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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Malgorzaty Narczyk:
»Biofizyczne podstawy dzialania fosforylaz nukleozydéw purynowych z E.
coli - mechanizm katalizy, zwiazek miedzy funkcjg bialka a jego struktura

oligomeryczng”

Konstruowanie molekularnych mechanizméw wigzania ligandéow przez
czgsteczki biatka i katalizy enzymatycznej oraz projektowanie na tej podstawie
srodkow chemioterapeutycznych stanowi jedno z kluczowych zagadnief
wspolczesne] biofizyki molekularnej, polegajace na wyjasnianiu przebiegu
procesOw biologicznych na podstawie strukturalno-dynamicznych analiz biatek,
ktore sg zaangazowane w te procesy. Punktem wyjscia badan o charakterze
podstawowym jest znajomos¢ funkcjonalnej, natywnej struktury przestrzennej
biatka i jego kompleksoéw z ligandami. Dane strukturalne wraz z wyznaczonymi
parametrami wigzania ligandéw i kinetyki katalizy umozliwiajg opracowywanie
molekularnych mechanizméw dziatania enzyméw, a silne inhibitory
projektowane w oparciu o strukture centrum aktywnego i znajomos$¢
mechanizmu katalizy uzyskuja potencjalne wykorzystanie praktyczne w
medycynie.

Rozprawa doktorska mgr Marty Narczyk, wykonana w Zakladzie
Biofizyki IFD na Wydziale Fizyki UW dotyczy molekularnych podstaw katalizy
reakcji  hydrolizy wigzania glikozydowego przy udziale fosforanu

nieorganicznego (i reakcji odwrotnej) przez ztozony z sze$ciu podjednostek



(heksameryczny) enzym bakteryjny, fosforylaze nukleozydéw purynowych PNP
(purine nucleoside phosphorylase). Badania strukturalne szerokiej klasy biatek
PNP, zarowno heksamerycznych jak i trimerycznych (z organizméw
eukariotycznych) z wykorzystaniem szeregu metod biofizycznych, m. in.
dyfrakcji  promieniowania rentgenowskiego, spektroskopowych metod
wyznaczania kinetyki reakcji katalizowanej przez PNP i ukierunkowane na
chemioterapig¢ poszukiwanie efektywnych inhibitoréw o potencjalnym dziataniu
chemioterapeutycznym, sag od wielu lat prowadzone w zespole kierowanym
przez prof. Mari¢ Agnieszke Bzowska, promotora rozprawy. W ostatnim
okresie duze znaczenie wuzyskaly badania z wykorzystaniem réznic
specyficznosci substratowej enzymoéw PNP i odpowiednio zaprojektowanych
mutantéw pod katem zastosowan w terapii genowej niektorych rodzajow
nowotworow, m. in. czerniaka zto$liwego. Rozprawa doktorska mgr Marty
Narczyk jest oparta na podstawie siedmiu prac opublikowanych w latach
2011-2018 w recenzowanych czasopismach naukowych o zasiegu
migdzynarodowym, w ktorych doktorantka jest wspotautorem. Prace powstaty
we wspolpracy z ofrodkami w Chorwacji: Instytutem Rudera Boskoviéa
(Zagrzeb) i Wydziatem Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu w Zagrzebiu.
Podstawowe aspekty dotychczas opublikowanych w literaturze wynikow
badan heksamerycznej fosforylazy nukleozydéow purynowych z bakterii, jak i
(porownawczo) enzymow ze zrodet ssaczych o strukturze czwartorzedowej
trimeru, sa wyczerpujaco przedstawione we wstepnym rozdziale pracy
doktorskiej (Wstep) 1 stanowia uzasadnienie jasno i logicznie sformutowanego
celu pracy badawczej podjetej przez doktorantke, krotko scharakteryzowanego
w nastepnym rozdziale (Cel pracy). Mgr Marta Narczyk sformutowata dwa
zasadnicze cele swoich badan. Pierwszy to weryfikacja modelu Kkatalizy
zaproponowanego w publikacji Koellner i wsp. Journal of Molecular Biology

