ZALACZNIK 5 DO WNIOSKU O WSZCZECIE POSTEPOWANIA HABILITACYJNEGO

Autoreferat

Znaczenie oligomeryzacji dla aktywnosci enzymatycznej
trimerycznych fosforylaz nukleozydow purynowych —
badania biofizyczne z wykorzystaniem klasy inhibitoréw
multisubstratowych

Beata Wielgus-Kutrowska
Wydzial Fizyki, Instytut Fizyki Doswiadczalnej, Zaklad Biofizyki

Uniwersytet Warszawski



Spis tresci

L. IMIONA T NAZWISKO «.eeiiniiieetee ettt ettt ettt e bt e e st e s bt e e s abe e s bt e e saeeesabeesabeeesabeesabeeesnteesareeenanes 2
2. POSIadane StOPNIE NAUKOWE........uiiii it icitee et ee ettt e st e e st e e e s eate e e e e sataeeessnbaeeesasseeeesssseeesansseeesnnssenesnn 2
3. Dotychczasowe zatrudnienie w jednostkach NQUKOWYCh .......coooiiiiiiiiiiic e, 2
4. Publikacje naukowe opisane w bazie danych Web of SCIENCE.........oeieiiiiiiiicei e, 2
5. 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
5.1 Tytut 0SIgENIECIA NAUKOWEEO ...vviiiiiiiie ittt ettt ettt ettt e e st e e s sbae e e s sbteeessbaeeessansaeassnnes 2
5.2 Lista publikacji stanowigcych 0siggniecie NAUKOWE .........ccueiieiiiiiiiciiee e 3

53 Omodwienie celu naukowego wymienionych prac i osiggnietych wynikéw wraz z ich ewentualnym

VA o] AV 7 L a1 1= o o VSRR 5
LAY 1T o N 5
Prezentacja 0SiggnieCia NAUKOWEE0......cccccuiiiiiiiiiie ettt et e e st e e e et e e e e sabaeeeessaaeeeeansaeeeesasreeeens 9
POOSUMOWANIE ...ttt ettt h e s ettt ettt e bt e s bt e she e sab e et e ebeesbeesaeesabesanesabeebeennes 17
(0= - | AU TP PP PP OPPRP PP 18
Pozostata dziataln0SE NAUKOWA .......eeuiiiiiiieee ettt sttt e 19

[0 S V£ (=T o RPN 19

6.2.  Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora ........ccceeeeeiiiiiiiiiieeee e, 21

6.3.  Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora ........ccccceeveiveeeiiieeecciee e 29



1.

Imiona i nazwisko

Beata Maria Wielgus-Kutrowska

2.

Posiadane stopnie naukowe

Dyplom magistra fizyki, w zakresie biofizyki, Wydziat Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego,
13 pazdziernika 1993, tytut pacy magisterskiej: ,, Badanie oddziatywania fosforylazy
nukleozydow purynowych z rybozydem nikotynamidu. Badania metodami
spektroskopowymi”, opiekun dr hab. Ewa Kulikowska.

Dyplom doktora nauk fizycznych w zakresie fizyki, Wydziat Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego, 6 grudnia 1999, tytut rozprawy doktorskiej: ,, Fosforylazy nukleozydow
purynowych — wlasciwosci fizykochemiczne oraz mechanizm oddziatywania z ligandami”,
promotor prof. David Shugar.

Dotychczasowe zatrudnienie w jednostkach naukowych

Od 1993 —Zaktad Biofizyki, Instytut Fizyki Doswiadczalnej, Wydziat Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego:

o 1993 - 1998 - Studia doktoranckie,

o 1999 - Etat inzynieryjno-techniczny,

o 2000 - 2004 - Adiunkt, umowa na czas okreslony,

o o0d 2004 - Adiunkt, zatrudnienie na podstawie mianowania.

4. Publikacje naukowe opisane w bazie danych Web of Science

wg. wzorca ,,Wielgus-Kutrowska*, B*
(wg g

Indeks #H 9

Liczba publikacji: 33 (+3 opublikowane w latach 1996, 2014, 2014 nie widniejace w bazie
WoS)

Liczba cytowan: 292

Liczba cytowan z wylaczeniem wilasnych autocytowan 224

Lista publikacji (36) z podziatem na publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego,
pozostate, znajdujace si¢ w bazie Journal Citation Reports i inne znajduje si¢ w Zalgczniku 3.

. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14

marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zaKkresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

5.1 Tytul osiggniecia naukowego

»Znaczenie oligomeryzacji dla aktywnosci enzymatycznej
trimerycznych fosforylaz nukleozydow purynowych — badania biofizyczne
z wykorzystaniem klasy inhibitorow multisubstratowych”
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5.2 Lista publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

1. A.Bzowska, G. Koellner, B. Wielgus-Kutrowska, A. Stroh, G. Raszewski,|A. Holy,|T. Steiner,
J. Frank (2004) ,, Crystal structure of calf spleen purine nucleoside phosphorylase with two full

trimers in the asymmetric unit: important implications for the mechanism of catalysis” J. Mol.
Biol. 342, 1015-1032.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

* zaplanowaniu 1 wykonaniu badan spektroskopowych (fluorescencyjnych i
absorpcyjnych, przedstawionych na rysunkach 7 i 8A oraz w tabeli 2B),

+ analizie statystycznej wynikow pomiarow spektroskopowych,

* opracowaniu wynikow badan spektroskopowych w postaci rysunkow 1 tabeli,

+ udziale w dyskusjach dotyczacych wszystkich wynikow umieszczonych w publikacji.

Moj udzial procentowy szacuj¢ na 20%.

2. B. Wielgus-Kutrowska, A. Bzowska (2006) ,, Probing the mechanism of purine nucleoside
phosphorylase by steady-state kinetic studies and ligand binding characterization determined
by fluorimetric titrations” Biochim. Biophys Acta. 1764, 887-902.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

* wykonaniu wszystkich badan doswiadczalnych,

+ analizie statystycznej i interpretacji uzyskanych wynikow,

* przygotowaniu rysunkow i tabel (poza schematem 1),

* udziale w pisaniu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach.

Moj udziat procentowy szacuje na 80%.

3. B. Wielgus-Kutrowska, J.M. Antosiewicz, M. Dlugosz, A. Bzowska (2007)
,, Towards the mechanism of trimeric purine nucleoside phosphorylases: stopped-flow studies
of binding of multisubstrate analogue inhibitor - 2-amino-9-[2-(phosphonomethoxy)ethyl]-6-
sulfanylpurine” Biophys. Chem. 125, 260-268.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na:

* wykonaniu wszystkich badan dos§wiadczalnych,

 analizie i interpretacji uzyskanych wynikow wraz ze wspotautorami,
* przygotowaniu wszystkich rysunkow i tabel,

* udziale w pisaniu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach.

Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

4. K. Breer, A. Girstun, B. Wielgus-Kutrowska, K. Staron, A. Bzowska (2008) ,, Overexpression,
purification and characterization of functional calf purine nucleoside phosphorylase (PNP)”
Protein Expr. Purif. 61, 122-130.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:



* zorganizowaniu zakupu biblioteki cDNA 1 zaproszeniu do wspotpracy pracownikow
Wydziatu Biologii UW,

* wspotudziale w projektowaniu wektorow 1 warunkow ekspresji  fosforylazy
nukleozydow purynowych ze §ledziony cielecej w bakteriach E. coli,

* opiece merytorycznej nad metodyka oczyszczania i badaniami spektroskopowymi,
majacymi na celu scharakteryzowanie wtasciwos$ci uzyskanego biatka, ktorych wyniki
sg przedstawione w tabelach 1, 2, 3, 4, 5 i na rysunkach 1, 2, 4, 5, 6.

* udziale w pisaniu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach.

Moj udziat procentowy szacuj¢ na 30%.

K. Breer, L. Glavas-Obrovac, M. Suver, S. Hikishima, M. Hashimoto, T. Yokomatsu, B.
Wielgus-Kutrowska, L. Magnowska, A. Bzowska (2010) ,, 9-Deazaguanine derivatives
connected by a linker to difluoromethylene phosphonic acid are slow-binding picomolar
inhibitors of trimeric purine nucleoside phosphorylase” FEBS J. 277, 1747-1760.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

* wykonaniu (samodzielnie lub z pomoca technika) do$wiadczen ktorych wyniki sg
umieszczone na rysunkach 2, 3, 4, 7 1, czeSciowo, w tabeli 1,

 analizie danych lub pomocy w analizie danych wykonanej przez doktorantke,

* dyskusji wynikéw badan,

* udziale w pisaniu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach.

Moj udziat procentowy szacuje na 30%.

G. Chojnowski, K. Breer, M. Narczyk, B. Wielgus-Kutrowska, H. Czapinska, M. Hashimoto,
S. Hikishima, T. Yokomatsu, M. Bochtler, A. Girstun, K. Staron, A. Bzowska (2010) ,,1.45 .
resolution crystal structure of recombinant PNP in complex with a pM multisubstrate analogue

inhibitor bearing one feature of the postulated transition state” Biochem. Biophys. Res.
Commun. 391, 703-708.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na

+ zaprojektowanie i pomoc w analizie doswiadczenia ktorego wyniki znajdujg si¢ na
rysunku 1,

* dyskusji wynikéw badan,

* udziale w pisaniu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach.

Moj udzial procentowy szacuje na 15%.

K. Breer, B. Wielgus-Kutrowska, A. Girstun, K. Staron, M. Hashimoto, S. Hikishima, T.
Yokomatsu, A. Bzowska (2010) ,, Overexpressed proteins may act as mops removing their
ligands from the host cells: a case study of calf PNP” Biochem. Biophys. Res. Commun. 391,
1203-1209.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

+ zaprojektowaniu czes$ci doswiadczen, w tym potwierdzajgcych hipoteze, thumaczacy
niektore, zaskakujace wyniki badan,



wykonaniu i analizie doswiadczen lub pomocy doktorantce w wykonaniu i analizie
doswiadczen, w przypadku prezentowanych w pracy wynikow badan
kalorymetrycznych i spektroskopowych oraz symulacji (rysunki 1 - 4, tabela 1),
interpretacji wynikow badan wraz ze wspotpracownikami,

udziale w pisaniu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach.

Moj udziat procentowy szacuje na 40%.

8. B. Wielgus-Kutrowska, K. Breer, M. Hashimoto, S. Hikishima, T. Yokomatsu, M. Narczyk,
A. Dyzma, A. Girstun, K. Staron, A. Bzowska, (2012) , Trimeric purine nucleoside

phosphorylase: exploring postulated one-third-of-the-sites binding in the transition state”
Bioorg. Med. Chem. 20, 6758-6769.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

wykonaniu pracy doswiadczalnej, ktorej wyniki sg przedstawione na rysunkach 4, 5, 6,
planowaniu i pomocy w pracy doswiadczalnej doktorantek i opracowaniu danych w
przypadku cze¢sci prezentowanych w pracy wynikow badan (rysunki 1,2,3, tabela 2 i 3),
opracowaniu wynikéw badan w postaci tabel i rysunkow,

interpretacji wynikow badan,

udziale w pisaniu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach.

