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1 Informacje o autorze

1.1 Dane Personalne

Imie i nazwisko: Agnieszka Krakowiak
Tytut naukowy: Doktor
Miejsce pracy: Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych, Polskiej Akademii

Nauk, ul. Sienkiewicza 112, 90-363 t6dz
Nr telefonu: +48 42 68 03 272

E-mail: akrakow@cbmm.lodz.pl

1.2 Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy,

miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

1988 - Magister inzynier chemik
specjalizacja: Chemia i technologia lekéw
Politechnika tédzka, Wydziat chemiczny, Instytut Lekkiej Syntezy Organicznej,
Tytut pracy magisterskiej: “Préby enzymatycznego rozdziatu a-
hydroksymetyloaminokwaséw”, pod kierunkiem dr Urszuli Stfomczyniskiej,
promotor: prof. dr. hab. Mirostaw Leplawy.
1999 -  Stopien naukowy: doktor nauk chemicznych w zakresie chemii
specjalizacja: biochemia kwaséw nukleinowych.
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w todzi
Tytut pracy doktorskiej: “Badania wptywu stereochemii oligonukleozydotiofosforanéw na
aktywnosc¢ RNazy H i odwrotnej transkryptazy”, opiekun: dr Maria Koziotkiewicz,
promotor: prof. dr hab. Wojciech J. Stec

Dodatkowe Szkolenia

2009 Szkolenie w zakresie obstugi cytometru przeptywowego FACS Calibur (ZCHB, £édz).
2009 Kurs: ,,Analiza ekspresji genéw metodg mikromacierzy” (kurs MBS, £6dz)

2009 Warsztaty: ,,Mikromacierze- analiza wynikéw” (kurs MBS, Warszawa)

2015 Kurs ,,11 Letnia Szkota Komdrki Macierzystej”- Zaktad Transplantologii Katedry

Immunologii Klinicznej i Transplantologii Collegium Medicum Uniwersytetu

Jagiellonskiego (Krakow).
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2016 Szkolenie na temat MST - techniki mikroskalowej termoforezy w badaniach oddziatywan
miedzy biomolekutami (ZCHB, t6dz)
2016 Warsztaty ,, 1l Warsztaty Konfokalnej Mikroskopii Ramanowskiej, SERS, AFM, SNOM”

(Miedzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej Pt, £6dz)

1.3 Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

1987-1992 Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w todzi
stanowisko: chemik
zadania: synteza chemiczna i oczyszczanie blokowanych nukleozyddéw
1992-2003 Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w todzi
stanowisko: asystent
praca w laboratorium badawczym - realizacja projektéw w zakresie biochemii i
inzynierii biatkowej
2003-obecnie  Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w todzi
stanowisko: adiunkt (od 2016-specjalista)
kierowanie zespotem badawczym, realizacja i zarzadzanie projektami badawczymi w

zakresie biochemii, inzynierii biatkowej, biologii komérkowej

1.4 Staze w osrodkach naukowych lub akademickich

1998 (2 tygodnie)  Francja, Museum National d'Histoire Naturelle, CNRS-MNHN, INSERM, Paris, zespot
prof. Claude Héléne, program wymiany miedzy PAN i CNRS, temat wymiany:
Zapoznanie sie z nowymi metodami pracy w zakresie badania oddziatywarn DNA-
DNA i DNA-biatko — aparat BiaCore.

2002-2003 Kimmel Cancer Center, Thomas Jefferson University, Philadelphia, USA; zespét prof.
Charlesa Brennera; staz podoktorski; Zadania: realizacja projektéw badawczych w
zakresie badan biochemicznych biatek z rodziny triady histydynowej (HIT ), miedzy

innymi Fhit i Hint — supresoréw nowotworowych.

2006 (5 dni) Universita degli Studi di Firenze; Dipartamento di Scienze Neurologiche
Psichiatriche; Dr Bendetta Nacmias, temat wymiany: ,Silencing of L392V PS-1 in

4NOV mutant bearing fibroblasts”.
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2 Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

2.1 Tytut osiggniecia naukowego:

TIOFOSFORANOWE ANALOGI NUKLEOTYDOW JAKO SUBSTRATY | INHIBITORY ENZYMOW FHIT |
HINT1, SUPRESOROW NOWOTWOROWYCH Z RODZINY BIALEK HIT.

2.2 Lista publikacji naukowych stanowigcych podstawe postepowania
habilitacyjnego (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa

wydawnictwa, recenzenci wydawniczy)

Symbolem * oznaczytam autora korespondencyjnego

Punkty MNiSW sg zgodne z wykazem opublikowanym przez MNiSW w dniu 23 grudnia 2015 roku.
Wspotczynnik IF podano z roku opublikowania pracy.

Kopie wymienionych artykutéw dotgczone zostaty w Zafgczniku 5 i cytowane sg w tekscie z odpowiednio
literg ‘H’ przed numerem odnosnika (np. [H-1]). Do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego
dotgczono oswiadczenia wspétautoréw pracy okreslajgce indywidualny wktad kazdego z nich w jej

powstanie (Zatgcznik 6).

H-1 Krakowiak A., Kaczmarek R., Baraniak J., Wieczorek M., Stec W.J.*
Stereochemistry of rHint1 hydrolase assisted cleavage of P-N bond in nucleoside 5’-O-
phosphoramidothioates.

Chem. Commun., 2163-2165 (2007).

MNiSW - 40 IF=5,141/6,38
Zaplanowatam zadania, wybratam metode i wykonatam eksperymentalng cze$¢ pracy dotyczgcg wyznaczania
stereochemii reakcji Hintl, przeprowadzajgc doswiadczenia z enzymami (Hintl, kinaza adenylanowa, kinaza
pirogronianowa i terminalna transferaza). Analizowatam otrzymane wyniki i bratam udziat w dyskusji na ich temat.
Uczestniczytam w opracowywaniu tekstu pod wzgledem merytorycznym i edycyjnym. Mdj udziat w _catoksztatcie
pracy szacuje na 55%.

H-2 Ozga M, Dolot R, Janicka M, Kaczmarek R, Krakowiak A.*
Histidine triad nucleotide-binding protein 1 (HINT-1) phosphoramidase transforms nucleoside 5'-O-
phosphorothioates to nucleoside 5'-O-phosphates.
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J. Biol. Chem. 285, 40809-18 (2010)

MNIiSW - 35 IF=5,328/4,65
Mdj wktad polegat na opracowaniu koncepcji badan, pozyskaniu Srodkéw w ramach projektu badawczego wiasnego.
Zaplanowatam eksperymenty i nadzorowatam ich wykonywanie oraz przeprowadzitam czes$¢ doswiadczen dotyczaca
mutagenezy Hintl, ekspresji i izolowania biatek, badania aktywnosci Hintl wobec réznych substratéw i wyznaczenia
parametrow kinetycznych tego enzymu wobec AMPS. Wykonatam takze badania porownawcze z enzymem Fhit.
Opracowatam tekst pod wzgledem merytorycznym i edycyjnym (w tym opracowanie rysunkdéw) i bytam autorem
korespondencyjnym. Méj udziat w catoksztatcie pracy szacuje na 60%.

H-3 Krakowiak A *, Pecherzewska R, Kaczmarek R, Tomaszewska A, Nawrot B, Stec WJ.
Evaluation of influence of Ap(4)A analogues on Fhit-positive HEK293T cells; cytotoxicity and ability to
induce apoptosis.

Bioorg. Med. Chem. (2011) 19: 5053-60.

MNIiSW - 30 IF=2,921/2,82
Méj wktad polegat na opracowaniu koncepcji badan, a takze na pozyskaniu srodkéw w ramach projektu badawczego
wtasnego. Zaplanowatam i nadzorowatam eksperymenty oraz wykonatam pewng czes¢ doswiadczen wprowadzania
badanych zwigzkéw do komadrek a nastepnie badania ich wptywu na indukcje apoptozy mierzagc wewnatrzkomadrkowa
aktywnos¢ kaspaz (kaspaza 3, 8 i 9). Opracowatam tekst pod wzgledem merytorycznym i edycyjnym. Bytam tez
autorem korespondencyjnym. Méj udziat w catoksztatcie pracy szacuje na 60%.

H-4 Krakowiak A.*, Pawtowska R., Kocon-Rebowska B., Dolot R., Stec W.J.

Interactions of cellular histidine triad nucleotide binding protein 1 with nucleosides 5-O-

monophosphorothioate and their derivatives — Implication for desulfuration process in the cell.
Biochim. Biophys. Acta, 1840: 3357—3366 (2014)

MNiSW - 35 IF=4,381/4,555
Mdj wktad polegat na opracowaniu koncepcji badan, a takze na pozyskaniu $srodkéw w ramach projektu badawczego
wtasnego. Zaplanowatam i nadzorowatam eksperymenty oraz wykonatam czes¢ doswiadczalng dotyczaca tworzenia
komplekséw Hintl z badanymi zwigzkami. Opracowatam tekst pod wzgledem merytorycznym i edycyjnym. Bytam tez
autorem korespondencyjnym. Mdj udziat w catoksztatcie pracy szacuje na 65%.

H-5 Kaczmarek R.*#, Krakowiak A.#, Korczynski D., Baraniak J., Nawrot B. (“equal contribution)
Phosphorothioate analogs of P1,P3-di(nucleosid-5’-yl) triphosphates: synthesis, assighnment of the
absolute configuration at P-atoms and P-stereodependent recognition by Fhit hydrolase.

Bioorg. Med. Chem. 24: 5068-5075 (2016)

MNIiSW - 30 IF=2,921/2,82
Zaplanowatam i wykonatam czes¢ biochemiczng pracy, czyli badania aktywnosci badanych zwigzkéw wobec enzymu
Fhit i wyznaczytam parametry kinetyczne Km i kcat. Przeprowadzitam ekspresje i izolowania biatka Fhit.
Zaplanowatam metode i przeprowadzitam eksperymenty dotyczgce enzymatycznego okreslania konfiguracji
absolutnej nowych zwigzkdw metodg z uzyciem svpde. Bratam udziat w analizie i dyskusji dotyczgcej otrzymanych
wynikéw. Uczestniczytam w opracowywaniu tekstu pod wzgledem edycyjnym i merytorycznym przygotowujgc
artykut do druku. M&j udziat w catoksztatcie pracy szacuje na 45%

H-6 Krakowiak A.*, Kocon-Rebowska B., Dolot R., Piotrzkowska D.
New interactions between tumor suppressor Fhit protein and a non-hydrolyzable analog of its ApsA
substrate.