315, 351-371, 2002 (praca powstala w grupie prof. Agnieszki Bzowskiej) i



wyjasnienie zwigzanego z tym modelem problemu kooperacji miedzy szescioma
podjednostkami PNP. Drugi to analiza procesu przej$cia miedzy forma aktywna
1 nieaktywna biatka enzymatycznego, =z zaproponowaniem standow
przejSciowych o zréznicowanej aktywnosci enzymatycznej na drodze procesu
dezaktywacji  bialka. Tak postawione cele badawcze wymagaly
przeprowadzenia duzej liczby eksperymentéw dla kompleksow biatko-
ligand(y). Doktorantka wykonata pomiary dla biatka PNP szczepu dzikiego
(wild type) z E. coli i dla jego dziewieciu odpowiednio zaprojektowanych
mutantéow. Jako ligandy wykorzystala nukleozydy-substraty: inozyna,
adenozyna, guanozyna, 7-metyloguanozyna i formycyna A jako inhibitor, oraz
jony: fosforanowy i jego analog jon siarczanowy. Starannie opracowana czes¢
doswiadczalna rozprawy chyba najpetniej oddaje wktad pracy doktorantki w
bardzo duzg liczbg wykonanych eksperymentdéw biofizycznych i w interpretacje
uzyskanych wynikow. Liczace w sumie 20 stron rozdziaty ,,Metody badawcze”
1 ,Metody analizy wynikow” przedstawiaja stosowane przez autorke rozprawy
techniki doswiadczalne: spektrofotometryczne wyznaczanie ‘parametrc’)w
kinetyki enzymatycznej (w tym dla mutantow o aktywnosciach "sladowych") i
profile stabilno$ci termicznej enzymoéw oraz cztery rodzaje miareczkowan
biatka ligandami: kalorymetryczne, fluorescencyjne, miareczkowanie =z
wykorzystaniem dichroizmu kotowego (CD) i miareczkowanie przy uzyciu
termoforezy mikroskalowej (MST). Ta ostatnia z wymienionych technik
miareczkowania dopiero w ostatnim czasie uzyskata szersze zastosowanie, m.
in. ze wzgledu na mozliwosci badania wigzania makromolekuta-ligand w
warunkach zblizonych do in vivo. Zwraca uwage bardzo staranna analiza
statystyczna wynikdw, w ktorej autorka rozprawy zrezygnowal ze stosowanych
czesto uproszezen 1 przyblizen (liniowych). W sposdb scisty rozpatrzyta modele
kinetyki wigzania z jednym i z dwoma, kooperacyjnymi rodzajami miejsc

aktywnych oraz trzy- i dwumiejscowy model wigzania ligandow. Wszystkie



parametry s3 wyznaczone z podaniem btedéw pomiarowych, a dyskryminacja
miedzy modelami zostata oparta na réwnomiernosci rozktadu odchylef
rezydualnych (AOR) i statystycznym kryterium Akaike (AIC). W zatgcznikach
zostaty zamieszczone przyktadowe wyniki tych analiz, ze szczegélowym
okresleniem jakosci dopasowania krzywych modelowych do punktow
pomiarowych. Catg prace cechuje wysoka dbato$é o whasciwy dobér warunkow
eksperymentalnych i wykonywanie pomiaréw kontrolnych.

Wyniki badan (rozdz. 5) sg zaprezentowane w sposéb wyczerpujacy dla
kolejno badanych obiektéw i konczone wnioskami podsumowujacymi. Ztozona
z szesciu podjednostek PNP okazata si¢ trudnym obiektem badan ze wzgledu na
szereg czynnikow, ktdre wymagaty ustalenia juz na wstepnym etapie badan.

(1) Jon fosforanowy jako substrat reakcji enzymatycznej wymagat
przeprowadzenia drobiazgowych badan zwigzanych z wyborem buforu(éw), tak
aby ew. wchodzenie jonow buforu do centrum wigzacego biatka nie zaburzato
pomiaru parametréw kinetycznych reakcji i wigzania fosforanu (wartosci 1 ilos¢
statych asocjacji). Na podstawie uzyskanych wynikéw doktorantka wybrala
(jako kompromis) bufor HEPES do pomiaréw kinetycznych i bufor TRIS do
badania wigzania ligandéw, a w badaniach w warunkach stosowanych przy
krystalizacjach dodatkowo bufor cytrynianowy.

(2) Brak tryptofanéw jako fluoroforéw wewnetrznych i relatywnie staba w
zwigzku z tym fluorescencja PNP wymagato skonstruowania mutanta z
tryptofanem w miejscu aktywnym (Y160W) do badania réwnocennosci miejsc
wigzacych w  biatku. Autorka rozprawy wykazala zasadnicza zgodno$é
istotnych dla pomiaréw wiasciwosci mutanta Y160W i biatka szczepu dzikiego.
(3) Niezbedne dla modelu wigzania i modelu kinetyki okreslenie kooperacji
miedzy podjednostkami PNP wymagalo przeprowadzenia miareczkowan dla
pigciu  mutantéw centrum aktywnego ze zmienionymi, kluczowymi

aminokwasami: Arg24, Arg217, Asp204 oraz dla trzech mutantéw powierzchni



oddziatywania miedzy dimerami (3, 4 i 6 aminokwaséw zmodyfikowanych), w
celu destabilizacji tego oddzialywania.