Moj udzial procentowy szacuje na 50%.

9. B.Wielgus-Kutrowska, A. Modrak-Woéjcik, A. Dyzma, K. Breer, M. Z6tkiewski, A. Bzowska

(2014) ,, Purine nucleoside phosphorylase activity decline is related to the decay of the enzyme
in the trimeric form” Arch. Biochem. Biophys. 549, 4048 (DOI 10.1016/j.abb.2014.03.009).

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na:

okresleniu pomystu 1 koncepcji pracy,

planowaniu 1 wykonaniu pracy do$wiadczalnej (w tym wszystkich badan wstepnych),
Ktorej wyniki sg przedstawione w tabeli 1 i na rysunkach 2B, 3, 5, 6 (do rys. 2 i 4,
wykonalam badania wstepne),

opracowaniu wynikow badan w postaci tabel i rysunkdéw (poza rysunkiem 2),
interpretacji wynikow badan,

napisaniu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach.

Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

5.3 Omowienie celu naukowego wymienionych prac i osiggnietych wynikow
wraz z ich ewentualnym wykorzystaniem

Wstep

Jako osiggnigcie naukowe przedstawiam monotematyczny zestaw publikacji na temat biofizycznych
podstaw funkcjonowania szerokiej klasy biatek enzymatycznych — trimerycznych fosforylaz

nukleozydéw purynowych (PNP, ang. purine nucleoside phosphorylase). Badania opisane w tych
pracach doprowadzity do:



e Rozstrzygnigcia problemu komunikacji pomi¢edzy podjednostkami PNP ze zrodet ssaczych
prowadzacej, zdaniem niektorych badaczy, do bardzo silnej negatywnej kooperacji, czyli
utrudnionego wigzania kolejnych czgsteczek ligandéw po zwigzaniu pierwszej,

e Scharakteryzowania powinowactwa do PNP inhibitorow mulisubstratowych — potencjalnych
lekow, ktoére mogg znalez¢ zastosowanie tam, gdzie korzystne jest zablokowanie aktywnosci
fosforylazy nukleozydow purynowych, np. przy zapobieganiu odrzutom przeszczepow,

e Wyjasnienia dlaczego PNP jest biatkiem aktywnym biologicznie tylko jako czasteczka
trimetryczna, ztozona z trzech monomerow o jednakowej sekwencji aminokwasowe;.

Badania prowadzitam w grupie prof. Agnieszki Bzowskiej, ktorej pomoc w wielu aspektach pracy
byta nie do przecenienia. Dzi¢ki jej wczesniejszym badaniom ze wspotpracownikami z Instytutu
Krystalografii Wolnego Uniwersytetu Berlinskiego, w szczego6lnosci z dr Getraud Koellner stato si¢
mozliwe zainicjalizowanie opisanych nizej badan. Mogly one by¢ prowadzone dzigki
wspoOlpracujacym z nami chemikom — poczatkowo dzigki prof. Antoninowi Holemu, a nast¢pnie
grupie prof. Tsutomu Yokomatsu, oraz biologom — prof. Krzysztofowi Staroniowi i dr Agnieszce
Girstun. Nieoceniony wktad w realizacj¢ tematyki wniesli doktoranci, w szczegolno$ci dr Katarzyna
Breer. Bez ich udziatu znaczaco wydtuzylby si¢ czas uzyskania przedstawionych rezultatow badan, a
cze$¢ moglaby w ogdle nie powstac.

Oligomeryzacja enzymow

Wsrdd okoto 60 000 struktur enzymow zdeponowanych w Protein Data Bank znaczna czg$¢ (prawie
40%) to obiekty zbudowane z kilku podjednostek o identycznej sekwencji aminokwaséw w tancuchu
biatkowym. S to homooligomery sekwencyjne. Oligomeryzacja umozliwia tworzenie duzych struktur
biatkowych bez zwigkszania rozmiaru genomu, budow¢ miejsca wigzacego substraty i inhibitory
katalizowanej reakcji na granicy podjednostek, pozwala na allosteryczng regulacje aktywnosci
enzymow 1 przyczynia si¢ do wigkszej stabilizacji oligomeru w poréwnaniu z monomerem [Hashimoto
K., etal. 2011].

W przypadku biatek homooligomerycznych znane  jest  zjawisko  réznego  powinowactwa
podjednostek do ligandow. W szczegdlnej sytuacji w enzymie moze by¢ tylko jedna aktywna
podjednostka. Pozostale moga wystgpowa¢ w konformacji utrudniajacej lub uniemozliwiajacej
wigzanie ligandéw. Moze to wynika¢ z aranzacji struktury czwartorzedowej biatka, ktora, pomimo
jednakowej sekwencji monomerdw, przybiera posta¢ asymetrycznego heterooligomeru
konformacyjnego juz w formie apo, czyli bez zwigzanych ligandéw. W takiej strukturze podjednostki
nigdy nie sg rownocenne. Jest to tzw. ,, preexistent asymmetry" lub ,,site heterogeneity” [Malhorta
O.P., etal. 1987].

Zgodnie z druga hipoteza oligomeryczny enzym w formie apo jest symetryczny, a asymetria jest
indukowana dzigki oddzialywaniu z ligandem i1 komunikacji pomigdzy podjednostkami. Moze to
prowadzi¢ do kooperacji objawiajacej si¢ utatwionym (w przypadku kooperacji pozytywnej) lub
utrudnionym (w przypadku kooperacji negatywnej) wigzaniem kolejnych czasteczek ligandu po
Zwigzaniu pierwszej.

W granicznej sytuacji kooperacja negatywna moze by¢ tak silna, ze zwigzanie jednej czasteczki
inhibitora prowadzi do catkowitego zablokowania oligomeru. W literaturze anglojezycznej zjawisko



to opisuje si¢, dla dimerdéw, jako ,half-of-the-sites binding” lub ,half-of-the-sites reactivity” (gdy
biatko wykazuje aktywno$¢ enzymatyczng) lub, dla trimeréw, jako ,.third-of-the-sites
binding/reactivity”.

Fakt istnienia kooperacji negatywnej zostat udowodniony dla kilku homooligomeréw z réznych
zrodet, np. syntazy tymidylanowej [SaxI R.L., et al. 2001, Pozzi C., et al. 2012] , fosfatazy alkalicznej
[Papaleo E., et al. 2013, Cathala G., Brunel C., 1975], dehydrogenazy gliceraldehydo-3-fosforanu
[Nagradova N.K. 2002, Song S.Y ., et al. 1999]. Dla innych biatek pojawity si¢ pojedyncze doniesienia
dotyczace tego zagadnienia. W niektérych przypadkach zablokowanie enzymu okazywalo sig
artefaktem, np. dla enzymu z mikroorganizmu Rhodospirillum rubrum peiniacego podwdjna funkcje
karboksylazy i oksygenazy rybulozobifosforanu [Herndon C.S., et al. 1982], dla transaldolazy z
bakterii Escherichia coli (E.coli) [Schorken U., et al. 1998] i transketolazy z Saccharomyces cerevisiae
[Fiedler E., et al. 2002].

W znacznej wigkszosci udowodnionych przypadkéw doniesienia dotycza biatek ztozonych z parzyste;
liczby monomeréw, dla ktorej potowa podjednostek zostaje wylaczona po zajeciu przez ligandy
drugiej ich potowy. Tym bardziej interesujace wydawaty si¢ prace grupy prof. Verna Schramma, ktore
sugeruja mozliwo$¢ zablokowania w pewnych warunkach catej czasteczki PNP o nieparzystej liczbie
jednakowych podjednostek (trzy) przez jedna czasteczke substratu reakcji syntezy nukleozydow —
hipoksantyny (Hx), lub silnych inhibitorow o cechach stanu przej$ciowego - Immucyliny H i G
(ImmH, ImmG). Wyniki badan sg zawarte w publikacjach [Kline P.C., Schramm V.L., 1992] i [Miles
R.W., et al. 1998]. W kolejnej pracy wykazano istnienie silnej kooperacji negatywnej dla Immucyliny
H o statych dysocjacji 23 pM dla pierwszej molekuty wigzanej przez trimer, <5 uM, dla drugiej i ~100
uM dla trzeciej [Wang F., et al. 2000].

Istnienie bardzo silnej kooperacji negatywnej stawia przed badaczami wiele pytan. Zwigzanie jedne;j
czasteczki blokuje praktycznie caty oligomer - jaki jest cel istnienia zjawiska, w ktorym, po zwigzaniu
ligandu w jednym miejscu aktywnym pozostate Staja si¢ bezuzyteczne? Czy, w przypadku PNP, poza
Imm H i Hx obserwujemy je dla innych ligandow? Jesli tak, to jak komunikuja si¢ podjednostki biatka
1 jakie charakterystyczne cechy ligandow odpowiadaja za ten efekt?

Trimeryczne fosforylazy nukleozydéw purynowych

Przedmiotem mojej pracy byty fosforylazy nukleozydoéw purynowych nalezace do klasy fosforylaz o
niskiej masie czgsteczkowej, ok. 90 kDa, tzw. ,,low molecular mass”, zbudowane w formie aktywnej
z trzech jednakowych pod wzgledem sekwencji podjednostek (monomeréw). Do tej grupy fosforylaz
nalezy m. in. PNP ze §ledziony cielecej, z erytrocytow ludzkich i z mikroorganizmu Cellulomonas.

Fosforylazy nukleozydow purynowych katalizuja odwracalng fosforolize wigzania glikozydowego
rybo- i deoksyrybonukleozydoéw z udziatem fosforanu nieorganicznego, zgodnie za schematem:

fosforoliza
B —nukleozyd purynowy + Pi <> zasada purynowa + a-D-rybozo-1-fosforan
H

synteza



Substratami fosforylaz o niskiej masie czgsteczkowej sg nukleozydy 6-0X0-puryn.

W 1975 roku Eloiza Giblett ze wspotpracownikami stwierdzita, ze brak aktywno$ci fosforylazy
prowadzi do uposledzenia odporno$ci komérkowej — spadku liczby limfocytow T [Giblett E.R., et al.
1975]. W przypadkach choréb uktadu odporno$ciowego takich jak biataczki zwigzane z wysokim
poziomem przeciwciat typu T lub w sytuacjach, gdy brak odpornosci jest pozadany, np. przy
przeszczepach organow, a takze w wielu chorobach autoagresywnych, wydajne inhibitory PNP
ludzkiego moga by¢ pozadanymi lekami immunosupresyjnymi. Dlatego tez badania nad
mechanizmem reakcji katalizowanej przez PNP sa prowadzone od wielu lat w zwigzku ze znaczeniem
medycznym ich wynikow, ktore sa pomocne w projektowaniu silnych inhibitoréw enzymu.