FEBS Letters 591: 548-559 (2017)
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MNiSW - 30 IF=3,519/3,478
Mdj wktad polegat na opracowaniu koncepcji badan, pozyskaniu Srodkéw w ramach projektu badawczego wtasnego.
Zaplanowatam i nadzorowatam eksperymenty oraz wykonatam doswiadczenia z tworzeniem kompleksow Fhit z
badanymi zwigzkami. Analizowatam i interpretowatam otrzymane wyniki (w tym takze analizy LC-MS). Opracowatam
tekst pod wzgledem merytorycznym i edycyjnym. Bytam tez autorem korespondencyjnym. Mdj udziat w catoksztatcie
pracy szacuje na 70%

2.3 Posumowanie osiggniecia naukowego

27 - taczna liczba publikacji (w tym 2 przeglagdowe bez IF i 1 artykut w ksigzce bez IF)

87,64 - wartos¢ IF wszystkich publikacji

3,98 - Sredni IF na publikacje z catego dorobku

6 — Liczba publikacji przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora ( w tym 1 przeglad i 1 artykut w
ksigzce)

22 — Liczba publikacji po uzyskaniu stopnia naukowego doktora ( w tym 1 przeglad i 2 artykuty bez IF)
81,71 — wartos¢ IF w odniesieniu do prac opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora,
298 - Catkowita liczba cytowan

266 - Catkowita liczba cytowan bez autocytowan

8 - Index Hirscha

Podstawg wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego sg oryginalne wyniki badan
przedstawione w 6 artykutach naukowych powigzanych tematycznie i opublikowanych w czasopismach z
Thomson Reuters Master Journal List (tzw. listy filadelfijskiej) ujetych w zbiorach Journal Citation Report
(JCR).

24,19 - Sumaryczny IF cyklu publikacji stanowigcych podstawe postepowania habilitacyjnego (w roku
druku)

4,032 - Sredni IF cyklu publikacji stanowigcych podstawe postepowania habilitacyjnego

2.4 Komentarz autora do cyklu publikacji bedgcych przedmiotem postepowania
habilitacyjnego

Badania bedace przedmiotem niniejszej rozprawy sg dotyczg zastosowania kilku modyfikowanych atomem

siarki analogéw nukleotydow, bedacych ligandami dla dwdch biatek nalezgcych do rodziny HIT.

Rodzina HIT (ang. Histidine triad proteins) to grupa biatek, ktéra charakteryzuje sie obecnoscig motywu

triady histydynowej His-X-His-X-His-X-X (gdzie X oznacza reszte aminokwasu hydrofobowego) na C-koricu

tancucha aminokwasowego, przy czym motyw ten stanowi jednoczesnie enzymatyczne centrum

6
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katalityczne [1]. Biatka z rodziny HIT wykazujg aktywnos¢ hydrolaz lub transferaz nukleotydylowych, a z
substratem nukleotydowym wigzg sie w taki sposéb, ze grupa a-fosforanowa znajduje sie na przeciwko
triady histydynowej. Zamiana drugiej histydyny w triadzie na inny aminokwas eliminuje aktywnos¢
enzymatyczng tych biatek.

Rysunek 1. Rodzina biatek HIT, substraty dla Biatka ~ z  rodziny  HIT  wystepuja
poszczegdlnych przedstawicieli. powszechnie zaréwno w organizmach

prokariotycznych, jak i eukariotycznych, w

RODZINA BIALEK HIT tym u cztowieka [2, 3]. Oznacza to, ze

aktywnos¢ enzymatyczna i zwigzany z nig
motyw triady histydynowej zostaty
zachowane w procesie ewolucji, co
sugeruje, iz biatka te jako enzymy petnig
prawdopodobnie niezwykle wazne funkcje
w podstawowych procesach zyciowych
(4].

Rodzina HIT reprezentuje grupe enzymoéw
o podobnym motywie strukturalnym w
centrum katalitycznym, jednakze enzymy

te wykazuja rdznice w specyficznosci
substratowej. Biatka te charakteryzujg sie
takze rézna dystrybucjg w tkankach, rézng
lokalizacja wewnatrzkomérkowa oraz
réznorodnymi ale odmiennymi funkcjami
biologicznymi. Mimo  wielu  badan
prowadzonych poczagtkowo na biatkach

bakteryjnych i drozdzowych, a pézniej na

analogicznych biatkach ludzkich [1, 4],

zwigzek pomiedzy petniong funkcja a

wykazywang aktywnoscia enzymatyczng

pozostaje w przypadku niektérych z tych

biatek (np. Fhit i Hint1) niejasny.
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W ludzkim genomie zidentyfikowano siedem biatek nalezgcych do rodziny HIT, a na podstawie struktury
oraz ich specyficznosci substratowej podzielono je na pie¢ podklas [5] (Rysunek 1). Do pierwszej podklasy
nalezg biatka Hint (ang. Histidine triad nucleotide-binding protein), ktére stanowig najstarszg ewolucyjnie
gataz rodziny. W genomie cztowieka wykazano obecnos¢ trzech gendéw kodujacych biatka tej podklasy:
Hint1, Hint2 i Hint3 [4], natomiast w bakteriach znaleziono tylko homologi ludzkiego Hint1. Ludzkie biatko
Fhit reprezentuje druga podklase rodziny HIT. Inne znane homologi Fhit to najwczesniej biochemicznie
scharakteryzowana hydrolaza aphl z drozdzy Schizosaccharomyces pombe [6]. Kolejng, trzecig podklase
biatek rodziny HIT reprezentuje aprataksyna (ang. Aprataxin), biatko zwigzane z procesami naprawy
uszkodzen DNA w komoérkach [1, 5]. Aprataksyna wyszukuje 5’-adenylylo-DNA na peknietej nici, a
nastepnie usuwa z niej AMP, co umozliwia jej dalszg naprawe. Urydylotransferaza galaktozo-1-
fosforanowa — GalT, to przedstawiciel kolejnej podklasy i jednoczesnie jedyna transferaza. W organizmie
cztowieka biatko to bierze udziat w ciggu reakcji metabolicznych umozliwiajgcych wtaczenie galaktozy (po
przemianie do glukozy) do procesu glikolizy [7]. Nastepng, pigtag podklase biatek rodziny HIT reprezentuje
hydrolaza DcpS (ang. scavenger RNA decapping enzyme) [8]. Substratem dla tego enzymu jest m’GpppN,
czasteczka o strukturze kapu (ang. cap), powstajgca w wyniku dziatania egzonukleaz na szlaku degradacji
MRNA w kierunku 3’5’ [9].

W artykule przegladowym [10] opisatam poznane dotychczas powigzania aktywnosci enzymatycznej z
petniong funkcjg u poszczegdlnych przedstawicieli biatek HIT. W przypadku aprataksyny, GalT czy DcpS
zwigzek pomiedzy aktywnosciag enzymatyczng a funkcja biologiczng wydaje sie klarowny. Jednakze, w
przypadku biatek Hintl, Hint2 oraz Fhit nie jest to juz tak oczywiste. Biatka te petnig réznorodne funkcje w
komorce, a ich cechg wspdlng jest to, iz wykazujg tez dziatanie jako supresory nowotworzenia, przy czym
w tym przypadku jest to niezalezne od ich aktywnosci enzymatycznej.

W niniejszej rozprawie przedstawione sg wyniki badan aktywnosci enzymatycznej Fhit i Hintl wobec
tiofosforanowych analogdw nukleotyddw jako substratéw badz inhibitoréw dla tych biatek. Zaplanowany
i przeprowadzony cykl badan pozwolit na dodanie do ogdlnej wiedzy informacji o zwigzku pomiedzy
aktywnoscig enzymatyczng a funkcjg biologiczng tych enzymoéw. Dlatego osiggniecie naukowo-badawcze
zostato podzielone na dwie zasadnicze czesci, z ktérych kazda omawia zastosowanie badanych zwigzkéw

w stosunku do jednego z biatek.

2.4.1 Biatko Hintl
Z punktu widzenia enzymologii, Hintl (petna nazwa to histidine triad nucleotide-binding protein) jest

hydrolazg nukleotydylowa, ktéra akceptuje substraty zawierajace kilka réznych typdéw wigzan:

8
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amidofosforanowych (P-N) [11], acylofosforanowych (P-O-C(O)-R) [12], tiofosforanowych (P-S) [H-1] i
fluorofosforanowych (P-F) [13]. Ogdlny wzér substratow dla Hintl mozna przedstawié jako (d)NMP-X (X
= NHR, OC(O)R, S, F), ktére w wyniku reakcji dajg produkty: (d)NMP i reszte X (Rysunek 2).

Rysunek 2. Ogdlny schemat reakcji dla roznych typow substratow ulegajgcych reakcji hydrolizy
katalizowanej przez Hintl. Trawienie wigzan: P-N, P-O, P-S, P-F.

K N Q N
X-R=07 o Hint/H,0 "0-P-07 4
o > o
X
OH OH OH OH
(d)NMP-X (d)NMP
X = -NH,, -NH-Lys, -O(CO)Lys, -S, -F

Wykazano, ze Hintl moze petni¢ rézne funkcje w komodrce i w zaleznosci od tego jego aktywnosé
enzymatyczna moze by¢ niezbedna lub nie mie¢ wptywu na role tego biatka. Utrata aktywnosci Hntl
(drozdzowy ortolog Hintl) prowadzi do nadwrazliwosci na mutacje w Ccll, Tbf3 i Kin28, biatek bedgcych
sktadnikami kinazy TFIIK, ktéra z kolei wptywa na czynnik transkrypcyjny TFIIH [11]. Niedawno stwierdzono
zwigzek pomiedzy wystepowaniem dziedzicznej obwodowej (aksonalnej) neuropatii a utratg aktywnosci
enzymatycznej Hintl [14], a takze zauwazono podwyzszony poziom Hintl w mézgach pacjentdw z ciezkimi
zaburzeniami depresyjnymi [15].

Wsrdd funkcji tego biatka niezaleznych od aktywnosci enzymatycznej jest dziatanie Hintl jako supresora
nowotworowego, poprzez mechanizm zwigzany z indukcjg apoptozy [16]. Ponadto, Hintl oddziatuje
miedzy innymi z pontyng i reptyna, biatkami szlaku sygnatowego B-katenina/Wnt, ktéry odgrywa istotng
role w regulacji takich proceséw jak przezywalnos¢, proliferacja i rdéznicowanie sie komoérek [17].
Zaobserwowano réwniez udziat Hintl w regulacji funkcji receptora opioidowego Mu w systemie
nerwowym [18], gdzie biatko to wptywa na tworzenie sie komplekséw z pewnymi biatkami sygnatowymi
(np. kinaza biatkowa C, serynowo-treoninowa kinaza Raf-1, Z2 regulator sygnalizacji biatek G)[19].
Dowiedziono tez roli biatka Hintl w regulacji transkrypcji (oddziatywania z czynnikami transkrypcyjnymi
TFIIH, MITF, USF2) oraz w kontroli wzrostu komaérek [20,21,22]. Zauwazono takze powigzanie pomiedzy
istnieniem réznych wariantéw genu HINT1 a chorobg u pacjentéw ze schizofrenig [23].