(4) Na wymienione czynniki natozyt si¢ problem dezaktywacji bialka poprzez
formy posrednie i zwiazany z tym efektem brak tozsamosci frakcji biatka
aktywnego i frakcji bialka wigzacego poszczeg6lne ligandy.

Za najwazniejsze osiggni¢cie doktorantki uwazam wszechstronng analize
funkcjonowania heksameru PNP, a w szczegblnosci zaproponowanie
powigzanych ze sobg modeli katalizy enzymatycznej i dezaktywacji biatka wraz
z okresleniem poszczego6lnych form przejsciowych (podsumowane graficznie na
schematach nr 6 i 7) w odniesieniu do znanych struktur krystalograficznych.
Kooperacja w tym ujeciu zachodzi pomiedzy wszystkimi podjednostkmi w
heksamerze apo (wigzanie fosforanu) oraz przy katalizie flip-flop w ramach
poszczego6lnych dimerow, jednego w konfomacji otwartej a drugiego w
konformacji zamknigtej. Dynamiczny, jak sugeruje doktorantka, mechanizm
przekazywania sygnatu kooperacji miedzy podjednostkami ‘(szczeg()lnie
wewngtrz dimeru) wymaga dalszych badan. Warto zauwazy¢, ze tego typu
modele (dynamiczne) wykraczaja poza poréwnywanie statycznych struktur
krystalograficznych i sa w zwiazku z tym trudne do zweryfikowania.

Prace cechuje duza staranno$é¢ w opisie wynikéw, w formulowaniu
wnioskow i w ich uzasadnianiu. co odzwierciedla przejrzysty sposéb prezentaciji
wynikow, chyba najlepszy z mozliwych dla tak znacznej ilosci zgromadzonych
danych dos$wiadczalnych. Zauwazone nieliczne, drobne btedy i niejasnosci nie
majg wplywu na warto$¢ merytoryczna rozprawy. Przytaczam je w kolejnosci
pojawiania si¢ w tekscie.

(a) str. 13: stwierdzenie ,,Chociaz podobienstwo sekwencji tych biatek (zzn.
heksamerycznych ~ PNP)  nie  jest duze, podobienstwo  struktur

krystalograficznych jest wysokie” wydaje si¢ nie do konca stuszne, poniewaz



biatka o podobienstwie sekwencji 30%—40% majg typowo ponad 80%
podobienstwa strukturalnego;
(b) str. 26: brak szczegotéw dotyczacych wyznaczania aktywnosci specyficzne;j
PNP (metoda spektrofotometryczna ?);
(c) str. 73. 1 tabela 5.2.2: nie jest jasne, dlaczego metoda kalorymetryczna
wykonano miareczkowanie (podano wyniki miareczkowania) formycyna A
tylko kompleksu PNP-P;, podczas gdy metoda MST wykonano roéwniez
miareczkowanie formy apo.

Podsumowujac, podjeta w pracy doktorskiej problematyka badawcza ma
w wymiarze ogoélnym istotne znaczenie dla rozwoju biofizycznych podstaw
mechanizmow tworzenia komplekséw biatko-ligand i metodyki ich badania, a
jesli chodzi o rezultaty szczegotowe wzbogaca wiedze na temat funkcjonowania
enzymow PNP 1 projektowania ich inhibitoréw o potencjalnym znaczeniu
medycznym. Szczegétowe cele rozprawy zostaly zasadniczo zrealizowane,
przyjmujac forme jasno sformutowanych tez. Nieliczne, drobne nic::docia}gniqcia
nie wplywaja na bardzo dobra oceng¢ recenzowanej pracy. Rozprawa doktorska
mgr Marty Narczyk spetnia zaréwno ustawowe kryteria okreslone w art. 13
ustawy z dn. 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (z poézniejszymi zmianami) jak i wymogi
zwyczajowe, powszechnie przyjete w srodowisku naukowym do oceny rozpraw
doktorskich. Wnioskuje o dopuszczenie mgr Marty Narczyk do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.




