Streszczenie

Rozwdj i osiagniecia wspélczesnej medycyny daly ludzkosci mozliwos¢ leczenia
czy tez wyeliminowania choréb jeszcze niewiele lat temu nieuleczalnych. Ta niepo-
wstrzymana ewolucja medycyny wydtuza oraz poprawia jakosé¢ zycia ludzkiego. Nie-
stety wszystko ma swoje zte oblicza. Razem z pozytywnymi aspektami wspomnia-
nego rozwoju pojawilo sie kolejne wyzwanie: rak. W populacjach krajéw wysoko-
rozwinietych schorzenie to jest jedna z gléwnych przyczyn $mierci. Jednak wraz z
rozwojem prac badawczych nad technikami leczenia bazujacymi na wiedzy o kance-
rogenezie, jesteSmy w stanie leczy¢ lub nawet zapobiegaé kolejnym fazom rozwoju
nowotworéw. Wséréd wielu proponowanych metod mozna znaleZ¢ transfekcje wybra-
nym biatkiem docelowym (”target protein”) komoérek nowotworowych czy tez wyko-
rzystanie niskoczasteczkowych inhibitoréw enzymatycznych. W zwiazku ze wspo-
mnianymi metodami pozostaje temat prezentowanej dysertacji, a mianowicie mecha-
nizm interakcji z ligandami dwé6ch enzyméw (Fosforylazy Nukleozydéw Purynowych
i Syntazy Tymidylanowej), ktére pelnia niezwykle wazna role w recyklingu i syntezie
DNA.

Fosforylaza Nukleozydéw Purynowych (PNP — ang. Purine Nucleoside Phospo-
rylase) znajduje sie na drodze odzysku zasad purynowych, ponownie wykorzysty-
wanych do syntezy DNA. Enzym ten katalizuje reakcje odwracalnej fosforolizy (de-
oksy)rybonukleozydéw prowadzacej do przeciecia wiazania glikozydowego miedzy
zasada purynowa oraz pentoza, wykorzystujac do tego drugi substrat — fosforan. Syn-
taza Tymidylanowa (TS — ang. Thymidylate Synthase) z kolei katalizuje reakcje kon-
wersji dUMP do dTMP, ktéry inkorporowany jest do DNA.

Niniejsza dysertacja przedstawia badania, ktérym przys$wiecaly nastepujace cele:
(i) analize wtasciwosci spektroskopowych molekularnych celéw w terapiach przeciw-
nowotworowych - Fosforylazy Nukleozydéw Purynowych z E. Coli (PNPr) oraz Syn-
tazy Tymidylanowej z M. Musculus (mTS) i ich mutantéw, a takze (ii) spektroskopowa
charakterystyke interakcji wyzej wspomnianych enzyméw oraz ich mutantéw z wy-
branymi ligandami: formycyna A (z PNP) oraz dUMP, FAUMP i N*-OH-dCMP (z TS).
Uscislajac, w przypadku Fosforylazy Nukleozydéw Purynowych z E. Coli celem byto
okreslenie (i) roli fenyloalaniny na pozycji 159 (Phel59) oraz tyrozyny na pozycji 160
(Tyr160) w oddzialywaniach z nukleozydami (formycyna A zostata uzyta jako repre-
zentatywny nukleozyd) oraz (ii) role oddziatywan 7 - r miedzy formycyna A, Phel59i
Tyr160. Co wiecej, autorka zaplanowata weryfikacje hipotezy o Ty160 bedacej jedynym

donorem energii dla formycyny A podczas zjawiska bezpromienistego przeniesienia
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energii (FRET-Forster Resonance Energy Transfer). Dodatkowym, drugoplanowym ce-
lem byta charakterystyka wlasciwosci spektroskopowych mutantéw Fosforylazy Nu-
kleozydéw Purynowych z E. Coli: PNPF159Y (PNPY), PNPF159A (PNPA), PNPY160F
(PNPF) i PNP160S (PNPS).

Cele okreslone dla Syntazy Tymidylanowej z M. Musculus byly nastepujace: (i) we-
ryfikacja hipotezy o rozprzezeniu dwéch etapéw reakcji katalizowanej przez enzym,
towarzyszacemu inhibicji powolnego wiazania przez N*-OH-dCMP, (ii) okreslenie roli
potencjatu elektrostatycznego w interakcjach mTS z nukleotydami, oraz (iii) charakte-
ryzacja wlasciwosci spektroskopowych dwéch mutantéw mTS: H190A oraz W103G.

Fosforylaza Nukleozydéw Purynowych z E. Coli.