Do chwili obecnej zaproponowano 3 modele sposobu prowadzenia katalizy enzymatycznej przez
trimeryczne PNP. Wszystkie sg zgodne w dwoch kwestiach dotyczacych: 1) przeksztatcenia w stanie
przejsciowym fragmentu pentozowego w dodatnio natadowany jon oksokarboniowy oraz 2)
kluczowego znaczenia aminokwasow Asn243 i Glu201, r6znig si¢ natomiast mi¢dzy sobg rozktadem
gestosci elektronowe;j i rodzajem formy tautomerycznej pierscienia purynowego wystepujacej W stanie
przejsciowym katalizowanej reakcji. Najstarsza z hipotez, zaktadajaca wigzanie neutralnej formy
zasady purynowej i protonacje pozycji N’ w trakcie katalizy stata si¢ podstawg zaprojektowania
inhibitorow nasladujacych stan przejsciowy ligandow. Drugi model zaktada pojawienie si¢ ujemnego
tadunku roztozonego pomiedzy pozycjami N7 i N® puryny i wigzanie w poczatkowym etapie reakcji
ujemnie natadowanej formy zasady. Trzeci proponuje wigzanie zasady w formie neutralnej i
pojawienie si¢ rzadkiej formy enolowej puryny z tadunkiem ujemnym rozmieszczonym w okolicy
tlenu O°.

Na podstawie obecnego stanu wiedzy mozna byto postawié¢ hipoteze, ze potencjalne silne inhibitory,
a co za tym idzie leki immunosupresyjne, moga by¢ nastepujacymi zwigzkami:

a) inhibitorami stanu przejSciowego - nasladujagcymi ligandy w stanie przejsciowym,
charakteryzujacym si¢ dodatnim tadunkiem zlokalizowanym na rybozie oraz uprotonowanym
azotem w pozycji N’ pierscienia purynowego. Imituja one uktad nukleozyd purynowy —
fosforan, ktory tworzy si¢ w momencie rozrywania wigzania glikozydowego (C-N) w reakcji
fosforolizy. Wigzanie to powinno by¢ jednak znacznie silniejsze, aby nie ulegto rozerwaniu po
zwigzaniu ligandu 1 takie powinno wystepowacé w przypadku inhibitorow stanu przejsciowego
(np. C-C),

b) inhibitory mulisubstratowe - zwigzki trojcztonowe, ztozone z pochodnej zasady purynoweyj,
acyklicznego tancucha oraz grupy zawierajgcej fosforan (fosfometylowej lub fosfonianowej),
ktore jednoczesnie udaja dwa substraty reakcji katalizowanej przez PNP - zasade purynows i
rybozo-1-fosforan (reakcja prowadzona w kierunku syntezy) lub nukleozyd purynowy i
fosforan (dla reakcji prowadzonej w kierunku fosforolizy).

W latach 90-tych zsyntetyzowano i opisano wlasciwosci Immucyliny H - bardzo silnego inhibitora
fosforylaz ze zrodet ssaczych, z grupy inhibitorow stanu przejsciowego. Zostat on zarejestrowany jako
lek (pod nazwa forodezyna) i obecnie jest w fazie badan klinicznych [Al-Kali A., et al. 2010]. Poza
stalg inhibicji (23 pM), zdaniem autorow, charakteryzowal si¢ bardzo silng kooperacja negatywna
prowadzacg praktycznie do zablokowania trimerycznej czasteczki PNP po zwigzaniu jednej czasteczki
ImmH.



Prezentacja osiggniecia naukowego

W badaniach opisanych w pracach z lat 2004 — 2014 poszukujac silnych inhibitorow PNP —
potencjalnych lekow, zajetam si¢ badaniem wiasciwosci inhibitorow mulisubstratowych oraz, z
wykorzystaniem tychze ligandow, weryfikacja zagadnienia wystgpowania nieskonczonej kooperacji
negatywnej (,,third-of-the-sites binding”) w przypadku fosforylaz trimerycznych. Badania opieraty si¢
na stosowaniu przeze mnie, lub przez doktorantki, z moja pomoca, Szeregu omawianych ponizej,
metod biofizycznych w stosunku do ztozonych obiektéw biologicznych, jakimi sg enzymy.

Pierwsza publikacja nalezaca do grupy prac charakteryzujacych osiagnigcie badawcze, bedaca
jednoczes$nie punktem wyjscia do dalszych badan jest:

A. Bzowska, G. Koellner, B. Wielgus-Kutrowska, A. Stroh, G. Raszewski, |A. Holy|, T. Steiner,
J. Frank (2004) “Crystal structure of calf spleen purine nucleoside phosphorylase with two full

trimers in the asymmetric unit: important implications for the mechanism of catalysis” J. Mol. Biol.
342, 1015-1032.

W pracy przedstawili$my wyniki badan zjawiska ewentualnej komunikacji pomiedzy podjednostkami
fosforylazy nukleozydow purynowych ze $ledziony cielgcej, ktora mogtaby towarzyszyé wigzaniu
analogow stanu podstawowego, czyli ligandow nieposiadajacych wymienionych wyzej cech stanu
przejsciowego. W tym celu przeprowadzilismy badania dyfrakcyjne na krysztatach biatka oraz
badania kalorymetryczne i spektroskopowe w roztworze.

Wiarygodny opis struktury przestrzennej PNP i wyznaczenie rozktadu wigzan wodorowych
utworzonych w procesie oddzialywania z ligandami wymaga uzyskania krysztatu, ktory bedzie
rozpraszal promieniowanie rentgenowskie z odpowiednig rozdzielczo$cig, przynajmniej 2.5 A.
Niezbgdnym etapem byto wykonanie wstgpnych doswiadczen krystalizacyjnych, by nastepnie dzieki
wlasciwemu poruszaniu si¢ po diagramie fazowym dla PNP otrzymac dobrze rozpraszajace krysztaty.
Po ich uzyskaniu i przeprowadzeniu badan dyfrakcyjnych opisaliSmy struktur¢ przestrzenng
kompleksu podwodjnego: trimeru fosforylazy z mulisubstratowym inhibitorem - fosfonianem 2,6-
diamino-(S) -9 - [2 - (fosfonometoksy) propylo]puryny ((S) - PMPDAP) z rozdzielczo$cig 2.3 A oraz
strukture kompleksu potrdjnego PNP z inhibitorem (S)-PMPDAP i fosforanem z rozdzielczoscig 2.05
A. Po raz pierwszy otrzymaliémy krysztat PNP ze §ledziony cielecej, w ktérym w podjednostce
asymetrii znajdowaty si¢ dwa trimery biatka. Do tej pory uzyskiwano krysztalty z monomerem w
jednostce asymetrii i w oparciu o operacje symetrii budowano catkowicie symetryczny oligomer (dla
biatka ludzkiego zaobserwowano wczesniej trimer w jednostce asymetrii, ale z niska rozdzielczoscia).
Mozliwosc¢ opisania struktury oligomerycznej czgsteczki enzymu pozwala na wykrycie ewentualnych
roznic w przestrzennej budowie podjednostek. Takich roznic spodziewaliby$Smy si¢ ze wzgledu na
zjawisko ,,third-of-the-sites binding” opisane dla inhibitoréw stanu przejsciowego [Miles R.W., et al.
1998]. Nie zaobserwowalis$my jednak wyraznych rdznic w trojwymiarowej strukturze monomeréw w
jednej czasteczce biatka. Z trimerem PNP wigzaly si¢ trzy czasteczki inhibitora (3:3). Nie wykryto
takze znaczacych réznic strukturalnych w biatku pomigdzy kompleksami PNP z inhibitorem
réznigcymi si¢ obecno$cig nieorganicznego fosforanu. Takie rdznice moglyby by¢ przyczyna
odmiennej stechiometrii wigzania hipoksantyny. Zgodnie z [Kline, P.C., Schramm, V.L., 1992]
wynosi ona 1:3 w przypadku braku fosforanu 1 3:3 w jego obecnos$ci. Zauwazono jedynie, ze wigzanie
wodorowe pomiedzy arginina Arg84 a grupa fosfonianows inhibitora, jest widoczne tylko w trzech z
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sze$ciu niezaleznych monomeréw w kompleksie PNP-inhibitor uzyskanym w obecnos$ci fosforanu
nieorganicznego.

Rownolegle przeprowadzone badania w roztworze przy uzyciu techniki izotermicznego
miareczkowania kalorymetrycznego (ITC, ang. isothermal titration calorimetry) i miareczkowania
spektrofluorometrycznego byly zgodne z danymi krystalograficznymi. Wyznaczyli$my stechiometri¢
wigzania inhibitora (S)-PMPDAP przez PNP. Przeprowadzilimy pomiary dla biatka o rdznej
aktywnos$ci (aktywnego w petni i w réznym stopniu zdezaktywowanego). Naniesienie poprawki
zwigzanej z dezaktywacja pokazato, ze prawdziwa stechiometria w kazdym przypadku to 3 czasteczki
inhibitora na trimer biatka. Wiazanie ligandu jest dobrze opisane modelem jednego typu miejsca
wigzacego (,,one-binding site model™).

Mozemy wigc stwierdzi¢, ze:

e mulisubstratowy inhibitor, analog stanu podstawowego, (S)-PMPDAP, w przeciwienstwie do
immucylin H i G — analogéw stanu przejsciowego, wigze si¢ z PNP do wszystkich miejsc
aktywnych w trimerze,

e nie mamy dowodow na to, ze, w przypadku wigzania (S)-PMPDAP istnieje komunikacja
pomigdzy podjednostkami enzymu prowadzaca do kooperacji negatywnej. Zwigzanie jednej
czasteczki inhibitora nie powoduje zmiany konformacji biatka utrudniajacej wigzanie
nastepnych czgsteczek inhibitora.

Kolejna praca:

B. Wielgus-Kutrowska, A. Bzowska (2006) ,,Probing the mechanism of purine nucleoside
phosphorylase by steady-state kinetic studies and ligand binding characterization determined by
Sfluorimetric titrations” Biochim Biophys Acta. 1764, 887-902,

zawiera wyniki badan, ktore zostaly przeprowadzone przeze mnie dla trimerycznego enzymu z
mikroorganizmu Cellulomonas.

W badaniach przedstawionych w tej pracy wykorzystatam spektroskopowe metody pomiaréw
wlasciwosci enzymow - absorpcyjne i emisyjne. W trakcie zachodzacej reakcji katalizowanej
enzymatycznie rozerwaniu ulega wigzanie glikozydowe. Powstajgca zasada purynowa ma inne widmo
absorpcyjne (spowodowane zmiana rozktadu fadunku elektronowego na purynie po rozcigciu wigzania
glikozydowego) niz wyjsciowy nukleozyd. Wybierajac dtugos¢ fali tak, aby réznica wspotczynnikow
ekstynkcji pomiedzy substratem i produktem reakcji byta jak najwieksza, mozna obserwowac postep
fosforolizy wiazania glikozydowego w obecnosci enzymu, w funkcji stezenia ligandow (substratow i
inhibitorow reakcji), by nastgpnie Okre§li¢ warto$¢ parametrow charakteryzujacych reakcje
enzymatyczng (state Michaelisa-Menten, state inhibicji, pr¢dkosci maksymalne reakcji).