Gen kodujacy ludzkie biatko Hintl potozony jest na chromosomie 5 w pozycji q31.2 i zawiera 3 eksony,

dajac w wyniku ekspresji niewielkie biatko zbudowane z 126 reszt aminokwasowych. Na podstawie badan
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krystalograficznych stwierdzono, ze Hintl wystepuje w postaci homodimeru o masie 27,6 kDa (2x 13,8
kDa), z dwoma miejscami wigzania dla nukleotydéw bgdz nukleozyddéw purynowych, po jednym na kazdej
podjednostce [2,24,25]. Poczgtkowe doniesienia odnosnie specyficznosci substratowej tego enzymu
pochodzity z zespotu prof. Brennera i dotyczyty aktywnosci fosforoamidazowej Hintl, tj. zdolnosci do
katalizowania reakcji hydrolizy wigzania P-N w syntetycznych substratach takich jak: AMP-NH,, AMP—N-
Lys i AMP—N-Ala [11]. Badania te dotyczyty krdliczego biatka Hint1, ktdry jest w 93% homologiczny do
biatka pochodzenia ludzkiego.

W roku 2002, w ramach podoktorskiego stazu naukowego dofgczytam do grupy badawczej prof. Ch.
Brennera (Thomas Jefferson University, Philadelphia, USA), ktdry w tym czasie kierowat zespotem
zajmujgcym sie biokrystalografig i biochemig biatek z rodziny HIT. Uczestniczytam w badaniach, w ktérych
miedzy innymi zastosowano pierwszy kolorymetryczny substrat dla tego biatka (utatwiajgcy badanie jego
wtasciwosci) oraz zaproponowano mechanizm reakcji hydrolizy z udziatem Hintl [25]. Udowodnilismy, ze
Ser107 bierze udziat w reakcji jako dawca protonu dla grupy odchodzacej czyli jako katalizator kwasowo-
zasadowy. Sugerowali$my, ze reakcja przebiega analogicznie jak w przypadku innych biatek z rodziny HIT
(tzn. GalT i Fhit), tj. dwuetapowo z utworzeniem kowalencyjnego zwigzku posredniego AMP-Hintl, z
udziatem srodkowej reszty histydyny z triady histydynowej, czyli His112 w przypadku krdliczego Hintl
(rHint1).

Ze stazu podoktorskiego wrécitam do Zaktadu Chemii Bioorganicznej CBMM PAN kierowanego wowczas
przez prof. Wojciecha J. Steca. Wykorzystujgc zdobyte wczes$niej doswiadczenie i zgromadzong w ZChB
wiedze i metodyke syntezy tiofosforanowych analogéw nukleotyddw i oligonukleotyddw, kontynuowatam
badania nad wtasciwos$ciami biatek z rodziny HIT. Moim pierwszym zadaniem byto okreslenie mechanizmu
hydrolizy wigzania P-N katalizowanego przez biatko Hintl. W tym celu wykorzystatam metode z
zastosowaniem izotopomerycznych  5-O-[*0]-monotiofosforanéw nukleozydéw do wyznaczania
mechanizmu reakcji enzymatycznych, ktéra zostata opracowana w naszym Zaktadzie [26,27]. Substratem
badanej reakcji byt tiofosforanowy analog nukleotydu, koniugat z aminokwasem, adenozyno 5’-O-
amidotiofosforan N-amidotryptofanu (AMPS-N-Trp), ktdry jest zwigzkiem P-chiralnym. Zwigzek ten byt
zsyntezowany metodg oksatiofosfolanowg opracowang rowniez w ZChB. W reakcji hydrolizy z udziatem
rHintl stosowatam czyste, rozdzielone diastereoizomery AMPS-N-Trp (Re i Sp), ktorych konfiguracja
absolutna zostat ustalona rentgenograficznie. Do dalszych badan zostat wykorzystany izomer Rp, a
szczegoty enzymatycznego wyznaczania mechanizmu hydrolizy wigzania P-N w reakcji katalizowanej przez
kréliczy Hintl przedstawione zostaty w publikacji H-1. Badana reakcja prowadzona byta w znakowanej

izotopowo wodzie H,®0, a oczekiwanymi produktami byly izotopomeryczny 5’-O-80-tiofosforan
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adenozyny (AMPS'®0) oraz tryptofanamid (Rysunek 3a). Zwigzek AMPS®0 poddatam dalszej analizie
konfiguracyjnej, ktéra obejmowata przeprowadzenie kilku przemian z uzyciem enzymdw o znanej
stereochemii reakcji, a nastepnie koricowej analizy produktu metodg spektrometrii masowej MALDI Tof,
dzieki czemu uzyskatam informacje o przebiegu stereochemicznym reakcji z udziatem Hintl.
Udowodnitam, ze reakcja zachodzi dwuetapowo, a efektem stereochemicznym omawianej reakcji jest
retencja konfiguracji na atomie fosforu wynikajgca z dwdch etapow przebiegajgcych z inwersjg konfiguracji
(Rysunek 3a). W pierwszym etapie, nastepuje utworzenie wigzania kowalencyjnego pomiedzy atomem
azotu reszty His112 (Srodkowa reszta histydyny nalezgca do triady histydynowej) a atomem fosforu
substratu, z jednoczesnym rozerwaniem wigzania P-N w substracie nukleotydylo-aminokwasowym.
Podczas tej reakcji, jak udowodniono poprzednio [25], grupa hydroksylowa reszty Serl07 petni funkcje
dawcy protonu dla uwalnianego produktu aminokwasowego. W efekcie tych proceséw dochodzi do
utworzenia zwigzku posredniego enzym-substrat: (Hint-His112)-AMP(S). W drugim etapie, w wyniku ataku
czasteczki wody (H>'0) na elektrofilowe centrum fosforowe, produkt posredni zostaje przeksztatcony do

AMPS®0 i wolnej czasteczki enzymu.

Rysunek 3. (a) Mechanizm reakcji hydrolizy amidofosforanu AMP-N-Trp z udziatem biatka Hint1 - trawienie
wigzania P-N, (b) dalsza hydroliza 5’-tiofosforanu adenozyny, ciecie wigzania P-S.
a)
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W trakcie powyzszych badan zaobserwowatam, ze procesowi hydrolizy wigzania P-N w AMPS-N-Trp
towarzyszy nastepczy proces konwersji AMPS do AMP, czyli nastepuje dalsza hydroliza wigzania P-S w
jednym z produktéow reakcji (desulfuracja AMPS do AMP, Rysunek 3b), a ostatecznymi produktami
hydrolizy AMPS-N-Trp katalizowanej przez Hintl byt AMP i tryptofanamid (w warunkach wyczerpujacej
reakcji), przy czym na zadnym etapie nie obserwowatam produktu AMP-N-Trp. W niezaleznym
eksperymencie wykazatam, ze proces konwersji AMPS do AMP z udziatem Hintl jest mozliwy. Wyniki te
sktonity mnie do przeprowadzenia pogtebionej analizy procesu desulfuracji AMPS katalizowanej przez
Hintl i w dalszych badaniach skupitam sie na zbadaniu aktywnosci desulfurujacej tego biatka. W trakcie
tych badan odkrytam, ze jednym z produktow reakcji desulfuracji AMPS jest siarkowodér [H-2] co jest
istotne, poniewaz zwigzek ten obok tlenku azotu NO i tlenku wegla CO, znany jest jako trzeci nieorganiczny
gazowy przenosnik sygnatow [28]. Nastepnie sprawdzitam aktywnos$¢ Hintl wobec pozostatych 5’-O-
tiofosforandw nukleozyddéw. Wyniki tych badan zostaty przedstawione w publikacji H-2. Stwierdzitam, ze
substratami dla tej reakcji mogg by¢ zaréwno tiofosforany rybonukleozyddéw, jak i 2’-
deoksyrybonukleozydéw. Biorgc pod uwage szybkosé reakcji desulfuracji mozna je uszeregowac w
nastepujgcym ciggu: GMPS > AMPS > dGMPS = CMPS > UMPS > dAMPS >> dCMPS > TMPS.

Stosujgc mutageneze i analizujgc wptyw zmutowanych biatek Hintl (mutanty C38A, C84A, podwdjny
C38A/C84A oraz H114D, H114N i S107A) na szybkos$¢ reakcji hydrolizy wigzania P-N (substrat AMP-N-Lys)
i P-S (substrat AMPS) udowodnitam, ze mechanizm reakcji hydrolizy wigzania P-S katalizowany przez
biatko Hintl jest analogiczny do mechanizmu hydrolizy wigzania P-N i zachodzi takze dwuetapowo z
utworzeniem kowalencyjnego zwigzku posredniego AMP—His112(rHintl) (tzw. adenylylowany enzym
Hintl, Rysunek 4a), a caty proces zachodzi w tym samym miejscu katalitycznym [H-2]. W oparciu o
powyzsze wyniki, jak réwniez na podstawie znanych struktur krystalograficznych biatka Hintl [25, 29]
przedstawiony zostat schemat oddziatywan pomiedzy AMPS i aminokwasami zaangazowanymi w wigzanie

substratu reakcje hydrolizy (Rysunek 4b).