Wyniki uzyskane dla komplekséw PNPr oraz wymienionych wcze$niej mutantéw
z formycyna A (FA) dowodza, iz Phel59 oraz Tyr160 sa kluczowymi w wiazaniu FA
aminokwasami. Wszystkie wykorzystane w niniejszej dysertacji metody, spektrosko-
pia absorpcyjna i fluorescencyjna, obliczenia statych dysocjacji, obliczenia wydajnosci
FRET oraz badania wptywu FA na komponenty zaniku fluorescencji wskazaty na to,
ze brak Phel59 (mutant PNPA) w znacznym stopniu obniza zdolno$¢ wiazania for-
mycyny A do centrum aktywnego enzymu. Prezentowane tu wyniki sugeruja raczej

kolizyjne wygaszanie fluorescencji PNPA przez FA.

Niezwykle interesujace i zaskakujace wyniki zostaly uzyskane dla mutanta PNPY
(PNPF159Y, gdzie Phe jest zamieniona na Tyr), ktére byly nie tylko zwiazane z interak-
cjami z FA ale réwniez z wlasciwoéciami spektroskopowymi wspomnianego enzymu.
Badania dostarczyly dowodéw na to, iz powstaje anion tyrozynowy (Tyr) jak réwniez
jego stan wzbudzony (Tyr*), ktoéry silnie wptynal na ksztalt widm absorpgji i emisji,
na parametry zaniku fluorescencji (obecno$¢ dodatkowego komponentu) i dodatkowo
spowodowal w znacznym stopniu obnizenie wydajnosci FRET miedzy PNPY oraz FA.
Wyniki, mimo ze ukazaly jedynie niewielki wzrost emisji FA w kompleksach z PNPY
(w poréwnaniu do PNPr) §wiadczyly o tym, Ze te obserwacje sa najprawdopodobniej
wynikiem prostopadlej orientacji momentéw przejécie donora (Tyr150/Tyr160) oraz
akceptora energii (FA).

Trzeba wspomnie¢ réwniez, ze wyniki badan wskazaty na to, ze mutant PNPY
silnie wiaze FA w centrum aktywnym, co plasuje go w roli obiecujacego obiektu dal-
szych badan. Wyniki wskazaly, ze w tym aspekcie bardzo wazna role odgrywa Tyr160.
Mutanty, ktére nie zawieraly Tyr160 (PNPY160F raz PNPY160S) nie byly w stanie for-
mowac stabilnych komplekséw z FA. Zaréwno w przypadku absorpcyjnych, jak i flu-
orescencyjnych widm réznicowych nie znaleziono zadnych cech swiadczacych o od-
dziatywaniach statycznych, co sugerowalo obserwacje raczej kolizyjnego wygaszania
emisji wspomnianych enzymow.

Podsumowujac, wyniki uzyskane dla Fosforylazy Nukleozydéw Purynowych z E.
Coli wyraznie sugeruja istotna role dwéch rodzajéw par aminokwasowych w wiaza-
niu formycyny A, jednoczesnie potwierdzajac istotnoé¢ oddziatywan 7t - 7r: Phel59-
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Tyr160, Tyr159-Tyr160.

Syntaza Tymidylanowa z M. Musculus

Syntaza Tymidylanowa katalizuje zalezna od N°10- metylenotetrahydrofolianu (mTHF)
metylacje C(5) w dUMP, prowadzaca do powstania 5,7- dihydrofolianu (DHF) oraz ty-
midylanu. Reakcja ta wydaje sie zawiera¢ dwie czeéci: transfer grupy metylenowej z
mTHEF oraz jej redukcje przy udziale THF. Wczeéniejsze doniesienia krystalograficzne
(Dowierciat et al. Pteridines 24, 93-98, 2013) sugerowaly, ze wolno wiazany inhibi-
tor TS, N*-OH-dCMP moze powodowac rozprzezenie tych dwoch komponentéw re-
akgji, skutkujac nieodwracalna inaktywacja enzymu w wyniku redukgji C(5) inhibi-
tora oraz utworzonego wiazania kowalencyjnego miedzy C(6) inhibitora i katalityczna
cysteina. W konsekwengji sformulowano hipoteze méwiaca o tym, ze enzym moze
uzy¢ THF jako redukujacego dUMP kofaktora pod nieobecnoé¢ grupy 5-metylenowe;j.
Aby zweryfikowac¢ powyzsza hipoteze, prezentowane badania skoncentrowaly sie na
sprawdzeniu czy podczas czasowo zaleznej inhibicji mTS przez N*-OH-dCMP zacho-
dzi oksydacja THF do DHEF, ktora rejestrowana jest jako wzrost absorpgji przy dtugosci
fali A = 340 nm.