Z kolei w pomiarach fluorescencyjnych wykorzystywatam wtasciwosci emisyjne PNP, wynikajace z
obecnos$ci w jego strukturze aminokwasow aromatycznych. Oddzialywanie biatko-ligand wzmacniato,
badz wygaszalo naturalna fluorescencje enzymu. Wykonujac miareczkowanie PNP ligandem, czyli
obserwujac zmiany fluorescencji w wybranej dtugosci fali towarzyszace stopniowemu dodawaniu
niewielkich porcji ligandu do roztworu biatka, mozna byto okresli¢ wartosci statych asocjacji,
dysocjacji i stechiometri¢ wigzania biatko-ligand.
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Za pomocg powyzszych metod spektroskopowych wykonatam charakterystyke odwracalnej reakcji
fosforolizy przebiegajacej dla typowych 1 nietypowych substratow, przedyskutowatam inhibicje
produktami, mechanizm reakcji (w tym kluczowe znaczenie tworzenia wigzania wodorowego N*-
H...Glu204 dla katalizy) oraz odstgpstwa od prostego modelu Michaelisa-Menten.

Z punktu widzenia badania zagadnienia komunikacji pomiedzy podjednostkami prowadzacej do silnej
negatywnej kooperacji istotne znaczenie miat fakt, ze dla hipoksantyny (podobnie jak dla guaniny)
wyniki miareczkowan fluorescencyjnych byly wystarczajaco dobrze opisane przez model jednego
miejsca wigzacego. Wynika stad, ze trimer moze posiada¢ albo jedno miejsce wigzace, albo trzy
identyczne miejsca wigzace opisane przez jedng stala dysocjacji. Na obecnos¢ trzech jednakowych
miejsc wigzacych wskazuje stechiometria wigzania ligandow, ktdra wynosi 3 czasteczki na trimer dla
guaniny w 1 bez obecnosci fosforanu. Warto§¢ uzyskana dla hipoksantyny w warunkach braku
fosforanu to 2.2 + 0.6, a wigc nizsza niz trzy, ale znaczaco wyzsza niz jedna czasteczka ligandu na
trimer biatka (podjetySmy probe wythumaczenia nizszej stechiometrii dla Hx jako wynik pewnych cech
jej stanu przejsciowego w nieobecnos$ci fosforanu. Podobnie twierdzit [Kline, 1992]).

Przedmiotem badan zawartych w pracy jest rdwniez hamowanie reakcji fosforolizy przez inhibitory
mulisubstratowe: 2-amino-9-[3-hydroksy-2-(fosfonometoksy)propylo]-puryne ((S)-HPMP-6-Gua), 2-
amino-9-[2-(fosfonometoksy)etylo]-6-sulfanylo-puryne  (PME-6-thioGua) i 2,6-diamino-9-[2-(
fosfonometoksy)etylo]-8-azapuryne (PME-8-aza-DAP). Wyznaczone dla PME-6-thioGua i PME-8-
aza-DAP state inhibicji wynosza odpowiednio 0.16 uM i 0.28 uM. Dla PME-6-thioGua wykonatam
miareczkowania fluorescencyjne, ktore udowodnity, ze z trimerem PNP wigza si¢ 3 czgsteczki
inhibitora. Nie obserwujemy w tym przypadku wyraznej komunikacji pomi¢dzy podjednostkami PNP
i silnej kooperacji negatywnej przy wigzaniu inhibitorow mulisubstratowych.

Whioski:
e oddziatywanie podjednostek moze by¢ zaniedbywalne w przypadku inhibitoréw stanu
podstawowego, dla ktorych stechiometria wynosi 3 czgsteczki inhibitora na trimer biatka.
e Hx moze mie¢ cechy stanu przejSciowego w nieobecnosci fosforanu powodujace nizsza
stechiometri¢ wigzania dla tego ligandu.

Nastepnie w ramach wspotpracy z grupa profesora Antosiewicza rozszerzytam badania komunikacji
pomigdzy podjednostkami PNP o technike zatrzymanego przeptywu (,,stopped-flow”). Pomiary
polegaty na inicjalizacji reakcji wigzania inhibitora poprzez gwaltowne mieszanie roztworow
znajdujacych si¢ w dwoch strzykawkach, z ktérych jedna zawierala enzym, a druga ligand. Sledzenie
procesu odbywato si¢ dzigki obserwacji zmian fluorescencji powyzej 320 nm (wykorzystywatam filtry
cut-off) wzbudzanej w 290 nm. Zmieniajac wyjéciowe stezenie ligandu lub biatka w strzykawce
zmieniatam warunki eksperymentu. Zarejestrowane w zakresie milisekund przebiegi reakcji wigzania
inhibitora analizowatam, przy zatozeniu ré6znych modeli asocjacji biatko-ligand, za pomoca metody
analizy danych opracowanej przez Macieja Dhugosza, z wykorzystaniem procedury opartej na
numerycznym calkowaniu rownan kinetycznych odpowiednich dla danego modelu reakc;ji.
Rozwazatam modele, w ktorych po zwigzaniu ligandu nastepowata izomeryzacja konformacyjna
biatka (tzw. model dwuetapowy), lub taka izomeryzacja nie zachodzita (model jednoetapowy).
Dodatkowo, w przypadku kazdego modelu zaktadatam istnienie lub brak komunikacji pomigdzy
miejscami aktywnymi. Analizowatam dane przy zatozeniu, ze w kazdym momencie obserwowana
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fluorescencja jest sumg wktadéw pochodzacych od pojawiajacych si¢ w roztworze indywiduow:
wolnego biatka i ligandu oraz kompleksoéw jakie moga ze sobg utworzyc.

Wynikiem pracy byta publikacja:

B. Wielgus-Kutrowska, J.M. Antosiewicz, M. Dlugosz,[A. Holy, ]A. Bzowska (2007) ,, Towards the
mechanism of trimeric purine nucleoside phosphorylases: stopped-flow studies of binding of
multisubstrate analogue inhibitor - 2-amino-9-[2-(phosphonomethoxy)ethyl]-6-sulfanylpurine”
Biophys Chem. 125, 260-268

prezentujagca  rezultaty  badan  wigzania  inhibitora = PME-6-thioGua  (2-amino-9-[2-(
fosfonometoksy)etylo]-6-sulfanylopuriny) przez trimeryczne PNP z Cellulomonas sp. Po
przeanalizowaniu wykonanych pomiarow stwierdzitam, ze, w przeciwienstwie do opisanych przez
grupe profesora Schramma immucylin, inhibitory mulisubstratowe nie posiadajgce cech stanu
przejsciowego nie prowadzg do zmian konformacyjnych biatka.

e Stwierdzitam, ze wigzanie inhibitora dobrze opisuje proces jednoetapowy.

e Nie zaobserwowalam kooperacji negatywnej w wigzaniu inhibitora, podejrzewatam wrecz
istnienie kooperacji pozytywnej, jednak byt to ostrozny wniosek, i, moim zdaniem, ostateczna
konkluzja wymagata dodatkowego potwierdzenia.

e Potwierdzitam, ze w enzymie z bakterii Cellulomonas oddziatywanie N-H...Glu204 jest
kluczowe dla katalizy.

Najodpowiedniejszym do naszych badan przedstawicielem fosforylaz trimerycznych byt enzym
pochodzacy ze $ledziony cielgcej. Wykazuje on bardzo wysokie podobienistwo do PNP z erytrocytow
ludzkich (w 88% identyczna sekwencja, zgodna budowa trzecio- i czwartorzedowa, catkowicie
zakonserwowane miejsce aktywne i ten sam mechanizm reakcji). Fosforylaza cieleca moze by¢
obiektem ,,zastgpczym” dla nietrwalego i niechomogenicznego enzymu ludzkiego oraz dla
egzotycznego, z mikroorganizmu Cellulomonas. Jednak, w trakcie naszej pracy, dostgpne handlowo
PNP zostalo wycofane ze sprzedazy. Poniewaz zdawatam sobie spraweg, ze prowadzone badania
biofizyczne wymagaja duzych ilosci materialu oraz wykonywania doswiadczen z odpowiednio
zmodyfikowanymi mutantami, a w trakcie pobytu na stazu w laboratorium prof. Patrycji Clark
nauczytam si¢ otrzymywac wybrane biatka i ich mutanty, postanowitam uzyska¢ rekombinowane PNP
ze Sledziony cielgcej w Polsce. W zwigzku z tym kupitySmy biblioteke cDNA 1 nawigzaltySmy
wspolprace z Wydziatem Biologii UW. We wspotpracy z laboratorium profesora Staronia
sklonowaty$my biatko, opracowalysmy dwuetapowa metode nadekspresji i oczyszczania z duzg
wydajnoscia (35 mg biatka z 1 1 hodowli bakteryjnej, oczyszczanie do 92% czystosci) oraz zbadatysmy
podstawowe wiasciwosci uzyskanego PNP. Wszystkie dane zamiescitySmy w pracy:

K. Breer, A. Girstun, B. Wielgus-Kutrowska, K. Staron, A. Bzowska (2008) ,,Overexpression,

purification and characterization of functional calf purine nucleoside phosphorylase (PNP)”
Protein Expr Purif. 61, 122-130.

Otrzymane PNP miato takie same cechy jak fosforylaza ze §ledziony cielecej, dostepna do tej pory
handlowo: identyczng sekwencje, takie same wlasciwosci kinetyczne w stosunku do substratow (Ino,
Guo, m’Guo), wzmacniato fluorescencje guaniny, a jego wigzanie dobrze opisywal model miejsc
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nicoddziatujgcych. W takiej sytuacji biatko cielece uzyskiwane metoda nadekspresji w bakteriach E.
coli, ze wzgledu na wysokg wydajnos¢ hodowli i oczyszczania byto dobrym obiektem do wyjasnienia
mechanizmu oddziatywania podjednostek w przypadku wigzania inhibitorow stanu przejsciowego i
podstawowego. Umozliwito to wykorzystanie technik, ktore wymagaty duzych ilosci materiatu, jak
kalorymetria. Dlatego enzym eksprymowany w bakteriach stal si¢ podstawg dalszego postgpowania
majacego na celu zbadanie zjawiska ,.third-of-the-sites binding/reactivity” i poszukiwan silnych
inhibitorow mulisubstratowych.

Poniewaz sprawdzilismy, ze PNP rekombinowane krystalizuje w warunkach takich samych jak biatko
izolowane ze S$ledziony cielecej, uzyskaliSmy krysztaty, ktore staly si¢ podstawa wyznaczenia
struktury przestrzennej metoda dyfrakcyjng. Wyniki zawarliSmy w nastgpnej, opublikowanej pracy:

G. Chojnowski, K. Breer, M. Narczyk, B. Wielgus-Kutrowska, H. Czapinska, M. Hashimoto, S.
Hikishima, T. Yokomatsu, M. Bochtler, A. Girstun, K. Staron, A. Bzowska (2010) ,,1.45 A
resolution crystal structure of recombinant PNP in complex with a pM multisubstrate analogue
inhibitor bearing one feature of the postulated transition state” Biochem. Biophys. Res. Commun.
391, 703-708.

