biatkowego na stan spinowy
i strukture elektronowag jonu centralnego, w obu typach hydratazy nitrylowej sg po-

Rys. 4. Budowa heterodimeru hydratazy nitrylowej. Na granicy podjednostek a i p zaznaczono
potozenie centrum aktywnego. Rysunek przygotowana za pomocg programu VMD (48).
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dobne. Budowa przestrzenna hydratazy nitrylowej typu Co poznana metoda dyfrak-
cji promieni rentgenowskich (20-23) jest bardzo podobna do budowy Fe-NHazy
(13,16). Pole ligandéw, budowa centrum aktywnego i posttranslacyjne modyfikacje
polegajgce na utlenieniu dwoch cystein z centrum aktywnego w obu tych biatkach
sg niemal identyczne (20). Podobienstwa dotyczg réwniez obecnosci czasteczek
wody w okolicy centrum aktywnego. Uwaza sie, ze ze wzgledu na identyczng se-
kwencje, Fe-NHazy pochodzace z Rhodococcus sp. N-771, Rhodococcus sp. N-774 oraz
Brevibacterium sp. R312 sg prawdopodobnie takie same (24-26).

Pomimo ze obecnie na skale przemystowg jest wykorzystywana gtownie NHaza
typu Co (1,2,5), w literaturze duzo lepiej opisana jest NHaza typu Fe, charaktery-
zujaca sie niespotykang fotoaktywnoscia (27). Endogenna czasteczka NO zajmuje
szbstg pozycje koordynacyjnag jonu zelaza - w takiej formie enzym jest nieaktyw-
ny. Absorpcja fotonu powoduje dysocjacje czasteczki NO i odzyskanie aktywnosci
enzymatycznej biatka.

Wspomniano, ze hydratazy nitrylowe powstaja dzieki potaczeniu sie podjedno-
stek a i p, tworzacych heterodimer (rys. 4). Tworzenie dimeru, jak sie wydaje, jest
konieczne ze wzgledu na stabilizacje struktury obu podjednostek - w dimerze do-
meny i petle jednej podjednostki silnie oddziatujg z druga podjednostka, podczas
gdy pomiedzy domenami kazdej z podjednostek wystepuje tylko kilka oddziatywan
scalajagcych domeny (28). Na podstawie skomplikowanej struktury heterodimeru
przypuszcza sig, ze tworzenie sie enzymu nie jest po prostu dokowaniem sie dwdch
podjednostek; w oddziatywaniach pomiedzy nimi posredniczg wazne strukturalnie
czasteczki wody (28).