Rysunek 4. (a) Proponowany mechanizm reakcji desulfuracji AMPS katalizowanej przez Hint1. (b) Grafika
molekularna przedstawiajgca AMPS w miejscu katalitycznym Hint1 (symulacja komputerowa, dokowanie
ligandu przeprowadzono za pomocg programu AutoDock [Morris G.M, Goodsell D. S., Halliday R.S., Huey
R., Hart W. E., Belew R. K. Olson A. J. (1998) J. Comput. Chem. 19, 1639-1662] na podstawie struktury
krystalicznej 1RZY [25]. Rysunek wygenerowano za pomocq program LigPlot [Wallace A. C., Laskowski R.
A., Thornton J. M. (1996) Protein Eng. 8, 127-134]. AMPS przedstawiono w orientacji aktywnej. Reszty
aminokwasowe pochodzgce od pierwszego monomeru i biorgce udziat w interakcjach zaznaczono jako (A),
natomiast reszta Trpl23 pochodzgca z drugiego monomeru jest zaznaczona jako (B). Zaznaczono
odlegtosci atomowe (A) dla niektérych kluczowych oddziatywan.
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Pozostaje pytanie: jakie moze by¢ znaczenie biologiczne zdolnosci Hint1 do katalizowania reakcji konwersji
(d)NMPS do (d)NMP z jednoczesnym wydzielaniem sie siarkowodoru w czasie tej reakcji? Czy te aktywnos¢
enzymatyczng mozna powigzac¢ z konkretng funkcja w komdrce? Odpowiadajgc na to pytanie nalezy
rozpatrywaé kilka aspektdw. Po pierwsze, poniewaz Hintl jest zdolny katalizowac reakcje hydrolizy
wigzania P-S w monotiofosforanach nukleozydéw zaréwno w serii rybo- jak i deoksy-, nukleozyddéw
purynowych (adenozyny i guanozyny), ale réwniez i pirymidynowych (czyli cytydyny, urydyny i tymidyny,
chociaz ze znacznie gorszg wydajnoscig), pozwala to wysungc hipoteze, iz enzym ten moze brac udziat w
metabolizmie tiofosforanowych analogéw nukleozydowych lekéw i prolekdw, np. antysensowych
tiofosforanowych oligonukleotydéw. 5’-O-Monotiofosforany nukleozydéw w warunkach in vivo sg
produktami hydrolizy tiofosforanowych analogéw oligonukleotyddw, tj. oligonukleotydéw, w ktdérych
jedno lub wiecej wigzan internukleotydowych zostato zmodyfikowane atomem siarki (Rysunek 5). W
warunkach fizjologicznych ulegajag one powolnej hydrolizie katalizowanej przez nukleazy z wydzieleniem
dNMPS i NMPS, zwigzkéw ktére mogg wywieraé toksyczny efekt wptywajgc na proliferacje komorek,
synteze DNA lub RNA oraz inne nie poznane dotad procesy [30]. Znane sg enzymy odpowiedzialne za
degradacje tiofosforanowych analogéw oligonukleotydéw do (d)NMPS w warunkach in vivo, jednak
mechanizm dalszych przemian produktéw tej degradacji pozostaje dotychczas niejasny. Wspomniana
wczesniej informacja o szerokim wystepowaniu biatka Hint1 zaréwno w organizmach prokariotycznych jaki
i eukariotycznych pozwala przypuszczaé, ze biatko to moze by¢ odpowiedzialne za katalizowanie reakcji
hydrolizy wigzania P-S w (d)NMPS w warunkach in vivo [H-2]. Wtasciwos$¢ taka nabiera szczegdlnego
znaczenia w $wietle odkry¢ wykazujacych, ze naturalne DNA z bakterii, miedzy innymi Streptomyces
lividans i Streptomyces avermitilis zawiera modyfikacje tiofosforanowa, czyli wigzanie internukleotydowe
bakteryjnych DNA zawiera atom siarki w miejscu niemostkowego atomu tlenu (Rysunek 5) [31].
Modyfikacja taka znana byta wczesniej tylko w syntetycznych oligonukleotydach.

Rysunek 5. Tiofosforanowe
wigzanie internukleotydowe po drugie, uwalniany w wyniku katalizowanej przez Hintl reakcji
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({ krwi [33]. Zwiekszone stezenie siarkowodoru w osrodkowym uktadzie
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nerwowym towarzyszy zespotowi Downa i wstrzgsowi septycznemu [34]. Natomiast zmniejszong ilo$¢ H,S
zaobserwowano w mdzgu w przypadku choroby Alzheimera oraz innych stanach patologicznych, takich jak
rak [35] czy ostry stan zapalny trzustki [36]. Zatem regulacja procesu wytwarzania siarkowodoru moze
mie¢ znaczenie terapeutyczne. W szczegdlnosci aplikacja donoréw H.S zyskata szczegdlna uwage, ze
wzgledu na mozliwe cele ich zastosowania, jak np. nadcis$nienie tetnicze, arterioskleroza, przerost miesnia
sercowego, zawat serca i wiele innych. Zatem z tego wzgledu, uwolnienie czgsteczki H,S wewnatrz
komodrek podczas przedstawionego wczesdniej procesu desulfuracji katalizowanego przez biatko Hintl
moze nies¢ za sobg konsekwencje biologiczne.

Aby sprawdzi¢ mozliwos$¢ udziatu Hintl w procesie desulfuracji (d)NMPS wewnatrz komorki z udziatem
biatka wystepujgcego endogennie (czyli w niskim stezeniu), zaplanowatam eksperymenty na ekstraktach
biatkowych pozyskanych z linii komdrkowych. W publikacji H-4 przedstawione zostaty wyniki badan nad
desulfuracja AMPS katalizowang przez komdrkowy enzym Hintl. W tym celu zostaty uzyte lizaty
komérkowe z linii A549' i Hela'. Lizaty byly otrzymane w taki sposdb, aby obecna w nich byta pula
aktywnych biatek komérkowych. Co istotne, obie te ludzkie, nowotworowe linie komérkowe
charakteryzowaty sie obecnoscig biatka Hint1, natomiast nie byto w nich biatka Fhit. Okazato sie, ze poziom
desulfuracji AMPS byt obnizony, gdy uzyte zostaty lizaty, w ktérych ekspresja Hintl byta wyciszona (z
uzyciem siRNA skierowanych na mRNA biatka Hintl) w poréwnaniu do kontrolnych lizatow,
transfekowanych niespecyficznym siRNA (ktory nie powodowat wyciszenia ekspresji biatka Hint1). Wynik
ten wskazuje, ze wewnatrzkomaérkowe biatko Hintl jest z duzym prawdopodobieristwem odpowiedzialne
za desulfuracje 5’-O-tiofosforandw nukleozydédw wewngtrz komorki. Ponadto, stosujagc metode
fotozszywania i niehydrolizowalne pochodne (d)NMPS (analogi substratu, miedzy innymi PSA, Rysunek 6),
obserwowatam tworzenie sie komplekséow zaréwno z rekombinowanym, jak i komdérkowym (z komaérek
A549) biatkiem Hint1 [H-4]. Specyficznos¢ oddziatywan miedzy enzymem a badang czgsteczkg PSA zostata
sprawdzona w eksperymencie fotozszywania przeprowadzonym w obecnosci kompetytora - zwigzku TPOA
(Rysunek 6), ktory konkurowat z PSA o to samo miejsce wigzania w enzymie, ktérym jest prawdopodobnie
miejsce katalityczne Hintl. Oznacza to, iz PSA nie wigze sie w sposdb przypadkowy z badanym biatkiem.
Badania nad udowodnieniem wewngatrzkomoérkowego procesu desulfuracji (d)NMPS z udziatem enzymu
Hintl sg obecnie kontynuowane nie tylko na lizatach komdrkowych ale réwniez w warunkach in vivo (z

zastosowaniem specyficznych i bardzo czutych sond fluorescencyjnych — indykatoréw H,S).

" A549 - (ang. human lung carcinoma), komérki nowotworu ptuc
i HeLa - (ang. human epitheloid cervix carcinoma) linia ludzkich komdrek nabtonkowych wyprowadzonych z raka
szyjki macicy, pobrana od Henrietty Lacks
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Rysunek 6. Struktura zwigzkow uzytych do badan
fotozszywania.
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2.4.2 Biatko Fhit
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Trzeba tutaj wspomnie¢, ze biatko Hintl nie jest
jedynym enzymem w komodrce zdolnym do
desulfuracji (d)NMPS. Innym bardzo podobnym
strukturalnie biatkiem do Hintl jest Hint2,
biatko nalezace do tej samej gatezi nadrodziny
HIT (Rysunek 1). Réwniez biatko Fhit, jak
wykazalismy, in vitro jest zdolne katalizowaé
reakcje konwersji AMPS do AMP, jednakze ze
znacznie mniejszg wydajnoscig niz Hintl [H-1,
H-2]. Jak dotychczas, na bazie tych wynikéw, w
zespole prof. Jerzego Betftowskiego z Lublina
udowodniono, ze AMPS i GMPS mogg by¢
wykorzystane in vivo jako Zrédto siarkowodoru
w badaniach eksperymentalnych lub nawet jako

leki powoli uwalniajgce H,S [37].

Biatko Fhit (ang. fragile histidine triad protein) zbudowane jest z 147 aminokwasow, jego masa wynosi 17,6

kDa i, podobnie jak w przypadku biatek Hint, jego forma aktywng enzymatycznie jest homodimer [38]. W

warunkach in vitro Fhit wykazuje aktywno$¢ hydrolazy dinukleozydopolifosforanow (ApnA, n=3—-6; Gp.G,

n=3-4; jak réwniez ApsG, ApsG oraz m7GpppN), przy czym preferowanym substratem jest ApsA [39]. Fhit

katalizuje hydrolize ApsA zgodnie z przedstawionym schematem (Rysunek 7).

Biatko Fhit kodowane jest przez gen zbudowany z 10 eksondw, znajdujacy sie w najbardziej famliwym

regionie ludzkiego chromosomu 3 (FRA3, 3p14.2) [40]. Potozenie takie generuje duzg podatnos¢ genu FHIT

na uszkodzenia (delecje, translokacje, inwersje, duplikacje), a utrata jego ekspresji jest odnotowana jako

jedno z wczesniejszych wydarzen wieloetapowego procesu karcynogenezy, poniewaz indukuje globalng

niestabilnos¢ genomu [41]. Dlatego Fhit nazywany jest opiekunem genomu (ang. genome caretaker) [42].

Rysunek 7. Reakcja enzymatyczna katalizowana przez biatko Fhit [43].
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Ponadto Fhit bierze udziat w wielu réznorodnych procesach komérkowych w tym, w kontroli cyklu
komérkowego [44], odpowiedzi na stres oksydacyjny i genotoksyczny [45]. Moze tez modulowac
uwalnianie wapnia z mitochondriéw [46], uczestniczy¢ w zapobieganiu spontanicznych uszkodzern DNA
[47] oraz dziata¢ jako supresor nowotworowy poprzez mechanizm zwigzany z indukcjg kaspazo-zaleznej
apoptozy [48]. Przy zadnej z tych powyzszych funkcji nie stwierdzono aby niezbedna byta jego aktywnos¢
hydrolityczna [49], natomiast wtasciwos$é ta jest kluczowa dla niedawno wykazanej funkcji Fhit jako
scavenger decapping enzyme czyli hydrolazy biorgcej udziat w degradacji czapeczki z mRNA o strukturze
dinukleozydotrifosforanu m7GpppN, powstajgcego w wyniku rozpadu mRNA [50].