Strukture krystalograficzng enzymu, dla ktérego, podobnie jak w pracy z 2004 roku w jednostce
asymetrii znajdowat sie trimer, uzyskano, z najwyzsza do tej pory uzyskang rozdzielczoécig 1.45 A.
Pozwolito to na precyzyjny opis struktury biatka i rozktadu wigzan wodorowych w miejscu aktywnym.
Wyznaczenie tej struktury bylo tematem pracy doktorskiej jednego ze wspotautorow, ja
uczestniczytam w badaniach spektroskopowych inhibitora — difluoro-5’-fosfonopentylo)-9-
deazaguaniny (DFPP-DG). W pracy przedstawiliSmy charakterystyk¢ kompleksu PNP z DFPP-DG.
Jest to silnie wigzacy si¢ inhibitor (stata dysocjacji Kq= 190 £ 90 pM), ktory, podobnie jak immucylina
H posiada proponowang pozycje N, a wiec jedna z cech stanu przejéciowego, a jednoczesnie wiaze
si¢ w miejscu wigzania zasady purynowej i rybozy — jest wigc inhibitorem mulisubstratowym. Jednak,
podobnie jak poprzednio w strukturze krysztatu zaobserwowalismy wiagzanie trzech czasteczek DFPP-
DG przez trimeryczng czasteczke enzymu. Miareczkowania fluorymetryczne byly zgodne z danymi
krystalograficznymi i pokazaty, ze zjawisko ,,third-of-the-sites binding” nie wystepuje w przypadku
tego ligandu. Ze wzgledu na te wyniki i wczesniejsze prace, dla ktorych nie udato si¢ nam uzyskac
wigzania jednej czasteczki inhibitora na trimer biatka, sugerowali$my, ze, jesli ImmH wiaze si¢ w
stosunku ligand : PNP jak 1 : 3, to jest to zwigzane z drugg cechg stanu przejsciowego — powstawaniem
jonu rybooksokarboniowego, lub ze wspoétistnieniem obydwu cech stanu przejsciowego.

Poniewaz DFPP-DG okazat si¢ bardzo silnym inhibitorem, w pracy:

K. Breer, L. Glavas-Obrovac, M. Suver, S. Hikishima, M. Hashimoto, T. Yokomatsu, B.
Wielgus-Kutrowska, L. Magnowska, A. Bzowska (2010) ,,9-Deazaguanine derivatives connected
by a linker to difluoromethylene phosphonic acid are slow-binding picomolar inhibitors of trimeric
purine nucleoside phosphorylase” FEBS J. 277, 1747-1760,

poszerzyliSmy badania mechanizmu jego wigzania przez PNP ze $ledziony cielecej. Pomiary
prowadzilismy metodami spektroskopowymi (absorpcyjnymi i fluorymetrycznymi). Stata inhibicji w
obecnosci 1 mM fosforanu (85 £ 13 pM) byla tego samego rzedu co dla immucyliny H (23 pM).
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Metodg zatrzymanego przeplywu pokazaliSmy, ze wigzanie inhibitora najlepiej opisuje model
dwuetapowy:

E + 1 <=> (El) <=> (EI)*.

Zgodnie z tym modelem w pierwszym etapie nastgpuje utworzenie kompleksu enzym-inhibitor (El),
ktory, dzieki zmianom konformacyjnym prowadzi do powstania silnego wigzania enzym-inhibitor
(ED*. Sprawdzilismy jak obecnos¢ DFPP-DG w pozywce wplywa na zahamowanie wzrostu linii
komorkowych wrazliwych na hamowanie aktywnosci PNP, takich jak ludzkie komorki biataczki i
chtoniaka (Jurkat 1 HuT78 CCRF-CEM). Inhibitor wykazuje staby, lecz istotny statystycznie wplyw
na zahamowanie wzrostu tych linii komérkowych. Obserwowana staba cytotoksycznos$¢ moze by¢
wynikiem zlej przepuszczalno$ci naladowanego inhibitora przez btony komorkowe.

W dalszych badaniach oddziatywania PNP z inhibitorami mulisubstratowymi, zmierzyliSmy metoda
miareczkowania kalorymetrycznego wigzanie DFPP-DG przez enzym nadeksprymowany w
bakteriach. Polegata ona na stopniowym wprowadzaniu niewielkich ilosci roztworu ligandu do celki
z PNP, w stalych odstepach czasowych, az do zajgcia wszystkich miejsc wigzacych enzymu przez
inhibitor. Zastosowano metode kompensacji mocy - Sygnalem pomiarowym byta warto§¢ mocy
potrzebna do utrzymania celki w statej temperaturze w trakcie zachodzacej reakcji endo- lub
egzotermicznej, takiej samej jak temperatura celki referencyjnej. Wynikiem pomiaru byta zmiana
entalpii spowodowana wigzaniem ligandu.

Miareczkowanie kalorymetryczne poczatkowo dawato sygnat endotermiczny, by nastepnie przejs¢ w
egzotermiczny. Takiego zjawiska nie obserwowali§my w przypadku PNP izolowanego ze $ledziony
cielecej dostepnego handlowo, gdzie byl obecny tylko sygnat endotermiczny. W celu wyjasnienia
nietypowego zjawiska przeprowadziliSmy szersze badania, a uzyskane wyniki, ich analizg i
interpretacje umiesciliSmy w pracy:

K. Breer, B. Wielgus-Kutrowska, A. Girstun, K. Staron, M. Hashimoto, S. Hikishima, T.
Yokomatsu, A. Bzowska (2010) ,, Overexpressed proteins may act as mops removing their ligands
from the host cells: a case study of calf PNP” Biochem. Biophys. Res. Commun. 391, 1203-1209.

Analiza miareczkowan kalorymetrycznych PNP rekombinowanego za pomoca wybranych inhibitoréw
opisanych w pracy, wskazywata na dwa typy miejsc wigzacych. Mogli$my mie¢ do czynienia albo z
negatywna kooperacjg, albo z dwiema, r6znymi formami enzymu. Zaktadajac istnienie dwoch form
biatka (stabiej 1 silniej wigzacej) podjelismy udang probe ich rozseparowania metodg chromatografii
powinowactwa, ale takze, co ciekawe, za pomocg dializy. Do interpretacji dodatkowych pomiarow
kalorymetrycznych wykonanych na silniej wigzacej formie PNP wystarczyt model z jednym miejscem

wigzacym.

Nastgpnie przeprowadzilismy pomiary widm absorpcyjnych, ktore potwierdzity hipoteze, ze czgs¢
czasteczek rekombinowanej fosforylazy utworzyta kompleks z produktem fosforolizy — hipoksantyna.
Wolny enzym byt silniej wigzacg forma biatka, a kompleks enzym-Hx - stabiej wiazaca. Silny inhibitor
wigzal si¢ z wolnym miejscem, z jedng stala wigzania, a z drugiego wypychat zwiazang hipoksantyne
z pozorng inng statg wigzania. Poniewaz wigzaniu HX towarzyszyta duza ujemna zmiana entalpii,
dlatego wypchniecie jej przez ligand charakteryzujacy si¢ mniejsza zmiang entalpii wigzania przez
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PNP skutkowato pojawieniem si¢ dodatniego sygnalu. Hipoksantyna nie pojawiala si¢ jednak na
zadnym etapie oczyszczania biatka, wystepowata jedynie naturalnie w komorkach bakterii E. coli, w
ktorych PNP bylo eksprymowane. Wyglada wiec na to, ze fosforylaza wigzata obecng w komorkach
bakterii hipoksantyng, ktéra byla dalej obecna na wszystkich etapach oczyszczania enzymu,
wplywajac na wyniki pomiaro6w jego wigzania z ligandami.

PokazaliSmy, ze w prowadzonych badaniach musimy bra¢ pod uwage, iz obecne w komoérkach
gospodarza zwigzki moga wigzac si¢ z enzymem. Jest to wniosek ogoélny poniewaz podobna sytuacja
moze mie¢ miejsce w przypadku innych biatek z duza wydajnoscia nadekspresji, ktore uzyskuje si¢ w
komorkach innych niz te, Z ktérych pierwotnie pochodzito biatko.

To odkrycie, w §wietle naszych wcze$niejszych badan, zasugerowato nam, ze by¢ moze opisywane w
przypadku inhibitorow stanu przejsciowego zjawisko ,.third-of-the-sites binding” nie wystepuje.
Dlatego przeprowadziliSmy obszerne badania wigzania przez PNP immucyliny H, a nast¢pnie
inhibitoréw mulisubstratowych charakteryzujacych si¢: (1) brakiem, (2), jedng lub (3) dwiema
cechami stanu przejSciowego. Wyniki badan zawarte zostaly w pracy:

B. Wielgus-Kutrowska, K. Breer, M. Hashimoto, S. Hikishima, T. Yokomatsu, M. Narczyk, A.
Dyzma, A. Girstun, K. Staron, A. Bzowska (2012) ,,Trimeric purine nucleoside phosphorylase:
exploring postulated one-third-of-the-sites binding in the transition state” Bioorg. Med. Chem. 20,
6758-67609.

Badania opisane w publikacji prowadzili§my za pomoca izotermicznej kalorymetrii miareczkujace;j,
miareczkowan fluorescencyjnych i inzynierii genetycznej. Poniewaz odpowiedz fluorescencyjna PNP
na wigzanie immucyliny H jest nieznaczna, skonstruowaliSmy nowe mutanty o wilasciwosciach
kinetycznych zblizonych do PNP typu dzikiego, ale o intensywniejszej odpowiedzi fluorescencyjnej
na wigzanie ligandow (Phel59Trp-PNP i Phe200Trp-PNP). Zbadalismy wtasciwosci kinetyczne
inhibitoréw nie posiadajgcych (DFPP-G, DFTHPEP-H, (S)-PMP-DAP), lub posiadajacych jedng (Hx,
Gua, 9-deaza-Gua), lub dwie (aza-DFPP-DG) cechy stanu przej$ciowego. Pomiary wykonalismy w
warunkach, w ktorych przeprowadzono badania donoszace o istnieniu zjawiska ,,third-of-the-sites
binding”. Duza uwage przywiazywalismy do wlasciwego oddializowania hipoksantyny.

W pomiarach kalorymetrycznych nie zaobserwowaliSmy negatywnej kooperacji. Wigzanie
immucyliny H jest zgodne z modelem wigzania trzech czasteczek ligandu przez trimer enzymu.
Podobne wyniki uzyskalismy za pomocg fluorymetrycznego miareczkowania biatka przez immucyling
H. Taka sama sytuacja pojawila si¢ w przypadku miareczkowania innymi inhibitorami posiadajacymi
cechy stanu przej$ciowego. Jednocze$nie, w przypadku wykorzystania rekombinowanego enzymu nie
W petni oczyszczonego od hipoksantyny pochodzacej z komorek gospodarza, bakterii E. coli, wyniki
pomiarow sugerowaty kooperacje miedzy podjednostkami enzymu i pozornie nizszg stechiometrie.
Rezultaty badan obalajg hipoteze catkowitej inhibicji trimeru PNP przez jedng czasteczke silnego
inhibitora. Zaproponowalam prawdopodobne wyjasnienie przyczyn, dla ktérych wczesniejsze
do$wiadczenia byly btednie interpretowane.