Tak jak wczesniej wydedukowano na podstawie struktury krystalograficznej (PDB
ID: 4EZ8), wyniki uzyskane za pomoca spektroskopii absorpcyjnej wskazaty na cza-
sowo i temperaturo zalezna produkce DHF w reakcji mTS z mTHF oraz N*-OH-
dCMP. Co wiecej, produkcje DHF réwniez udato sie zarejestrowac dla mieszanin mTS
z THF (posrednim produktem reakcji) oraz z N*-OH-dCMP lub z FAUMP (silnym in-
hibitorem TS, ktory jest rowniez forma aktywna srodkéw przeciwnowotworowych),
co jest w zgodzie z hipoteza o rozprzezeniu reakcji mTS, wynikajacym z inhibicji przez
N*-OH-dCMP. W dalszych badaniach mechanizmu inhibigji (przez N*-OH-dCMP) mTS
wykorzystano dwa mutanty, H190A oraz W103G. Biatka te zostaly zaprojektowane na
podstawie struktur krystalograficznych TS ze zwiazanym w centrum aktywnym inhi-
bitorem. Kazda ze zmutowanych reszt aminokwasowych (H190 i W103) byta wska-
zana jako reszta mogaca tworzy¢ wiazania wodorowe z podstawnikiem N*-OH. W
obu wypadkach wyniki spektroskopii absorpcyjnej potwierdzily zalezna od aktywno-
$ci enzymu produkcje DHF w reakcjach z mTHF/THF oraz z N*-OH-dCMP /FdUMP.

Wyniki analizy wlasciwosci spektroskopowych wszystkich trzech enzyméw (mTS,
H190A i W103G) ujawnily interesujaca obserwacje. Tryptofan na pozycji 103 posiada
bardzo nietypowe wiasciwosci spektroskopowe, ktére wpltywaja na emisje oraz para-
metry zaniku fluorescencji calej czasteczki mTS. Usuniecie tego tryptofanu w biatku
W103G powoduje przesuniecie maksimum emisji 0 16 nm w strone fal krétszych. Po-
miary wielowymiarowej fluorescencji (MDF — ang. Multi-dimentional fluorescence)
potaczone z analiza PARAFAC potwierdzily, ze emisja badanych enzyméw skiada sie
z dwéch komponentéw (jednego w spektrum kroétkich, drugiego w spektrum fal diu-
gich). Podczas gdy dla mTS i HI90A stosunek obu komponentéw emisyjnych jest
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wrecz identyczny (dominacja komponentu w spektrum fal dtugich), dla W103G elimi-
nacja tryptofanu powoduje ogromna zmiane w tym stosunku na korzy$¢ komponentu
w spektrum fal krétkich. Ta obserwacja zasugerowala, ze na drugi komponent emi-
syjny sklada sie gléwnie emisja Trp103.

Wyniki uzyskane za pomoca wielofalowej czasowo-rozdzielczej fluorescencji dla
wszystkich trzech enzyméw w roztworze oraz dla ich komplekséw z dUMP, FAUMP
oraz N4-OH-dCMP potwierdzily powyzsze wyniki jak rowniez wskazaly na bardzo
stabe, prawdopodobnie kolizyjne interakcje ligandéw z W103G. Potwierdzono uzy-
teczno$¢ czasowo-rozdzielczych metod w badaniu interakcji mTS. Co wiecej, oblicze-
nia potencjatu elektrostatycznego wokét reszt tryptofanowych w mTS wskazaty na
duza, negatywna réznice potencjalu w kierunku benzen — pyrol dla Trp103, ktéra jest
3-4 razy wieksza niz w przypadku pozostatych tryptofanéw (oprécz Trp75). Potwier-
dza to tym samym wazna role Trp103 w mechanizmie reakcji mTS. Biorac pod uwage
role Trp103 w zamykaniu miejsca aktywnego mTS, aspekt E.P. powinien by¢ poddany
dalszym badaniom.

Prezentowana praca doktorska demonstruje osiagniecie zamierzonych celéw. Wy-
kazano istotna role aminokwaséw aromatycznych na pozycjach 159 oraz 160 w inte-
rakcjach PNPr z formycyna A oraz dowiedziono rozrzegniecia reakcji katalizowanej
przez mTS, jednoczesnie prezentujac przydatnosc spektroskopii emisyjnej w wykony-
wanych badaniach. Uzyskane wyniki moga w przysztosci by¢ przydatne w rozwoju
chemioterapii. Dodatkowo, wyniki wskazuja obiecujaca Sciezke dalszych analiz wy-
korzystujach obliczenia potencjalu elektrostatycznego.
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