Jak juz wczesniej wspomniatam w roku 2002, w ramach podoktorskiego stazu naukowego dotgczytam do
grupy badawczej prof. Ch. Brennera, gdzie miedzy innymi uczestniczytam w badaniach, w ktérych
wykazano, ze utrata aktywnosci pro-apoptotycznej biatka Fhit jest zwigzana z utratg jego zdolnosci
wigzania substratu [51]. Komérki nowotworowe (A549 i SiHa') nie wykazujgce ekspresji endogennego
biatka Fhit, a zawierajgce egzogenne mutanty Fhit o obnizonej zdolnosci wigzania sie z substratem ApsA,
czyli o dwukrotnie i siedmiokrotnie podwyzszonej wartosci K. (obnizone powinowactwo biatka do
substratu), wykazywaty znaczgco obnizony poziom apoptozy w poréwnaniu z komdrkami zawierajgcymi
niezmutowane biatko. Co wiecej, komérki zawierajgce zmutowany Fhit o 30-krotnie podwyzszonej

wartosci Kn zachowywaty sie podobnie jak komérki nowotworowe nie zawierajgce genu FHIT. Dlatego

i SiHa - human cervical squamous cell carcinoma
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stanowi to dowdd, iz kompleks enzym/substrat (np. Fhit/ApsA lub Fhit/Ap4A) jest wtasciwym sygnatem do
indukcji apoptozy, natomiast aktywnosé hydrolityczna Fhit nie ma wptywu na jego zdolnosci jako supresora
nowotworowego.

Po powrocie ze stazu pozostatam w nurcie tych badan i w dalszych pracach korzystatam z doswiadczenia
moich kolegéw z ZCHB w syntezie efektywnych inhibitoréw biatka Fhit, tiofosforanowych analogéw ApnA,
ktdre w centralnej czesci zamiast tancucha polifosforanowego zwieraty niejonowy linker [52]. Zwigzki te sg
bardziej trwate metabolicznie niz naturalnie wystepujace diadenozynopolifosforany, ktére sg uwazane za
czasteczki sygnatowe regulujgce pewne procesy fizjologiczne [53]. W badaniach stosowatam przede
wszystkim tiofosforanoweanalogi ApsA. Zwigzki te zostaty otrzymane opracowang w ZChB metodg
oksatiafosfolanowa, a ich wtasnosci inhibitorowe wobec Fhit zostaty zbadane w 2001 roku we wspétpracy
z zespotem prof. Brennera [52]. Sposréd przebadanych ponad 20 zwigzkéw, wybratam 5 najbardziej
efektywnych i poddatam je dalszym testom biologicznym [H-3]. Zwigzki te byly niehydrolizowalnymi,
tiofosforanowymi analogami ApsA o ogdlnym wzorze ApsxpsA, gdzie x oznacza reszte glicerolu a PS
wigzanie tiofosforanowe (Rysunek 8). Celem tych badan, byto udowodnienie, iz zwigzki hamujace
aktywnosé enzymatyczng Fhit mogg wigzac sie z biatkiem w zywych komérkach, a dzieki temu ze hamuja
jego aktywnos¢ hydrolityczng, przedtuza sie czas zycia czgsteczki sygnatowej do apoptozy (czyli kompleks
Fhit-inhibitor) i tym samym poziom apoptozy jest wyzszy.

W badaniach tych, w pierwszym etapie, testem MTT zostata zbadana toksycznos$é wybranych inhibitoréow
1-5 wobec réznych linii komdrkowych, charakteryzujgcych sie genotypem FHIT* (HEK293T", HL-60") lub
FHIT (A549, Hela), a test na przezywalnos¢ komérek wykonano po 24, 48 i 72h. W komérkach, ktére nie
wykazywaty ekspresji endogennego biatka Fhit (A549 i Hela) zaden z badanych zwigzkéw 1-5 nie
wykazywat znaczacej cytotoksycznosci (ICso >80 uM). Z kolei w liniach komérkowych zawierajgcych
endogenne biatko Fhit cytotoksycznosé wykazat tylko zwigzek ApsxpsA-1, w ktérym x= CH,CH(OH)CH, (ICso
=17.5 uM w komdrkach HEK293T oraz 1Cso = 9 uM w HL-60). Zwigzek 1 byt jedynym izosterycznym
analogiem ApsA sposrdd 5 zbadanych. ApsxpsA 2-5 strukturalnie, w miejscu x charakteryzowaty sie
dodatkowo ujemnie natadowang duza zawadg przestrzenng i prawdopodobnie dlatego, mimo iz byty

dobrymi inhibitorami Fhit, nie wykazywaty w komdrkach FHIT* cytotoksycznosci.

vV HEK 293T — (ang. human embryonic kidney cells 293 with stably express the SV40 large T antigen) ludzkie
embrionalne komérki nerki (transformowane adenowirusem 5) ze stabilng ekspresjg antygenu SV40.
V' HL-60 — (ang. Human promyelocytic leukemia cells) komorki ostrej biataczki promielocytowej
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Rysunek 8. Struktura analogow ApsxpsA 1-6 uzytych do badarn, jako mieszaniny diastereoizomerdw.
Podano wartosci Km =K; dla substratu Ap4A oraz K; dla inhibitoréow Fhit [52].
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Aby zbada¢ mechanizm cytotoksycznosci ApsxpsA-1 w komadrkach HEK293T, w dalszym etapie zwigzek ten

zostat poddany testom, w ktérych badana byta jego zdolnos¢ do indukcji apoptozy. W tym celu mierzony

byt poziom aktywacji indykatoréw tego procesu czyli kaspaz. Otrzymane wyniki wykazaty, ze zwigzek ten

indukuje apoptoze na drodze aktywacji kaspaz (kaspaza 3/7), zarowno na drodze mechanizmu
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zewnetrznego-receptorowego (kaspaza 8), jak i wewnetrznego-mitochondrialnego (kaspaza 9). Natomiast
komoérki HEK293T, w ktdrych wyciszono ekspresje Fhit za pomoca siRNA (69% obnizenia poziomu biatka)
nie byty wrazliwe na badany zwigzek i apoptoza nie zachodzita. Wynik ten wskazuje, iz zwigzek 1 indukuje
apoptoze w sposéb zalezny od Fhit, prawdopodobnie przez tworzenie kompleksu sygnatowego z tym
biatkiem. Jednoczesnie wyklucza to mozliwosé, ze badana czasteczka dziata zewnatrz-komérkowo
(szczegotowa analiza w publikacji H-3). A zatem, zwigzek ApsxpsA-1 jest zdolny migrowac do komorki bez
dodatku nosnika (tzw. transport gimnotyczny, ang. gymnosis transport [54]), a dodatkowy dowdd na jego
obecno$¢ w cytoplazmie komoérek HEK 293T zostat uzyskany z zastosowaniem fluorescencyjnie
znakowanego analogu, czyli zwigzku 6 (Rysunek 9). Podsumowujgc, wprowadzony do cytoplazmy
ApsxpsA-1 (analog izosteryczny) zachowuje sie jak agonista ApsA i po utworzeniu kompleksu z biatkiem
Fhit obecnym w komadrkach HEK293T, bedzie mdgt dziata¢ jako czgsteczka sygnatowa do apoptozy, bo nie
zaburza oddziatywan z przypuszczalnymi czgsteczkami efektorowymi. Zwigzki ApsxpsA (2-5)
prawdopodobnie sg antagonistami: wigzg sie z biatkiem Fhit ale nie dajg sygnatu do rozpoczecia apoptozy,
poniewaz zaburzajg dalsze oddziatywania z biatkami/czasteczkami efektorowymi. Wyniki tych badan
wskazujg, ze pewne analogi diukleozydopolifosforanéw wprowadzone do komérek nowotworowych FHIT*
lub do komérek FHIT poddanych terapii genowej w celu uzyskania ekspresji biatka Fhit, mogg by¢

uzyteczne w uzyskaniu/zwiekszaniu poziomu indukcji apoptozy, co moze by¢ korzystne w leczeniu raka.

Rysunek 9 Wizualizacja (mikroskop fluorescencyjny) wnikania i
wewngtrzkomdrkowej dystrybucji analogu 6 (20 uM) po 48h inkubacji z
komorkami HEK293T. Barwienie jgder komdrkowych DAPI (kolor
niebieski). Znakowany fluoresceing zwigzek ApsxFl-6 (kolor zielony) jest
obserwowany w cytoplazmie.

W powyziszych badaniach, zwiazki byly uzywane jako mieszaniny P-diastereoizomeréw (izomery
ApsxpsA -1 o konfiguracji ReRr, SpSe, badZ RpSp). Niedawno, w ZCHB zostata opracowana metoda syntezy
nowych tiofosforanowych analogéw symetrycznych dinukleozydopolifosforanéw (NpsN, Rysunek 10), przy
czym pochodng adenozyny otrzymano w postaci czystych diastereoizomeréw [H-5]. Konfiguracja
absolutna na atomach fosforu w substratach zostata okreslona enzymatycznie z zastosowaniem
fosfodiesterazy z jadu weza (svpde), ktora jest enzymem Rp-specyficznym w stosunku do wigzan 5’-3’
tiofosforanowych w dinukleozydach oraz w 5’-O-(a-tio)trifosforanie adenozyny. Na podstawie analizy
trawien tym enzymem, kazdemu diastereoizomerowi Aps.po-psA przypisatam odpowiednig konfiguracje

absolutng na atomach fosforu: ReRe (dla slow), SpSp (dla fast) badz ReSe (dla middle); gdzie fast, slow i middle
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odpowiadajg szybkosci elucji (wyrazonej czasami retencji) tych zwigzkdw w procesie oczyszczania za
pomocg RP-HPLC (RP-HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa na ztozu typu odwrotna faza). W
nastepnym etapie zbadatam jak otrzymane zwigzki, a w szczegdlnosci czyste diasterecizomery Apspo-psA

wptywajg na aktywnos¢ biatka Fhit.