Na styku podjednostek znajduje sie duza, otwarta przestrzen, w ktérej ulokowa-
ne jest centrum aktywne z jonem metalu Fe*” (lub Co+"). Organiczne ligandyjonu
centralnego pochodza wytacznie z podjednostki a (16). Najblizszym aminokwasem
nalezacym do podjednostki P jest pArg56 (numeracja aminokwasow zgodna z IAHJ,
2AHJ, 2CYZ), w poblizu znajduje sie tez PArgMI (13). Wigzania koordynacyjne do
metalu tworzg trzy atomy siarki pochodzace z aCysl09, aCysll2 i aCysll4 oraz
dwa azoty amidowe pochodzace z fancucha gtbwnego aSerll3 i aCysll4 (13,16).
W skiad centrum aktywnego zaliczy¢ mozna takze aSerllO i aLeulll, chociaz nie
uczestnicza one bezposrednio w koordynacji jonu metalu. Dwa atomy siarki Sy
z aCysl 12 i aCysl 14 oraz dwa azoty aminowe wyznaczajg ptaszczyzne zawierajgca
takze jon metalu (13,16). Konformacja aCysl 12 i aCysl 14 jest stabilizowana po-
przez wigzania wodorowe tworzone z grupami guanidynowymi zachowywanych we
wszystkich hydratazach nitrylowych arginin, odpowiednio pArg56 oraz PArgMI (13,
16,29). W strukturze nieaktywnej NHazy typu Fe szésta pozycja Uganda jest zajeta
przez czasteczke NO (13), za$ w formie aktywnej enzymu pozycja ta moze by¢ wolna
(16), albo zajeta przez jon hydroksylowy lub czasteczke wody (14). To ostatnie przy-
puszczenie potwierdza struktura NHazy typu Co (IIRE) i Fe (2CYZ), gdzie nad jonem
metalu, w odlegtosci odpowiednio 2,58 Ai 2,1 A znaleziono atom tlenu. Do tej pory
nie rozstrzygnieto jednak, czy znajduje sie tam jon hydroksylowy czy woda.
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Struktury przestrzenne NHaz typu Fe (13,16) oraz struktura NFlazy typu Co
(20-23) o duzej rozdzielczosci potwierdzity wazng hipoteze, ze dwie cysteiny ligan-
déw ulegajag posttranslacyjnej modyfikacji (30): aCysll2 ulega utlenieniu do kwasu
sulflnowego cysteiny (Cys-S02H, ang. cysteine sulfinic acid), a aCysl 14 utlenia sie do
kwasu sulfonowego cysteiny (Cys-SOH, ang. cysteine sulfenic acid) (13). Wyniki badan
metodg FT-ICR MS tez Swiadcza o tym, ze wymienione cysteiny ulegajg utlenieniu
(13). Wykazano, ze ta bardzo rzadko spotykana modyfikacja aCysl 12 i aCysl 14 jest
konieczna dla osiggniecia aktywnosci katalitycznej enzymu (31). Co wiecej, forma
Cys-SOFI pojawia sie samorzutnie po utlenieniu aCysl 12 do aCys-S02H. Te odkrycia
w potaczeniu z obserwacja, ze aktywnos¢ NFlazy jest proporcjonalna do ilosci
aCysl 12-SO2F prowadza do wniosku, ze za aktywnos$¢ katalityczng odpowiedzialna
moze byé aCysl 12-S02F1 (sama lub w kombinacji z aCysl 14-SOFI) (31). Opisang bu-
dowe centrum aktywnego potwierdzono tez w niedawnych badaniach przeprowa-
dzonych metoda Sulfur K-edge XAS oraz w obliczeniach kwantowochemicznych me-
todg DFT (32). W 2004 r. Flarrop i Mascharak wykazali, ze obecno$¢ donoréw tiolo-
wych jest wymagana w hydrolizie nitryli, a utlenione reszty cysteiny powodujg zwiek-
szenie zasadowosci wody zwigzanej z centrum aktywnym (33). Natomiast kombina-
cja azotow amidowych oraz utlenionych reszt tiolowych w polu ligandéw stabilizuje
stan Fe(lll) (34).

Architektura centrum aktywnego NFlaz ma jeszcze jedna, nietypowa ceche. Trzy
atomy tlenu: 061 z aCysl 12-SO2FI, 06 z aCysl 14-SOFl oraz Oy z aSerl 13 wystajg
nad pfaszczyzne tworzong przez dwa atomy azotu i dwa atomy siarki (NNSS)
i tworzag charakterystyczne tréjkatne ,kleszcze” ostaniajgce centrum aktywne (13).
Wydaje sie, ze te trzy atomy tlenu oddalone od ptaszczyzny zelaza o 1,5 A sa po-
tozone na tyle blisko inaktywujgcej czasteczki NO, ze by¢ moze jg stabilizujg. Nie-
spotykana trwatos¢ wigzania Fe-N(NO), ktére w ciemnosci w warunkach beztleno-
wych nie dysocjuje przez ponad rok, jest prawdopodobnie spowodowana obecnos-
cig tych ,kleszczy” tlenowych (17). Spekuluje sie, ze ,kleszcze” tlenowe moga od-
grywac¢ role w reakcji katalitycznej (35-37).

Duze znaczenie dla struktury centrum aktywnego (a zatem i dla reakcji katalizy)
majg dwie argininy: (3Arg56 i pArgl4l. W krysztale pArg56 tworzy wigzanie wodo-
rowe z tlenem 061 z aCysl 12-SO2FI, natomiast pArgl41l tworzy wigzanie wodoro-
we stabilizujgce potozenie tlenu 06 z faricucha bocznego aCysl 14-SOFI (13). Stwier-
dzono, ze utrata nawet jednego z trzech wigzarn wodorowych tworzonych pomie-
dzy pArg56 a aCysl 12-SO2H i/lub aCysl 14-SOFI silnie wptywa na stan elektronowy
centrum zelazowego. Mutacja na pozycji pArg56 powoduje spadek aktywnosci kata-
litycznej nawet 0 99% (29). Do uzyskania aktywnosci katalitycznej NFlazy konieczne
jest zatem nie tylko posttranslacyjne utlenienie aCysl 12 i aCysl 14, ale takze obec-
no$¢ pArg56 i by¢ moze pArgHI.
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4. Kontrowersje dotyczace protonowania centrum aktywnego NHazy