Wiazanie ImmH H generuje wigcej ciepla niz wigzanie Hx, dlatego zastapienie Hx przez immucyling
H daje wktad egzotermiczny. W doswiadczeniach widzimy zmiang ksztattu krzywej miareczkowania,
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co prowadzi do niewlasciwych wnioskow dotyczacych opisania wigzania modelem dwoch miejsc
wigzacych.

W warunkach wigzania stabego inhibitora przez PNP z czg¢$cig miejsc wigzacych zajetych przez Hx
wydaje si¢, ze model jednego miejsca wigzgcego dobrze opisuje eksperyment. Jednak stechiometria
jest nizsza niz 1, co wynika z tego, ze staby inhibitor nie wypycha z miejsca wigzacego hipoksantyny.
Stad moze, odnotowana we wczeséniejszych pracach (patrz: B. Wielgus-Kutrowska, A. Bzowska (2006)
Biochim Biophys Acta., 1764:887-902), nizsza stechiometria wigzania Hx przez enzym z czgécia
miejsc zajetych przez ten ligand.

SprawdziliSmy, ze w niektorych probkach, dostepnych do niedawna handlowo byta lekko podniesiona
absorpcja w 250 nm, co moze $wiadczy¢ o tym, ze one rowniez zawieraly hipoksantyne.

Nastepnie potwierdziliSmy wyniki ITC za pomocg spektroskopii fluorescencyjnej dla réznych
ligandow (DFPP-G, DFPP-DG, aza-DFPP-DG, ImmH, Gua, 9-deazaGua, Hx), bialka typu dzikiego i
mutantéw: Phe200Trp-PNP i Phe159Trp-PNP. Analiza danych fluorescencyjnych potwierdzita, ze we
wszystkich przypadkach model z jednym miejscem wigzacym i stechiometria wigzanie jednego
ligandu na podjednostke enzymu wystarcza do opisu wynikow miareczkowania.

Poniewaz zgodnie z literaturg wigzanie jednej czasteczki immucyliny H praktycznie uniemozliwia
wigzanie ligandow do pozostalych miejsc wigzacych w trimerze PNP postanowiliémy to rowniez
sprawdzi¢. Przygotowalismy kompleks 1 czasteczka ImmH na trimer PNP a nastepnie
miareczkowalismy taki uktad guaning. Okazato si¢, ze wigzanie jednej czasteczki immucyliny H nie
blokuje wigzania innych ligandow przez pozostate miejsca wigzace trimerycznego PNP.

W zwigzku z powyzszymi wynikami podaliSmy ostateczne wnioski dotyczace weryfikacji
wystepowania zjawiska ,,third-of-the-sites binding” dla trimerycznego PNP.

e Nie zauwazyliSmy zjawiska ,third-of-the-sites binding” dla réznych ligandéw, w tym
majacych dwie cechy stanu przejsciowego. Btedne doniesienia o istnieniu tego zjawiska moga
by¢ spowodowane obecnoscig hipoksantyny blokujacej czgs¢ miejsc wigzacych (pochodzacej
z organizmu w ktorym biatko byto eksprymowane, lub obecng ze wzgledu na metode
oczyszczania).

e Mozemy stwierdzi¢, ze w przypadku PNP trimerycznego (z Cellulomonas sp., ze $ledziony
cielecej 1 prawdopodobnie z erytrocytow ludzkich) monomery biatka prowadza reakcje
enzymatyczna niezaleznie.

Jesli tak, to pojawia si¢ pytanie dlaczego PNP aktywne biologicznie jest trimerem, Skoro nie istnieje
komunikacja pomiedzy podjednostkami i kazdy z monomerdéw pracuje ,,samodzielnie”? Chcac
odpowiedzie¢ na tak postawione pytanie postanowitam wykona¢ badania, ktorych wyniki sg zawarte
w nastepujacej publikacji:

B. Wielgus-Kutrowska, A. Modrak-Waéjcik, A. Dyzma, K. Breer, M. Zolkiewski, A. Bzowska
(2014) ,,Purine nucleoside phosphorylase activity decline is related to the decay of the enzyme in the
trimeric form” Arch. Biochem. Biophys 549, 40-48 (DOI 10.1016/j.abb.2014.03.009).

Badania prowadziliSmy réznymi technikami biofizycznymi, w tym metoda ultrawirowania
analitycznego, spektroskopii dichroizmu kotowego i roznicowej kalorymetrii skaningowej.
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Metoda ultrawirowania analitycznego polega na analizie ruchu biomolekut w polu sity odsrodkowe;j
z przyspieszeniem przewyzszajacym przyspieszenie ziemskie do 290 000 razy. Charakterystyczng
wielkos$cig opisujgcg ruch biomolekuty w cieczy, w polu sity odsrodkowej, jest wspotczynnik
sedymentacji, ktory wigze si¢ $cisle z masg I ksztaltem czasteczki, temperaturg, wspotczynnikiem
dyfuzji i wlasciwosciami cieczy, takimi jak lepkos¢ i gestos¢. Umozliwia on okreslenie w jakiej formie
(monomer, trimer, lub wigksze kompleksy) wystepuja w roztworze badane czasteczki.

Spektroskopia dichroizmu kotowego, ze wzgledu na chiralno$¢ czasteczek biologicznych zwiazang z
zawartoscig struktur a-helikalnych i B-kartkowych umozliwia okre§lenie zawarto$ci procentowej
charakterystycznych elementow struktury drugorzedowe;j biatka.

Z kolei roznicowa kalorymetria skaningowa opisuje zmiany fazowe w biopolimerach inicjowane
dostarczeniem ciepta i jest przydatna w badaniach stabilnosci biatek.

Pokazalismy, ze, w przypadku biatka typu dzikiego i dwoch mutantéw, wraz z utrata aktywnosci
enzymatycznej, zwigzanej ze starzeniem si¢ biatka, ubywa formy trimerycznej PNP oraz przybywa
wielkoczasteczkowych agregatow. Nie udalo si¢ nam zaobserwowaé pojawiania si¢ formy
monomerycznej - biatko nie dysocjowato na stabilne, aktywne lub nicaktywne monomery. Wraz ze
spadkiem aktywno$ci zauwazyliSmy takze zanik struktur helikalnych enzymu, co moze czyni¢ go
podatnym na agregacje. PokazaliSmy, ze obecno$¢ fosforanu stabilizuje PNP, ale prowadzi do
intensywnej agregacji powyzej temperatury topnienia (Tm).

Wyniki badan potwierdzity znaczenie oligomeryzacji trimerycznej fosforylazy nukleozydéw
purynowych. Jej rolg jest stabilizacja struktury biatka, a dzigki temu umozliwienie petnienia funkcji
biologicznej. Monomery nie sg stabilne i samodzielnie nie wystepuja w roztworach wodnych.

Podsumowanie

W ramach pracy, ktora doprowadzita do zrewidowania wystepowania zjawiska kooperacji negatywnej
dla PNP trimerycznego z wykorzystaniem inhibitorow mulisubstratowych, ktére moga by¢ podstawsg
projektowania lekow, skutecznych tam, gdzie pozadane jest obnizenie aktywnosci PNP razem ze
wspolpracownikami:

e Opracowatam sposéb uzyskiwania PNP ze $ledziony cielecej 1 jego mutantdw metoda
nadekspresji w bakteriach E. coli. Obecnie mozemy uzyskiwa¢ biatko w ilosciach
wystarczajacych do przeprowadzenia eksperymentow biofizycznych réznego typu, co nabrato
znaczenia po wycofaniu ze sprzedazy bialka ekstrahowanego bezposrednio ze $ledziony
cielgce;.

e Zbadalam wiasciwosci mutantow PNP: Phel59Trp-PNP i Phe200Trp-PNP o zwigkszonej
odpowiedzi fluorescencyjnej na wigzanie ligandow.

e Scharakteryzowalam bardzo silny inhibitor PNP trimerycznego o statej inhibicji
poréwnywalnej ze stata uzyskang dla immucyliny H, ktora zostata zarejestrowana jako lek.
DFPP-DG, niestety, nie przenika przez btony komodrkowe, stanowi natomiast obiekt
wyjsciowy do dalszych poszukiwan skutecznych lekéw - inhibitorow PNP.

e Zrewidowatam obecng W literaturze hipoteze bardzo silnej negatywnej kooperacji pomi¢dzy
podjednostkami PNP. Zjawisko to nie wystepuje. Podobnie jak inne ligandy, hipoksantyna i
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inhibitory stanu przej$ciowego, dla ktorych je sugerowano, nie blokuja wigzania czasteczek do
niezajetych miejsc aktywnych enzymu.

Wyjasnitam, co moglo by¢ przyczyng btednego postulowania wystgpowania zjawiska ,,third-
of-the-sites binding”. Powszechnie stosowana metoda nadekspresji biatek w komorkach
bakterii E. coli moze prowadzi¢ do uzyskania materiatu, ktory zawiera ligandy wytapane z
komorek gospodarza. W naszym przypadku takim ligandem byta hipoksantyna. Zwigzany z
enzymem ligand pojawia si¢ rowniez w trakcie 0czyszczania metoda chromatografii
powinowactwa. Jesli badacz bedzie nieswiadomy obecnosci zwigzanych z biatkiem ligandow
moze uzyskaé niewtasciwie wnioski z prowadzonych badan. Istotne jest zwrocenie uwagi na
taka przyczyne potencjalnych btedow w przypadku nadekspresji i sposobéw 0czyszczania
innych biatek.

Rozwijajac nowa metode badawcza, ultrawirowania analitycznego, stwierdzitam, ze enzymy
nalezace do grupy fosforylaz nukleozydéw purynowych o niskiej masie czasteczkowej sg
biatkami aktywnymi biologicznie tylko jako czasteczki trimetryczne, a rola oligomeryzacji jest
stabilizacja natywnej formy biatka.
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6. Pozostala dzialalnos¢ naukowa

6.1. Wstep

W 1987 roku, po ukonczeniu szkoty sredniej (XIV L.O. im. K. Gottwalda, obecnie S. Staszica, w
Warszawie) rozpoczetam studia na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego. Ukonczytam je po
3 latach studidw ogdlnych i 2,5 roku wybranych przeze mnie studiéw specjalistycznych w dziedzinie
Biofizyki. Pracg¢ magisterska pt.: ,, Badanie oddziatywania fosforylazy nukleozydow purynowych z
rybozydem nikotynamidu. Badania metodami spektroskopowymi” napisatam pod kierunkiem dr hab.
Ewy Kulikowskiej. Zawartam w niej wyniki badan kinetyki reakcji fosforolizy nietypowego substratu,
rybozydu nikotynamidu, katalizowanej przez fosforylaze nukleozydow purynowych (PNP) ze
Sledziony cielecej i bakterii E. coli, prowadzonych metodami spektroskopii absorpcyjnej w zakresie
UAVA

W 1993 roku rozpoczetam studia doktoranckie na Wydziale Fizyki UW pod kierunkiem prof. Davida
Shugara. Do badan nad PNP ze §ledziony cielecej i bakterii E. coli dotagczytam nowa fosforylaze z
bakterii Cellulomonas. Poza spektroskopiag absorpcyjng w zakresiec UV rozpocz¢tam badania
metodami stacjonarnej spektroskopii fluorescencyjnej i nauczytam si¢ uzyskiwaé krysztaty
biomolekut odpowiednie do badan dyfrakcyjnych. Badania oddzialywania z ligandami oraz
wiasciwosci fizykochemicznych fosforylaz prowadzitam w Zaktadzie Biofizyki, natomiast w
Instytucie Krystalografii Wolnego Uniwersytetu Berlinskiego w ramach wspotpracy z grupa prof.
Saengera (w szczego6lnosci z dr Getraud Koellner i mgr Janem Tebbe) uczestniczylam w projekcie, w
wyniku ktorego otrzymalismy krysztaty biatka i przeprowadziliSmy badania dyfrakcyjne. Rezultatem
kilkuletniej pracy bylo uzyskanie struktury przestrzennej nowej fosforylazy, zaproponowanie
mechanizmu reakcji katalizowanej przez PNP z Cellulomonas, ktéry thumaczy réwniez zachowanie
fosforylaz ze zrodet ssaczych oraz charakterystyka oddziatywania fosforylaz z réznych Zrédetl z
pochodnymi 8-azapuryn. Wyniki moich badan zostaly umieszczone w pracy doktorskiej pt.
., Fosforylazy nukleozydow purynowych — wiasciwosci  fizykochemiczne oraz mechanizm
oddzialywania z ligandami”.