Rysunek 10. Struktura nowych tiofosforanowych analogdw NpsN

2 1 % 2 0
Ado-li’—O—I:’—O—li’—Ado Gua—l:’—O—Ii’—O—Ir—G ua
S o S’ S o S
Aps po-psA Gps-po-psG

Jak mozna sie byto spodziewa¢, okazato sieg, iz tiofosforanowe analogi ApsA i GpsG sg gorszymi substratami
dla hydrolazy Fhit niz naturalne, niemodyfikowane substraty [H-5]. Najlepszym substratem sposréd
badanych diastereocizomerdw byt izomer Aps.po.psA 0 konfiguracji ReSp. Analiza zmierzonych parametréw
kinetycznych Kn i keat pozwolita stwierdzié, iz podstawienie atomu siarki na atomach P1 i P3 wptywa na
statg szybkosci ket (zaleznie od izomeru obniza j3g odpowiednio okoto 4- i 5- rzedow wielkosci w
porownaniu do ApsA), natomiast ma niewielki wptyw na Km czyli na powinowactwo badanego zwigzku do
enzymu (tabela 1). Oznacza to, ze ilo$¢ obrotéw enzymu jest znacznie ograniczona (czyli kontakt substratu
z enzymem jest przedtuzony), jezeli w substracie s obecne atomy siarki na atomach fosforu P1 i P3.
Natomiast powinowactwo do biatka obniza sie nieznacznie, ale tylko dla izomeréw RpRp i SpSp, a dla
izomeru RpSp pozostaje na takim samym poziomie jak dla substratu ApsA. Wtasnie takie cechy, czyli
przedtuzenie czasu trwania/przezycia kompleksu enzym-substrat sg pozgdane w odniesieniu do hipotezy,
iz kompleks Fhit-substrat jest czgsteczkg, rozpoczynajaca kaskade sygnatéw do apoptozy, co zwigzane jest

z dziataniem biatka Fhit jako supresora nowotworowego.

Tabela 1. Kinetyczna charakterystyka diastereoizomerdw Aps.po.rsA wobec biatka Fhit

Compound K [UM] keat [sY] keat/Km M 571
SpSp 3.54+1.01 4.8x10*+0.3 x10* 1.4 x10?
ReSp 1.25+0.66 29.9x10* + 2.4 x10* 24.0 x10?
ReRp 5.32+0.88 8.4 x10* + 0.3 x10* 1.7 x10?
ApsA [55] 1.90+0.2 73.0£4.3 3.8 x10’
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Rozszerzajgc temat oddziatywan substratu z biatkiem Fhit, w kolejnych badaniach [H-6] zastosowatam
dimer PSA, ktory byt pochodng ApsxpsA-1, wczesniej stosowanego niehydrolizowalnego tiofosforanowego
analogu ApsA [H-3] i jednoczesnie zawierat reszte nukleozydowg 5-bromo-deoksyurydyny (5BrdU),
umozliwiajgcg przeprowadzenie reakcji fotozszywania przy uzyciu UV o dtugosci fali powyzej 308 nm
(Rysunek 6). W tym przypadku, otrzymany w wyniku syntezy niesymetryczny zwigzek byt mieszaning 4
diastereoizomerdow (ReRp, SpSp, ReSp, badZ SpRp), ktdre na etapie oczyszczania metodg HPLC udato mi sie
podzieli¢ na czyste izomery. Nastepnie, za pomocg odpowiednich enzymdw: Re-specyficznej svpde oraz Se-
specyficznej nP1 (nukleaza P1) przypisatam konfiguracje absolutng poszczegélnym izomerom zwigzku PSA
[szczegbty zostaty opisane w publikacji H-4]. Po przeprowadzeniu reakcji fotozszywania pomiedzy PSA i
biatkiem Fhit przy UV=312nm, a nastepnie analizie elektroforetycznej stwierdzitam, iz izomery PSA-RpSp i
PSA-SpRp, tworzyty kompleksy najbardziej efektywnie. Wynik taki jest zgodny z otrzymanymi wczesniej i
omawianymi wyzej danymi dla symetrycznego P!,P3-bis-tio-di(adenozyno-5’-yl) trifosforanu [H-5], gdzie
rowniez izomer o konfiguracji ReSe (rGwnowazny izomerowi SpRp dla symetrycznego substratu) wykazywat
najwieksze powinowactwo, czyli najnizszg Km (sposréd trzech diastereoizomerdw PSA) do enzymu Fhit.
Specyficznosé wigzania sie PSA zostata sprawdzona przez zastosowanie w eksperymencie fotozszywania
dodatkowo dwdch zwigzkéw ApsxpsA-1 oraz TPOA (Rysunek 6 oraz Rysunek 8), ktore zachowywaty sie jak
inhibitory kompetencyjne biatka Fhit, czyli konkurowaty z PSA o to samo miejsce wigzania w enzymie.
ktdrym jest prawdopodobnie miejsce katalityczne. Oznacza to, iz PSA nie wigze sie w sposéb przypadkowy
z badanym biatkiem.

Tworzenie sie kompleksu enzym-substrat(inhibitor) o trwatosci wynikajgcej z potaczenia wigzaniem
kowalencyjnym tworzonym w wyniku fotozszywania ma dodatkowo te zalete, iz taki stabilny kompleks
mozna wykorzystac do kolejnych badan, w ktérych okreslitam jakie fragmenty biatka sg zaangazowane w
bezposrednie oddziatywania z substratem/analogiem substratu [H-6]. Chociaz znana jest struktura
krystaliczna biatka Fhit i to zaréwno w formie apo, jak i w kompleksie z analogiem substratu, a takze z
produktem hydrolizy (tj. AMP lub GMP), to pewna ruchliwa czes¢ biatka, zawarta w petli 107-127aa
pozostaje w tych strukturach niewidoczna [56,57]. Przeprowadzenie nastepujgcego ciggu
eksperymentow: fotozszywanie PSA z biatkiem Fhit, trawienie proteazg (w tym przypadku byta to trypsyna)
utworzonego kowalencyjnego kompleksu, a nastepnie analiza metoda spektrometrii masowej LC-MS
powstatych fragmentow peptydowych pozwolito na zidentyfikowanie peptydu NDSIYEELQK (aa 110-119)
jako czasteczki trwale potgczonej z PSA wigzaniem kowalencyjnym pomiedzy 2’-deoksyurydyng
(powstajagcg w wyniku eliminacji HBr z 5-bromodeoksyurydyny w reakcji fotozszywania) a

prawdopodobnie resztg tyrozyny w peptydzie. Otrzymany wynik zostat porédwnany z rezultatem
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podobnego ciggu doswiadczen otrzymanego dla biatka Fhit bez dodatku dimeru PSA. Analiza regionéw
nieuporzadkowania programem FoldIndex i pordwnanie wynikdéw ze znanymi wczesniej strukturami Fhit
okreslonymi rentgenograficznie pozwolity stwierdzi¢, iz peptyd ten znajduje sie w regionie
nieustrukturyzowanym, w czesci biatka niewidocznej w znanych strukturach krystalicznych (jest czescig
petli 107-127). W ten sposdb, odkryty zostat nieobserwowany wczesniej region oddziatywan pomiedzy
biatkiem Fhit a jego substratem/analogiem substratu. Ruchliwo$¢ tego rejonu moze mieé znaczenie w
otwieraniu — zamykaniu kieszeni wigzgcej, co wigze sie z mozliwoscig wejscia/wyjscia substratu (Rysunek
11). Prawdopodobnie substrat po wejsciu do kieszeni/miejsca aktywnego jest ,zamykany” przez petle 107-
127 zawierajgcy peptyd 110-119, a oddziatywania z aminokwasami tego regionu stabilizujg kompleks
aktywny Fhit-substrat. Zaobserwowane zjawisko moze wptywac na funkcje petnione przez biatko Fhit w
komarce. Wsréd funkcji, gdzie znaczenie ma tworzenie, stabilizacja i czas zycia kompleksu Fhit/substrat
jest aktywnos¢ apoptotyczna tego biatka, badana rowniez wczesniej i opisywana w pracy [H-3].

Rysunek 11 Wizualizacja powierzchniowego potencjatu elektrostatycznego proponowanej struktury
kompleksu biatka Fhit z ligandem PSA, ktéry przedstawia rowniez upakowanie/wypetnienie przestrzenne
poszczegolnych atomow (modelowanie komputerowe, ref. H-6). Zaznaczone zostaty reszty aminokwasowe
His96, Tyr114 oraz zadokowana w miejscu aktywnym czqsteczka PSA. (a) forma otwarta, czyli wolna od
liganda, (b) forma zamknieta, czyli ze zwigzanym ligandem. Widok z prawej strony przedstawia strukture
obrécong o 90°.

(a)

(b)
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2.4.3 Posumowanie

Cykl prac wchodzacych w sktad odkrycia naukowo-badawczego zawiera opis badan nad aktywnoscig
enzymatyczng dwoch biatek z rodziny HIT, charakteryzujgcych sie réznorodnymi funkcjami w komérce.
Oproécz podobienstwa w strukturze (homodimery zbudowane z okoto 15 kDa podjednostek z jednym
miejscem katalitycznym na kazdej) i podobnego mechanizmu dziatania (atak na a-atom fosforu, reakcja
zachodzaca z retencjg konfiguracji), biatka Hintl i Fhit jako enzymy faczy réwniez fakt, iz do petnienia ich
funkcji jako supresory nowotworzenia nie jest niezbedna ich zdolnos$¢ do hydrolizy substratu, a wiec
aktywnosé enzymatyczna. Jednakze aktywnosé ta zostata zachowana ewolucyjnie, co wskazuje iz moze by¢
niezbedna ze wzgledu na inne petnione w komérce funkcje. W przypadku biatka Hintl, ktére wystepuje
we wszystkich organizmach, poczawszy od bakterii a skoriczywszy na Eukariontach, moje badania wskazuja
na udziat tego biatka w procesie desulfuracji w komodrkach endo- i egzogennych tiofosforanowych
nukleozyddéw (d)NMPS. Co wiecej, odkrycie, iz siarkowodor jest jednym z produktéw reakcji desulfuracji
takich zwigzkéw, wprowadza nowe mozliwosci ich zastosowania, gdyz gaz ten, jako przekaznik sygnatu w
organizmie jest wymagany w regulacji wielu procesdéw fizjologicznych. Tym samym zwigzki takie lub ich
analogi mogg mieé¢ wptyw na regulacje tych proceséw, co moze mieé znaczenie terapeutyczne, miedzy
innymi poprzez uzycie (d)NMPS jako donoréw H>S [37], np. w diagnostyce lub nawet jako lekow np. w
chorobie nadcisnieniowej [58,59].