Utlenione reszty cysteiny, istotne dla aktywnosci katalitycznej NHazy, wplywajq
nie tylko na stan elektronowy centralnego jonu metalu, strukture centrum aktywne-
go czy oddziatywania z substratami i wodg reakcyjna, ale takze uczestniczg w two-
rzeniu warunkow reakcji. Waznym zagadnieniem jest zatem stan protonacji tych
reszt. Odpowiedzi na to pytanie niestety nie sg w stanie dostarczy¢ dostepne struk-
tury rentgenowskie NHazy, stad zainteresowanie badaniami spektroskopowymi i ob-
liczeniami teoretycznymi. Problem protonacji, zauwazony przez nas juz w 2002 r.
(35) byt wstepnie badany metodami kwantowochemicznymi DFT i INDO/S przez Gre-
ene i in. (38). Rok pdzniej Noguchi i in. zaprezentowali wyniki obliczen DFT dla
uproszczonych modeli centrum aktywnego (36). Obliczone teoretyczne czestosci
drgan oscylacyjnych deprotonowanych cystein dobrze zgadzajg sie z widmem w FTIR
NHazy (36). W dalszych badaniach przeprowadzonych przez tych autoréw potwier-
dzono mozliwos¢ deprotonacji w centrum aktywnym (37). W systematycznych bada-
niach modeli centrum aktywnego NHazy typu Fe i Co, przeprowadzonych przez nas
metodg DFT, dowiedziono, ze deprotonacji najpierw ulega aCysl 12-SO2H, a potem
aCysll4-SOH (dane nie publikowane). Na podstawie poréwnania teoretycznie
otrzymanych czestosci drgan oscylacyjnych jonowych modeli centrum aktywnego
z widmem IR NHazy typu Fe (37,38) sugeruje sie, ze enzym wystepuje w formie de-
protonowanej, przy czym czes$¢ czasteczek biatka ulegta jednokrotnej deprotonaciji
(na aCysl 12-SO2H ), a czes¢ petnej deprotonacji (na aCysl 12-SO2H i aCysl 14-SOH).
Wydaje sig, ze pomiedzy enzymem w tych dwdch stanach protonowania wystepuje
réwnowaga dynamiczna. Przechodzenie enzymu ze stanu podwdjnie deprotonowa-
nego do stanu pojedynczo deprotonowanego prawdopodobnie ma zwigzek z prze-
biegiem samej reakcji hydratacji.

W teoretycznych badaniach zwigzkéw modelowych NHaz wnoszone sg nowe in-
formacje, przydatne do poznania mechanizmu dzialania enzymu. W pierwszej pracy
teoretycznej dotyczacej realistycznego modelu centrum aktywnego NHazy, obliczo-
no zmiany konformacyjne zachodzgce w centrum katalitycznym na skutek fotoakty-
wacji enzymu: fotodysocjacja czgsteczki NO powoduje przesunigcie sie jonu zelaza
Jpod ptaszczyzne” NNSS. Zmiana potozenia Fe*+ wynosi okoto 0,5 A. W oblicze-
niach brano pod uwage strukture catkowicie protonowang (35). Na podstawie wyni-
kéw tych badan dostarczono pierwszych kompletnych danych dotyczacych geome-
trii i rozkladu tadunkéw w centrum katalitycznym NHazy typu Fe. Zauwazono takze
silng polaryzacje grup S-0; sprawia ona, ze atomy tlenu chetnie uczestniczg
w wigzaniach wodorowych (np. z |3Arg56 i |3Argl41). Praca Changa i in. dotyczyla
stanu spinowego jonu zelaza (39). Ustalono, ze obliczenia DFT/B3LYP sg w stanie
poprawnie odtworzy¢ obserwowany eksperymentalnie stan podstawowy centrum
aktywnego.

W 2006 r. Greene i in. przeprowadzili obszerne badania metoda DFT/B3LYP du-
zego modelu centrum aktywnego, skladajacego sie z wszystkich aminokwaséw od
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aCysl09 do aCysIM oraz grup guanidynowych modelujgcych argininy pArg56
i pArgl4l. Posttranslacyjnie zmodyfikowane cysteiny byly deprotonowane. Autorzy
zauwazyli transfer protonu z grupy guanidynowej pArg56 na tlen z aCysll4-SO*
(40). Wynik ten Jest zgodny z naszymi badaniami DFT, w ktérych ujawniono mozli-
wos¢ transferu protonu z grupy bocznej aCysll2-S02H na reszte aCysll4-SO“
(dane nie publikowane). Greene i in., $ledzac zmiany konformaciji i struktury elek-
tronowej wywolywane pojawieniem sie w centrum enzymu czasteczki wody, jonu
hydroksylowego oraz acetonitrylu stwierdzili, ze pod nieobecno$¢ substratu do
jonu zelaza chetniej koordynuje czasteczka wody niz jon hydroksylowy (40). Na
podstawie analizy termodynamicznej i monitorowania energii swobodnej Gibbsa
stwierdzono réwniez, ze czgsteczka wody moze by¢ tatwiej wyparta przez nitryl niz
jon hydroksylowy znajdujacy sie w szostej pozycji koordynacyjnej (40). Podajemy te
wyniki jako przyktad mozliwosci wykorzystania obliczen teoretycznych do wyjasnie-
nia podstawowych zjawisk fizykochemicznych zachodzgcych w biokatalizatorach.