Po uzyskaniu tytutu doktora (w roku 1999) zostatam, w 2000 roku, zatrudniona na czas okreslony na
stanowisku adiunkta, w 2003 roku odbytam 11 miesigczny staz w laboratorium prof. Patrycji Clark,
na Wydziale Chemii i Biochemii Uniwersytetu Notre Dame w USA, a nastepnie w 2004 roku zostatam
mianowana na stanowisko adiunkta w Zaktadzie Biofizyki. Obecnie pracuj¢ w grupie prof. AgnieszKi
Bzowskiej. W latach 2007 — 2012 odbytam krotkoterminowe staze w grupie dr hab. Andrzeja
Sienkiewicza na Wydziale Fizyki Ecole Polytechnique Federale de Lausanne w Szwajcarii (pobyt
dwukrotny w latach 2007 i 2010) i w grupie prof. Michata Zotkiewskiego na Wydziale Biochemii i
Biofizyki Kansas State University w USA (w roku 2012).

Tematyka moich zainteresowan naukowych obejmuje badania mechanizméw oddziatywania biatko-
ligand, badania mechanizmoéw przyjmowania przez biatka prawidtowej, aktywnej biologicznie
struktury przestrzennej i jej opis, oraz przyczyny agregacji biatek.

Jest to praca interdyscyplinarna, w ktorej stosuje nowoczesne metody biofizyki molekularnej, biologii
molekularnej i biochemii. W zwigzku z tym, w badaniach naukowych korzystam z technik, takich jak:
stacjonarne pomiary absorpcyjne i fluorescencyjne w zakresie UV-VIS, pomiary spektroskopowe
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metodg zatrzymanego przeptywu, umozliwiajagce S$ledzenie zjawisk zachodzacych w uktadach
biologicznych w czasie milisekund, dwa rodzaje kalorymetrii: izotermiczna kalorymetria
miareczkujgca i roznicowa kalorymetria skaningowa, spektroskopia dichroizmu kotowego,
elektronowy rezonans paramagnetyczny i ultrawirowanie analityczne. Nauczytam si¢ uzyskiwac
sklonowane biatka i dokonywac ich nadekspresji w bakteriach oraz wykonywaé¢ mutacje na potrzeby
prowadzonych badan.

Do 2006 roku nasza grupa badawcza dysponowata jednym laboratorium. Nie mielismy mozliwosci
oczyszczania biatek do stopnia zadowalajacego w przypadku badan spektroskopowych (aby uzyskac
takie biatka korzystaliSmy poczatkowo z laboratorium prof. Saengera w Berlinie, a nastepnie prof.
Darzynkiewicza w Zaktadzie Biofizyki UW). Zdajac sobie sprawg, ze do prowadzenia dalszych badan
niezbedna jest rozbudowa warsztatu badawczego, po powrocie do pracy z urlopu macierzynskiego i
odbyciu stazu w laboratorium prof. Patrycji Clark zaczetam, wspdlnie z prof. Agnieszkg Bzowska,
budowac¢ od podstaw laboratoria (poczawszy od ich projektowania, poprzez aplikacje o fundusze, tzw.
»granty budowlane” 1 organizowanie przetargoéw budowlanych, konczac na odbiorze pomieszczen):
spektroskopowe (2006 rok), w zaadaptowanej piwnicy budynku, nastepnie dwa laboratoria
biotechnologiczne umozliwiajace pozyskiwanie bialek rekombinowanych (2008 rok) oraz
laboratorium kalorymetryczne i ultrawirowania analitycznego (2010 rok), w ktérych mozemy
korzysta¢ z nowoczesnych technik pomiarowych takich jak kalorymetria i ultrawirowanie analityczne.
Zadbatam o wyposazenie laboratoriow w odpowiednia, specjalistyczng aparatur¢ badawcza (od
rozeznania rynku, poprzez aplikacje o fundusze, do zaangazowania si¢, jako osoba odpowiedzialna
merytorycznie, w organizacj¢ przetargdow na mikrokalorymetr ITC, wiréwke, stacje FPLC do
oczyszczania biatek, komore laminarng, autoklaw oraz drobniejszy sprzet). Na szczegodlna uwage
zastuguje zakup ultrawiré6wki analitycznej w ramach projektu Krajowe Laboratorium
Multidyscyplinarne Nanomateriatbw Funkcjonalnych - NanoFun, finansowanego z funduszy
europejskich, ktorego koordynatorami sg dr Anna Niedzwiecka i1 dr Jerzy Trzcinski. Gdy
aplikowalismy o fundusze nie bylo w Polsce Zzadnej tego typu wirowki. Obecnie znajduja si¢ one w
trzech osrodkach badawczych, ale tylko nasza posiada poza detekcja absorpcyjng i interferencyjng
réwniez mozliwos¢ detekceji fluorescencyjnej. Uczestniczylam w szkoleniach, dotyczacych obstugi
zakupionych urzadzen, organizowanych zaréwno w Zaktadzie Biofizyki, jak i za granica (np. kurs
wirowania analitycznego i analizy danych w National Institute of Health, Bethesda, USA).
Jednocze$nie dbatam o rozbudowe naszej grupy badawczej — prowadzitam prace magisterskie (4) i
licencjackie (4), a trzy z moich czterech magistrantek nadal pracuja z nami jako doktorantki.
Czgsciowo opiekowalam si¢ jedng z doktorantek, w przypadku drugiej kieruje projektem, w ramach
ktorego wykonuje ona prace doktorska.

Jako wieloletni nauczyciel akademicki tacz¢ badania naukowe z pracg dydaktyczng prowadzac zajecia
na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego dla studentow kierunku Fizyka oraz Zastosowania
Fizyki w Biologii i Medycynie. Coroczne prowadzenie i aktualizowanie autorskiego wyktadu ,,Metody
Biofizyki Molekularnej” pozwala mi na utrzymanie ciaglego kontaktu z najnowszymi osiggnigciami
dziedziny, w ktorej pragne pozosta¢ specjalista. Aktywnie uczestnicze w popularyzacji nauki,
prowadzac wyktady w szkotach, czy w ramach Letniej Szkoty Fizyki, piszac artykuly do czasopisma
popularnonaukowego ,,Wiedza i Zycie”, uczestniczac badz koordynujac zajecia w ramach Festiwalu
Nauki na Wydziale Fizyki. Jako przedstawiciel z grupy niesamodzielnych pracownikéw naukowych
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bylam cztonkiem Rady Naukowej Wydziatu. Nawigzatam wiele kontaktow naukowych z innymi
wydziatami i instytucjami w Polsce i za granica. Bytam kierownikiem jednego i gléwnym wykonawca
wielu projektow badawczych. Jestem wspotautorkg 36 prac opublikowanych w czasopismach o
zasi¢gu miedzynarodowym. Moja taczna liczba cytowan to 292, a mdj indeks Hirscha wynosi 9.
Wyniki naszych prac byly prezentowane przeze mnie lub doktorantéw na wielu konferencjach
mi¢dzynarodowych.

6.2. Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Inne prace, nie zaklasyfikowane jako osiggniecie, opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora moge
podzieli¢ na nastepujace czesci:

L Badania fatdowania i agregacji mutantéw Zielono Fluoryzujgcego Biatka (GFP)

Po powrocie ze stazu w 2003 roku rozpoczetam badania nad przyjmowaniem przez biatka struktury
aktywnej biologicznej i konkurencyjnym procesem — agregacja. Obiektem prowadzonych badan sg
mutanty zielono fluoryzujacego biatka (GFP, Green Fluorescent Protein), pochodzacego z meduzy
potnocnopacyficznej, A. victoria. Unikalna cechg tej biomolekuty jest mozliwos¢ emisji fluorescencji
w zakresie widzialnym. Jej Zrodtem jest unikalny chromofor budowany spontanicznie przez trzy
kolejne w tancuchu biatkowym aminokwasy: seryne, tyrozyng i glicyne, po utworzeniu przez biatko
prawidtowej struktury natywnej. Co ciekawe, te trzy aminokwasy znajdujg si¢ obok siebie rowniez w
wielu innych biomolekutach, jednak nie tworza tam chromoforu.

GFP jest stosowane jako marker biologiczny w biologii, medycynie i biotechnologii, a jego odkrycie,
badania wlasciwos$ci i pomyst wykorzystania zostaty docenione przez komitet noblowski przyznaniem
trzem naukowcom w 2008 roku Nagrody Nobla w dziedzinie chemii. Histori¢ odkrycia i wlasciwos$ci
GFP opisalam w popularnonaukowym artykule opublikowanym dwukrotnie w ,,Wiedzy i Zyciu” - W
maju 2009 r. i w numerze specjalnym ,,Swiatto” w 2011 roku. GFP moze by¢ latwo przytaczone do
dowolnego biatka i moze by¢ eksprymowane wraz z nim w komorkach. Jego fluorescencja jest
nastepnie znacznikiem opisujacym rozktad, transport i agregacje biatek w komorce. Jednakze GFP ma
rowniez tendencje do agregacji w trakcie zwijania do struktury natywnej, a powstawanie
charakterystycznego chromoforu zalezy w obecnos$ci srodkow redukujacych.

Wstepne badania zwijania i agregacji GFP opisatySmy w komunikacie:

B. Wielgus-Kutrowska, P.L. Clark (2004) ,,Folding and aggregation of GFP, an anti-parallel
beta-barrel protein with a complex strand topology” Biophys. J., 86 Suppl. 266A-267A.