Z kolei badania nad Fhit sg zwigzane raczej z lepszym zrozumieniem proceséw w jakich uczestniczy to
biatko. Zastosowane przeze mnie tiofosforanowe analogi substratu ApsA, bedace inhibitorami Fhit
umozliwity wykazanie dodatkowych oddziatywan miedzy biatkiem a substratem. Z kolei oba typy analogéw
substratéw uzytych w moich badaniach, a wiec te catkowicie hamujgce aktywnos¢ hydrolazowg Fhit,
efektywne inhibitory (czyli pochodne ApsA), jak i te ktére tylko obnizaty szybkos¢ reakcji hydrolizy, a nie
miaty znaczgco pogorszonego powinowactwa do Fhit (czyli pochodne ApsA), mogg by¢ uzyteczne w
regulacji funkcji proapoptotycznej tego enzymu. Ich stosowanie moze by¢ wymienne, zaleznie od intencji:
czy sygnat do apoptozy ma by¢ ciaggty (inhibitory), czy tylko przedtuzony (obnizona szybkos¢ hydrolizy). W
obu przypadkach istnieje mozliwos$¢ ich zastosowania jako potencjalnych lekow.

Podsumowujac, zaplanowany i przeprowadzony cykl badai pozwolit na dodanie do ogdlnej wiedzy
pewnego zwigzku pomiedzy aktywnoscig enzymatyczng a funkcjg biologiczng obu badanych enzyméw oraz
umozliwia wykorzystanie pozyskanej wiedzy w planowaniu potencjalnych zastosowan praktycznych, w
ktorych tiofosforanowe analogi nukleozyddw i dinukleotydéw mogtyby dziatac jako zwigzki terapeutyczne.
W najblizszych planach naukowych mam zamiar kontynuowac badania zwigzane z udowodnieniem udziatu

biatka Hintl w desulfuracji tiofosforanow nukleozydéw wewnatrz komarki. W tym celu planuje zastosowac
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zwigzki bedace indykatorami siarkowodoru i ktére mozna by uzy¢é w hodowlach komérkowych. Z kolei w
badaniach zwigzanych z biatkiem Fhit, zwigzki ktére zastosowatam (niehydrolizowalne tiofosforanowe
dimery, zawierajgce modyfikowane reszty nukleozydowe utatwiajgce fotozszywanie) mogg zostaé uzyte
przy poszukiwaniu nowych partneréw interakcyjnych dla tego biatka (a doktadnie kompleksu Fhit/substrat)
w warunkach in vivo, co pozwolitoby na wyjasnienie jakie biatka/czasteczki biorg udziat w indukcji apoptozy

przez to biatko.

2.4.4 W toku realizacji rozprawy habilitacyjne;j

1. Okreslono stereochemie reakcji hydrolizy wigzania P-N w nukleozydach 5’-O-
amidotiofosforanowych, katalizowanej przez biatko Hintl oraz zauwazono zdolno$¢ Hintl do
desulfuracji AMPS. [H-1]

2. Zaprezentowano zdolnos¢ biatka Hintl do katalizowania konwersji pozostatych (d)NMPS do
(d)NMP, przy czym zauwazono ze w reakcji tej wydziela sie siarkowoddr. Okreslono takze
mechanizm tej reakcji. [H-2]

3. Wykazano zdolno$¢ komodrkowego biatka Hintl do udziatu w reakcji desulfuracji AMPS oraz
przedstawiono istnienie komplekséw Hint1 z tiofosforanowymi analogami nukleozyddéw. [H-4]

4. Woykazano zdolnos$¢ niehydrolizowalnych tiofosforanowych analogdéw ApsA (inhibitorow
aktywnosci enzymatycznej biatka Fhit) do indukcji apoptozy zaleznej od biatka Fhit. [H-3]

5. Zaprezentowano i scharakteryzowano biochemicznie nowe tiofosforanowe analogi ArsA, bedace
nowymi substratami dla biatka Fhit, ktore wykazuje zdolnos¢ do ich hydrolizy zaleznie od
konfiguracji absolutnej na atomach fosforu wigzan tiofosforanowych. [H-5]

6. Odkryto nowy region biatka Fhit, ktory oddziatuje z substratem/analogiem substratu. [H-6]

2.5 Pozostate osiggniecia naukowo — badawcze

Ukonczytam studia na Wydziale Chemii Politechniki tddzkiej w 1988 roku uzyskujgc stopien magistra
inzyniera. W trakcie studiow, w 1987 roku dotgczytam do zespotu prof. Wojciecha Steca w Zaktadzie Chemii
Bioorganicznej Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych (ZChB CBMiM) PAN w todzi. W tym
czasie poznawatam nowoczesne metody stosowane w chemii (np. praca w warunkach super bezwodnych,
technika HPLC, elektroforeza, synteza oligonukleotyddw na fazie statej), a ktére dostepne byty w niewielu
polskich laboratoriach, w tym w ZChB. Jednocze$nie zostatam wtaczona w gtéwny nurt badawczy zespotu

zwigzany z syntezg oligonukleotyddw i ich tiofosforanowych analogéw.
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Poczatkowo uczestniczytam w syntezie monomeréw uzywanych w syntezie oligonukleotydéw
standardowg metodgy amidofosforynowa na fazie statej. Metodg tg wyprodukowane zostaty m.in. 20-
merowe oligonukleotydy, ktére nastepnie uzytam do sklonowania genu interleukiny 1B metoda
enzymatycznego faczenia syntetycznych fragmentéw DNA. W dalszym etapie, otrzymany gen miat zostac
uzyty do otrzymania biatka interleukiny 1B w wyniku nadekspresji bakteriach E.coli.

Na poczatku lat 90-tych ubiegtego wieku, w ZChB opracowana zostata pierwsza stereokontrolowana
metoda syntezy tiofosforanowych analogdéw oligonukleotyddw, tzw. metoda oksatiafosfolanowa. Vi W
odrdznieniu od powszechnie stosowanej metody amidofosforynowej, ktéra daje jako produkt mieszanine
2" diastereoizomerdow (gdzie n oznacza liczbe tiofosforanowych wigzan internukleotydowych), metoda
oksatiafosfolanowa umozliwia otrzymywanie tiofosforanowych analogéw oligonukleotydéow o
zdefiniowanej konfiguracji absolutnej na atomach fosforu wigzan internukleotydowych. Dzieki tej
metodzie stato sie mozliwe otrzymywanie odpowiednich, stereozdefinowanych obiektéw do badania
wptywu przestrzennego utozenia atomaéw siarki w wigzaniach internukleotydowych (czyli inaczej - wptywu
stereochemii wigzan internukleotydowych) na aktywnos$¢ enzymow biorgcych udziat w metabolizmie
kwasdéw nukleinowych.

W ramach zadan zwigzanych z mojg pracg doktorskg, zsyntetyzowatam metodgy oksatiofosfolanowg 15-
merowe tiofosforanowe (PS) analogi oligonukleotydéw zawierajgce wszystkie wigzania tiofosforanowe o
zdefiniowanej konfiguracji absolutnej Rp (all-Rp) i Sp (all-Sp). Zwigzki te uzytam nastepnie do badania
wptywu przestrzennego usytuowania atomu siarki w stereozdefiniowanych tiofosforanowych analogach
oligodeoksyrybonukleotydéw na aktywnos$¢ RNazy H (pochodzacej z bakterii E.coli) oraz dwdch enzyméw
o aktywnosci odwrotnej transkryptazy (RT, ang. reverse transcriptase): z wirusa ptasiej biataczki (AMV RT)
i ludzkiego wirusa zespotu nabytego braku odpornosci (HIV-1 RT). Szczegétowe badania nad
mechanizmami dziatania tych enzyméw byly interesujgce z uwagi na mozliwo$¢ zastosowania PS-
oligonukleotydéw jako lekéw o dziataniu przeciwwirusowym lub przeciwnowotworowym. RNaza H jest
rybonukleazg, ktéra rozpoznaje dupleksy RNA/DNA i w obrebie takiego heterodupleksu degraduje
fragment RNA. Uwaza sie, ze mechanizm dziatania oligonukleotyddw antysensowych, zaréwno
tiofosforanowych jak i niemodyfikowanych, polega na aktywowaniu RNazy H przez dupleksy utworzone z
ich udziatem. Z kolei odwrotna transkryptaza jest charakterystycznym dla retrowiruséw wielofunkcyjnym

enzymem, dziatajgcym jako polimeraza DNA i rybonukleaza H (retrowirusowa RNaza H). Zainteresowanie

vi Stec W. J., Grajkowski A., Koziotkiewicz M., Uznanski B., (1991) Nucleic Acids Res., 19: 5883-5888.
vi Stec W. J., Grajkowski A., Kobylanska A., Karwowski B., Koziotkiewicz M., Misiura K., Okruszek A., Wilk A.,
Guga P., Boczkowska M., (1995) J. Am. Chem. Soc., 117: 12019-12029.
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odwrotng transkryptazg ma zwigzek z poszukiwaniem czynnikéw przeciwdziatajgcych rozwojowi wiruséw
we wczesnym etapie infekcji. Prace nad aktywnoscig nukleazowg tych enzymoéw wykazaty, ze zaréwno
bakteryjna jak i retrowirusowa RNaza H charakteryzujg sie stereoselektywnoscig, tzn. wykazujg
zréznicowang aktywno$é w stosunku do duplekséw o przeciwnej stereochemii - wyzszg dla dupleksu
RNA/DNA utworzonego z udziatem oligomeru all-Rp niz do duplekséw utworzonych z izomerem all-Sp.
Ponadto badania nad aktywnoscig polimerazowg odwrotnej transkryptazy wykazaty , ze PS-
oligonukleotydy o konfiguracji all-Rp sg dobrymi starterami w reakcji elongacji taricucha DNA na matrycy
RNA. Oznacza to, iz PS-oligo mogg by¢ wykorzystywane przez enzym jako startery inicjujgce synteze DNA
na matrycy RNA, a jednocze$nie mogg dziatac jako zwigzki antysensowe tworzgce dupleksy, ktére sg zdolne
do aktywacji retrowirusowej rybonukleazy H i w efekcie nastepuje degradacja RNA w obrebie utworzonego
heterodupleksu. Ta podwdjna rola PS-oligomerdw jest zalezna od stereochemii wigzan PS. W obecnosci
izomeru all-Rp odwrotna transkryptaza wykazuje zardwno wyzszg aktywno$é polimerazows jak i
rybonukleolityczng niz w obecnosci izomeru all-Sp. Wykazatam rdéwniez, ze pewien tiofosforanowy
oligonukleotyd o konfiguracji all-Re i tworzacy strukture tetrapleksowa wykazywat aktywnosé aptamerowa
i bezposrednio wigzat sie z odwrotng transkryptazg AMV RT i HIV RT hamujgc aktywnos¢ polimerazowg
tych enzymdw. W tym przypadku wysokie powinowactwo PS-oligo do biatka RT zalezato od jego struktury
trzeciorzedowej, ktérg warunkujg dtugosé, sekwencja nukleotydowa oraz konfiguracja absolutna na
atomach fosforu tiofosforanowych wigzan internukleotydowych. Wyniki te mogty stanowi¢ punkt wyjscia
do poszukiwania wsréd tiofosforanowych analogdéw oligonukleotydéw efektywnego aptamerycznego
inhibitora odwrotnych transkryptaz, w tym takze odwrotnej transkryptazy wirusa HIV.