5. Proponowane mechanizmy reakcji enzymatycznej

Doktadny przebieg reakcji enzymatycznej katalizowanej przez hydrataze nitry-
lowa nie jest znany, jednak budowa centrum aktywnego NHazy (16) oraz obliczony
rozktad tadunkow (35) sugeruja, ze jon metalu pekni role kwasu Lewisa. Dotychczas
zaproponowano trzy mechanizmy katalityczne (16) przedstawione schematycznie
na rysunku 5:

a) Kwas Lewisa aktywuje wigzacy sie z nim nitryl, po czym czasteczka wody,
ustawiana w odpowiednim potozeniu przez jeden z aminokwasow znajdujgcych sie
w bezposrednim sagsiedztwie jonu zelaza, atakuje nukleofilowo wegiel z czasteczki
nitrylu; atomy wodoru z czgsteczki wody sg przenoszone na azot (z czasteczki nitry-
lu). Powstaly amid opuszcza centrum aktywne (rys. 5 a) (16).

b) Z jonem metalu wigze sie jon hydroksylowy, ktory atakuje nukleofilowo zbli-
zajacy sie nitryl. Brakujgcy proton pobierany jest z otoczenia (np. z aCysl 12-SO2H)
i powstaty amid opuszcza centrum aktywne (rys. 5 b) (12,16).

c) Zwigzany z metalem jon hydroksylowy aktywuje czgsteczke wody znajdujgca
sie w poblizu centrum aktywnego (pobiera od niej proton). Powstaly jon hydroksy-
lowy atakuje azot z czgsteczki nitrylu i hydrolizuje substrat (rys. 5 c) (12,16,40).

Wydaje sie, ze nie ma powodu, aby mechanizm katalityczny w NHazach typu Co
i Fe byt inny (41). Swiadczy o tym chociazby identyczna (poza jonem centralnym) bu-
dowa centrum aktywnego. Proby wyjasnienia mechanizmu reakcji katalitycznej na
drodze obliczen kwantowochemicznych, podjete w 2005 r. przez Silaghi-Dumitre-
scu, nie dostarczyly jeszcze przekonujgcych dowodéw pozwalajgcych na wskazanie
najbardziej prawdopodobnego schematu (42). Kwestia okreslenia mechanizmu tej
tak waznej reakcji katalizowanej przez NHaze pozostaje nadal otwarta.
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6. M)zliwosd wykorzystania NHazy w nanotechnologii

Tenek azotu, pomimo swojej prostej budowy, jest niezmiernie waznym czynni-
kiemregulujgcym aktywnos$¢ organizmoéw zywych (43). Opanowanie manipulowania
strukurg czy aktywnoscig molekut za pomoca Swiatla nalezy do standardowych ce-
lbw przysztej nanotechnologii. Jezeli fotoaktywacji podwoéjnego heterodimeru
Fe-Nlazy, zachodzacej w wyniku naswietlania sSwiattem widzialnym, towarzysza
wiekze zmiany strukturalne, a nie tylko uwalnianie széstej pozycji koordynacyjnej
zelaza, to przypuszczalnie efekty takie mozna by wykorzysta¢ do transdukcji sy-
gnattw. Przykladem podobnej nanomaszyny jest kooperatywna hemoglobina, gdzie
infornacja o dysocjacji liganda indukowanej czynnikami zewnetrznymi, poprzez
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efekt allosteryczny przesytana jest na znaczna odlegtos¢, przez co zmniejsza sie po-
winowactwo innej grupy hemowej do tlenu (44). W przypadku NHazy ze wstepnych
obliczen kwantowochemicznych DFT sugeruje sie mozliwos¢ wystepowania silnego
efektu ,trans” tlenku azotu (35). Statyczne struktury rentgenowskie form aktywnych
i nieaktywnych NHaz, co prawda nie wykazujg duzych zmian w budowie (23), jednak
mozliwej kooperatywnosci fotodysocjacji NO w NHazach nie badano jeszcze zadny-
mi technikami dynamicznymi. Na podstawie obliczeri modelowych dotyczacych ki-
netyki rekombinacji NO do centrum NHazy po fotoodtgczeniu, przeprowadzonych
metodg Landaua-Zenera wskazuje sie (45,46), ze skala czasowa tego procesu jest
bardzo szybka, rzedu pikosekund, zatem poznanie szczegétowe dynamiki tego bio-
katalizatora bedzie wymagato zastosowania ultraszybkiej spektroskopii femtose-
kundowej.