Prace doktorskg, opartg na wyzej omdéwionych badaniach, zatytutowang ,Badania wptywu stereochemii
oligonukleozydotiofosforandw na aktywnos¢ RNazy H i odwrotnej transkryptazy” przygotowang w ZChB
CBMiM PAN w todzi obronitam w roku 1999. Omdéwione wyniki badan, wchodzace w sktad rozprawy
doktorskiej, zostaty opublikowane w trzech pracach oryginalnych [spis publikacji, pozycje nr 1,3,5] i w
jednym a artykule przeglagdowym ,,Oligonukleotydy o witasciwosciach aptamerycznych”, napisanym na
podstawie czesci teoretycznej tej pracy [spis publikacji, pozycja nr 4]. Za te publikacje otrzymatam w 1998
roku nagrode im. Bolestawa Skarzynskiego za najlepszy artykut opublikowany w czasopismie ,Postepy
Biochemii”.

W nastepnych latach kontynuowatam badania nad mechanizmem dziatania RNazy H. Stosujgc opracowang
w ZCHB nowg metode okres$lania stereochemii reakcji enzymatycznych zaobserwowatam, ze reakcja
hydrolizy RNA  w dupleksie RNA/DNA katalizowana przez RNaze H (a doktadnie hydroliza

tiofosforanowego wigzania internukleotydowego o konfiguracji RP w RNA) zachodzi z inwersjg konfiguracji
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na atomie fosforu [spis publikacji, pozycja nr 7]. Wyniki uzyskane w tych badaniach umozliwity dyskusje
nad mozliwg architekturg miejsca aktywnego w enzymie w kontekscie znanych danych literaturowych i
pozwolity wyciggngé wnioski na temat mechanizmu reakcji katalizowanej przez RNaze H. Podsumowaniem
tego okresu badawczego byto otrzymanie przeze mnie w 2000 roku Nagrody Prezydium Oddziatu PAN w
todzi i Konferencji Rektoréw Panstwowych Uczelni todzi w dziedzinie nauk Scistych.

W latach 2002-2003 odbytam staz podoktorski w zespole profesora Charles’a Brennera (Filadelfia, USA)
podczas ktérego zajmowatam sie badaniami biochemicznymi wybranych biatek enzymatycznych z rodziny
triady histydynowej (HIT). W tym czasie nabratam doswiadczenia w metodyce ekspresji i izolowania biatek
w roznych systemach bakteryjnych (w tym réwniez enzyméw bardzo czutych na deaktywacije), jak rowniez
poznatam podstawy krystalografii (otrzymywanie krysztatéw). W ramach realizowanych projektéw
przeprowadzitam miedzy innymi ekspresje w bakteriach E.coli i wyizolowatam ludzkie biatko Fhit oraz jego
5 mutantéw, a nastepnie wyznaczytam ich state kinetyczne Km i keat. Mutanty wykazywaty zmieniong
charakterystyke enzymatyczng: (a) w szybkosci hydrolizy (do 100 000-krotnego obnizenia wartosci Kcat)
oraz (b) obnizong zdolnos¢ wigzania sie z substratem (do 30-krotnego podwyzszenia wartosci Kn,). Dane te
byty istotne przy weryfikowaniu hipotezy, iz proapoptotyczna funkcja biatka Fhit w komérkach jest zalezna
od zdolnosci wigzania sie tego biatka z substratem i trwatosci takiego kompleksu jako sygnatu do inicjacji
apoptozy, natomiast hydroliza substratu skraca czas zycia czasteczki sygnatowej [spis publikacji, pozycja
nr 8].

Dcs-1 (biatko pochodzace z nicienia C. elegans, ortolog Dcps-1), to kolejny enzym z rodziny HIT, ktérym sie
zajmowatam podczas stazu. Wyznaczone przeze mnie parametry kinetyczne dla enzymu oddziatujgcego z
kilkunastoma réznymi zwigzkami pozwolity na okreslenie jego preferencji substratowych i potwierdzenie
hipotezy, iz enzym ten moze by¢ zaangazowany w usuwanie czapeczki (ang. cap) z krétkich fragmentow
RNA powstajgcych w wyniku 3’->5’-egzonukleolitycznej degradacji mRNA. Tym samym, Dcp-1 zostat
zakwalifikowany do oddzielnej, nowej gatezi rodziny biatek HIT [spis publikacji, pozycja nr 9].

Nastepnym biatkiem, ktére badatam, byt kréliczy Hintl (biatko homologiczne do ludzkiego Hintl w 93%).
Biatko to, podobnie jak Fhit, jest znane z wielu réznych funkcji w komdrce, miedzy innymi dziata jako
supresor nowotworzenia. Badania dotyczgce Hintl byty zwigzane z charakterystykg enzymu w stosunku
do nowych substratéw i inhibitoréw, wygodnych modeli do badan mechanistycznych i biochemicznych,
miedzy innymi zwigzkdw bedgcych analogami stanu przejSciowego, uzytecznych w badaniach
strukturalnych. Stosujgc substrat funkcjonalny w tescie kolorymetrycznym, wykonatam miareczkowanie
aktywnosci tego biatka w obecnosci réznych stezen réznych inhibitoréw, co pozwolito na wyznaczenie ich

statych inhibicji K;, a nastepnie wybratam najskuteczniejszy z nich do badan strukturalnych. Ponadto, dzieki
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pomiarowi zaleznosci aktywnosci enzymu od pH dla biatka niezmutowanego i mutanta S107A, w
potaczeniu z badaniem rentgenograficznym struktury przestrzennej krysztatu kompleksu najlepszego
inhibitora z Hint1, wyznaczone zostaty dodatkowe reszty aminokwasowe biorgce udziat w procesie katalizy
(kataliza kwasowo-zasadowa) i zaproponowany zostat mechanizm reakcji, w ktorej posredniczy biatko
Hint1 [spis publikacji, pozycja nr 10].

Doswiadczenia uzyskane w trakcie realizacji wczesniej omowionych zadan staty sie, po powrocie ze stazu,
podstawg do czesSciowo samodzielnych badain naukowych prowadzonych w ZCHB CBMiM.
Kontynuowatam zatem badania nad biatkami z rodziny HIT w konteks$cie zainteresowan i mozliwosci
oferowanych przez ZCHB. Dlatego obecne badania koncentrujg sie na potaczeniu mojej wiedzy enzymologa
i biochemika z uzytecznoscia w tych badaniach tiofosforanowych analogéw nukleotydow i
oligonukleotydéw, w szczegdlnosci tych o stereo-zdefiniowanej konfiguracji absolutnej. Badania nad
aktywnoscig enzymatyczng i mechanizmem dziatania enzymoéw Hintl i Fhit, opisane w cyklu szesciu
publikacji, stanowig podstawe wniosku postepowania habilitacyjnego.

Zajmowatam sie rdwniez odrebnymi badaniami na zasadzie wspodtpracy z badaczami z ZCHB, jak rowniez z
Politechniki tddzkiej. | tak, pod kierunkiem prof. Barbary Nawrot z ZCHB powstato 5 publikacji. Cze$¢ z nich
dotyczyta badan poziomu mRNA w korelacji z poziomem biatka Fhit i SSTR3 (receptor somatostatyny typu
3) w btonie Sluzowej zotadka pacjentéw obcigzonych dziedzicznie rakiem zotadka i zainfekowanych
bakterig Helicobacter pylori [spis publikacji, pozycje nr 11,12,13,14]. W badaniach tych wykonatam czes¢
eksperymentdw dotyczgcych wyznaczania poziomu mRNA badanych biatek metodg RT-PCR w czasie
rzeczywistym. Ponadto, uczestniczytam w badaniach nad nowymi pochodnymi gemcytabiny jako
potencjalnymi prolekami [spis publikacji, pozycja nr 18], gdzie przeprowadzitam doswiadczenia
biochemiczne z ludzkg DNA polimeraza a, enzymem Hint1, jak réwniez wykonatam badanie stabilnosci
nowych zwigzkéw w lizatach komérkowych.

Wspotpracowatam takze z prof. Piotrem Gugg z ZCHB przy udowodnieniu mozliwosci zastosowania
jednostek LNA do wzmocnienia trwatosci termodynamicznej duplekséw i tryplekséw réownolegtych
tworzonych przez LNA/2’-OMe-RNA z homopurynowymi [All-Rp-PS]-oligodeoksyrybonukleotydami
komplementarnymi nie tylko wedtug schematu oddziatywan Watsona-Cricka, ale takze oddziatywan
zdefiniowanych przez Hoogsteena [spis publikacji, pozycja nr 19]. W badaniach tych prowadzitam testy, w
ktorych wykazatam lepsze wtasnosci inhibitorowe tworzgcych trypleks LNA-RNA w reakcji wydtuzania
tanncucha DNA katalizowanej przez odwrotng transkryptaze AMV RT na matrycy RNA niz RNA bez
modyfikacji LNA.
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Wspotpraca z dr Rafatem Dolotem z ZCHB zaowocowata 3 publikacjami [spis publikacji, pozycje nr
15,16,21] opisujgcymi struktury biatka Hintl (krdliczy i ludzki), w ktérych zostato wykorzystane moje
doswiadczenie miedzy innymi w zakresie nadekspresji biatka Hint1, jak réwniez w analizie HPLC.

Z kolei moje doswiadczenie w pracy z odwrotng transkryptaza (HIV-1 RT), a w szczegdlnosci z badaniem
inhibitoréw tego enzymu byto przydatne we wspédtpracy z Prof. Piotrem Panethem z Politechniki tédzkiej
[spis publikacji, pozycja nr 20]. W tym wypadku moim zdaniem byto wyznaczenie statych ICso (stata
oznaczajgca stezenie dla ktérego zachodzi 50% zahamowanie aktywnosci badanego enzymu) dla
kilkunastu zwigzkéw, ktére byty potencjalnymi inhibitorami HIV-1 RT.

Obecne fronty badawcze sg kontynuacjg badan prowadzanych wczesniej i koncentrujg sie na zrozumieniu
procesow zachodzacych z udziatem biatek z rodziny HIT. W przysztosci planuje tez rozwiniecie badan nad
kompleksami biatkowymi (biatka Hintl, Fhit, ewentualnie inne) z analogami substratéw/inhibitorami,

wykorzystujgc do tego celu nowoczesng metodyke termoforezy (MST).
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