Przed inzynierig biatek stoi tez inne wyzwanie: jak zmodyfikowa¢ budowe ka-
natu prowadzacego do centrum aktywnego NHaz, aby podda¢ selektywnej przemia-
nie dowolny nitryl do odpowiedniego amidu? jezeli lepiej poznamy architekture
i role tego ,zamka”, to wydaje sie, ze bialka z tej rodziny znajda szybko zastosowa-
nie w biotechnologicznej produkcji szerszej gamy uzytecznych zwigzkéw chemicz-
nych.

7. Podsumowanie

Mimo ze znamy budowe przestrzenng i wiele wtasciwosci hydrataz nitrylowych,
mimo iz produkujg one codziennie setki ton uzytecznego akryloamidu przyczy-
niajgc sie do rozpowszechnienia biatej biotechnologii, nie znamy jeszcze mechani-
zmu chemicznego tego podstawowego cyklu katalitycznego. Nie wiemy w jakiej ko-
lejnosci pojawia sie woda i substrat w kanale NHaz, jaka jest struktura stanu przejs-
ciowego, ktoredy produkt opuszcza miejsce reakcji, co decyduje o wiekszej wydaj-
nosci katalizy zwiazkow alifatycznych u jednych bakterii, a aromatycznych u innych
(7). Nie wiemy, jakie trzeba wprowadzi¢ mutacje do struktury biatka bakterii rodza-
ju z Rhodococcus, aby produkowaty one wydajnie zwigzki wyjsciowe do syntezy no-
wych lekéw. Mamy nadzieje, ze nie tylko doswiadczenia, ale i badania teoretyczne
metodami chemii kwantowej i klasycznych symulacji dynamiki hydrataz nitrylowych,
prowadzone m.in. w naszym zespole (35,46,47) pomoga rozwigzac te zagadki.

Historia odkrycia pozytecznej funkcji hydrataz nitrylowych uczy nas tego, ze
w badaniach biotechnologicznych warto by¢é czujnym - poszukujac jednej funkcji
bakterii nie mozna ignorowac¢ zadnej nowo odkrytej specyficznej aktywnosci katali-
tycznej. Czujnos¢ ta jest mozliwa tylko, wtedy gdy badacze majg szerokg wiedze
0golng pozwalajacg kojarzy¢ odlegte fakty. Szczesliwe przypadki naprawde przyda-
rzajg sie tylko przygotowanym umystom.
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Objasnienia skrétéow

aCys112-S02H - cysteina all2 posttranslacyjnie utleniona do kwasu sulfinowego cysteiny
aCysll4-SOH - cysteina all4 posttranslacyjnie utleniona do kwasu sulfonowego cysteiny
Co-NHaza - hydrataza nitrylowa z jonem kobaltu w centrum aktywnym

Cys-S02H - kwas sulflnowy cysteiny

Cys-SOH - kwas sulfonowy cysteiny

DFT - Density Functional Theory, teoria funkcjonatéw gestosci

DFT/B3LYP - DFT z funkcjonatem B3LYP (Becke, Lee, Young, Parr)

EPR - Electron Paramagnetic Resonanse, paramagnetyczny rezonans elektronowy

Fe-NHaza - hydrataza nitrylowa z jonem zelaza w centrum aktywnym

FT-ICR MS - Fourier Transform lon Cyclotron Resonanse Mass Spectrometry

FTIR - transformata Fouriera widma w podczerwnieni

H-NHaza - hydrataza nitrylowa o duzej masie czasteczkowej (520 kDa)

INDO/S - Intermediate Neglect ofDifferential Overlap, nazwa obUczeniowej metody kwantowochemicznej
IR (widmo) - widmo w podczerwnieni (Infra Red)

L-NHaza - hydrataza nitrylowa o matej masie czasteczkowej (130 kDa)

NHaza - hydrataza nitrylowa

NO - tlenek azotu

VMD - Visual Molecular Dynamics, nazwa programu do obrazowania bioczgsteczek

XAS - X-ray Absorption Spectroscopy, spektroskopia absorpcyjna promieni Rentgena
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