Po utworzeniu, chromofor jest bardzo stabilny i pozostaje nienaruszony podczas rozwijania biatka, co
oznacza, ze rozwijanie GFP nie jest odwroceniem zwijania de novo. Skonstruowali§my mutanta GFP
- S65T/G67A-GFP, ktory nie tworzy funkcjonalnego chromoforu, w celu poréwnania procesow
zwijania, rozwijania i konkurencyjnej agregacji GFP w przypadku powstawania i braku
fluorescencyjnego chromofora. Nasze badania zostaty przeprowadzone w obecnosci GdnHCI. Zmiany
konformacji GFP monitorowano za pomoca fluorescencji tryptofanu i fluorescencji bis-ANS
(4,4’ dianilino 1,1’-binaftaleno 5,5’-kwas disulfonowy). Badanie rozpraszania $wiatta przez agregaty
zastosowano do pomiaréw agregacji GFP. Zwijanie S65T/G67A-GFP okazato si¢ w duzej mierze
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odwracalne. Wydaje si¢, ze podczas zwijania rOwnowagowego, pierwszym krokiem jest tworzenie
tzw. ,,stopionej globuli”, ze sktonnoscig do agregaciji.

Wyniki badan opisaliSmy w pracy:

B Wielgus-Kutrowska, M Narczyk, A Buszko, A. Bzowska, P.L. Clark (2007) ,,Folding and
unfolding of a non-fluorescent mutant of green fluorescent protein” J. Phys. Condens. Matt. 19,
285223.

Poniewaz GFP maja tendencje¢ do agregacji, a powstawanie chromoforu zalezy od obecnosci srodkow
redukujacych, podjelismy spektroskopowe badania kinetyczne zwijania i agregacji mutanta GFP - EGFP
(Phe64Leu/Ser65Thr-GFP, ang. Enchanced Green Fluorescent Protein) oraz konkurencji pomiedzy tymi
dwoma procesami w zaleznosci od pH, w obecnos$ci réznych srodkow redukujacych. Najlepsze warunki
zwijania zapewnia EGFP obecno$¢ -merkaptoetanolu jako srodka redukujgcego. Agregacja EGFP silnie
zalezy od wartosci pH, oraz od stgzenia biatka. Wnioskujemy, ze, podczas badan biatek potaczonych z
EGFP muszg by¢ wykonywane staranne do§wiadczenia kontrolne.

Wyniki badan opisaliSmy w pracy:

J. Krasowska, M. Olasek, A. Bzowska, P.L. Clark, B. Wielgus-Kutrowska (2010) ,, The comparison
of aggregation and folding of enhanced green fluorescent protein (EGFP) by spectroscopic studies”
Spectroscopy 24, 343-348.

W Kolejnej pracy:

J. Krasowska, K.G. Uriginov, P.L. Clark, A. Sienkiewicz, A. Bzowska, B. Wielgus — Kutrowska
(2014) ,,Spectroscopic properties of two single-cysteine mutants of EGFP: C48S-EGFP and C70S-
EGFP” Biomedical Spectroscopy and Imaging, przyjeta do druku,

opisali$my uzyskanie, stabilnos$¢ i wlasciwosci spektroskopowe dwoch jednocysteinowych mutantow
EGFP - C48S-EGFP i C70S-EGFP. Wydaje si¢, ze takie mutanty bytyby dobrymi obiektami do
badania mechanizmu i dynamiki faldowania EGFP metoda elektronowego rezonansu
paramagnetycznego ze wzgledu na mozliwos¢ wyznakowania za pomoca odpowiednich etykiet
wigzacych si¢ z cysteinami tylko jednego miejsca w biatku.

Widmo absorpcyjne wzbudzenia i emisji chromoforu mutantow sa podobne do widm EGFP.
Jednocysteinowe mutanty byty bardziej podatne na agregacj¢ niz EGFP w trakcie nadekspresji w E. coli.
C48S-EGFP wykazywat podobng odpornos¢ na denaturacj¢ chemiczng jak EGFP, natomiast C70S-EGFP
byto mniej odporne na denaturacje w chlorowodorku guanidyny, a jego faldowanie przebiegato mniej
wydajnie. Dlatego C48S-EGFP wydaje si¢ bardziej odpowiednim mutantem do badania proceséw
faldowania biatka za metoda elektronowego rezonansu paramagnetycznego niz C70S-EGFP.
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IL Pozostate badania z wykorzystaniem fosforylaz nukleozydéw purynowych nie
zaklasyfikowane jako osiggniecie naukowe w zwiqzku z postepowaniem
habilitacyjnym.

a. Badania struktury i mechanizmu katalizy przez heksamerycznq fosforylaze
nukleozydow purynowych z Escherichia coli

W pracy badawczej zajmowatam si¢ rowniez fosforylaza z bakterii E. coli r6zniaca si¢ sekwencja,
strukturg i specyficzno$ciag substratowa od fosforylaz trimerycznych.

Fosforylaza nukleozydoéw purynowych z bakterii E. coli jest heksamerem (o masie 156 kDa). Nalezy
do grupy fosforylaz o wysokiej masie czasteczkowej i charakteryzuje si¢ szeroka specyficznoscia,
katalizujac nie tylko fosforolize nukleozydow 6-oksopuryn, ale réwniez nukleozydow 6-aminopuryn.
To odréznia jg od fosforylaz o niskiej masie czasteczkowej, dla ktoérych pochodne 6-aminopuryn nie
sg substratami. Ze wzgledu na r6zng specyficznos¢ PNP ze zrddla ssaczego 1 bakteryjnego mozna
zsyntetyzowaé proleki, ktore, wprowadzone do komorek nowotworowych, ulegaja aktywacji w
obecnosci PNP z E. coli, ale nie PNP ze zrodet ssaczych. Dlatego PNP z E. coli jest obiecujacym
kandydatem do zastosowania w ukierunkowanej terapii genowe;j.

W pierwszej pracy, ktorej jestem wspoOtautorka, dotyczacej badan nad fosforylaza nukleozydow
purynowych z E. coli, opisaliémy strukture krystalograficzna, uzyskang z rozdzielczoscig 2.0 A,
kompleksu potrojnego enzymu z pochodnymi formycyny A oraz fosforanowymi lub siarczanowymi
jonami. Heksamer widoczny w tej strukturze jest trimerem niesymetrycznych dimerow, utworzonych
przez pary monomerow z miejscami aktywnymi o roznych konformacjach. Roznica konformacyjna
wynika ze struktury helisy H8 zlozonej z reszt aminokwasowych od 214 do 236, ktora jest ciagla w
jednym z monomeréw tworzacych dimer i podzielona na segmenty w drugim. W monomerze
zawierajacym ciggla helisg, wejscie do kieszeni miejsca aktywnego jest szeroko otwarte, a ligandy
zwigzane sg luzno (konformacja otwarta). Dzigki podziatowi helisy na segmenty w drugim
monomerze, wejscie do miejsca aktywnego jest czgsSciowo zamknigte, kieszen jest zwezona i ligandy
zwigzane sg znacznie mocniej (konformacja zamknigta). Poza tym, tancuch boczny jednego z
istotnych dla katalizy aminokwasow - Arg21l7 - jest wprowadzony do miejsca aktywnego w
konformacji zamknietej. Arginina 217 odgrywa waznag role w zaproponowanym przez nas
mechanizmie katalizy obejmujacym etapy:

1) tworzenie wigzania wodorowego pomiedzy donorem - tancuchem bocznym Asp204 i akceptorem -
azotem zasady purynowej w pozycji N7,

2) wigzanie fosforanu w miejscu aktywnym, co stabilizuje tancuch boczny Arg24 i powoduje
segmentacje helisy H8,

3) zmiany konformacyjne powodujace przesunigcie tancucha bocznego Arg217 na odleglos¢ wigzania
wodorowego do Asp204,

4) zerwanie wigzania wodorowego pomiedzy Asp204 i azotem zasady purynowej oraz utworzenie
wigzan Asp204-Arg217. Zasada purynowa z dotgczonych protonem staje si¢ dodatnio natadowanym
jonem oksokarboniowym o cechach stanu przejSciowego.

Dwa typy miejsc wigzania zaobserwowane w opisanej strukturze biatka wydawaly si¢ potwierdzaé
wyniki z eksperymentow w roztworze, w ktoérych obserwowano negatywng kooperacj¢ pomiedzy
monomerami w dimerze lub miejsca silne i stabo wiazace fosforan i nukleozydowy inhibitor.
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Wyniki tych badan zawarto w publikacji:

G. Koellner, A. Bzowska, B. Wielgus-Kutrowska, M. Lui¢ T. Steiner, W. Saenger, J. Stepinski
(2002) ,,0pen and Closed Conformation of the E. coli Purine Nucleoside Phosphorylase. Active Center
and Implications for the Catalytic Mechanism” J. Mol. Biol. 315, 351-371.

Aby potwierdzi¢ zaproponowany mechanizm reakcji przeprowadzilismy dodatkowe badania w tym
mutageneze ukierunkowang, spektroskopowe badania wigzania ligandow 1 katalizy oraz dalsze
badania krystalograficzne.

Do tej pory w badaniach uzywali§my PNP, ktore otrzymaliSmy dzigki uprzejmosci dr George’a
Koszalki (Wellcome Research Labs). Poniewaz, jak wspomniatam, PNP z E. coli jest kandydatem do
zastosowania w ukierunkowanej terapii genowej, nasze wyniki mogg pomoc w projektowaniu
efektywnych mutantéw przydatnych w tej w terapii. W zwigzku z tym musiaty$émy mie¢ dostep do
biatka umozliwiajagcy prowadzenie szeroko zakrojonych badan, w tym wymagajacych jego duzej
ilosci.

Chciatysmy uzyskiwaé¢ PNP samodzielnie dzigki nadekspresji w E. coli. Poniewaz taka nadekspresja
jest opisana w literaturze [J. Lee, S. Filosa, J. Bonvin , S. Guyon, R.A. Aponte, J.L. Turnbull (2001)
Protein Expr. Purif. 22, 180-188] nawigzaty$my kontakt z dr Turnbull otrzymujac od niej plazmid
PNP. We wspotpracy z grupg prof. Mariji Lui¢ z Rudjer Boskovi¢ Institut w Chorwacji uzyskali§my
rekombinowany enzym z E. coli oraz szereg mutantow. Umozliwilo to prowadzenie dalszych badan
zaproponowanego mechanizmu katalizy reakcji pod wptywem fosforylazy nukleozydow purynowych
z bakterii E. coli.

Poniewaz do tej pory brak byto informacji na temat roli wybranych aminokwasow w katalizie,
zaprojektowano nastgpujace mutanty: Arg24Ala, Asp204Ala, Asp204Asn, Arg2l7Ala 1
Asp204Ala/Arg217Ala. Badania aktywnos$ci mutantow w stosunku do naturalnych substratow i
nietypowego — 7-metyloguanozyny potwierdzity wczeéniejsze hipotezy, méwiace o tym, ze kataliza
polega na protonowaniu zasady purynowej w pozycji N7 przez Asp204 z udzialem Arg217. Dla PNP
typu dzikiego i mutanta Arg24Ala zaobserwowaliSmy zjawisko negatywnej kooperacji w przypadku
wigzania fosforanu.

Okreslono jak wygladaja struktury krystalograficzne PNP typu dzikiego w kompleksie z fosforanem i
siarczanem amonu oraz mutanta Arg24Ala w kompleksie z fosforanem lub siarczanem. Struktura PNP
typu dzikiego w kompleksie z fosforanem, bez obecnosci siarczanu amonu uzyskana z rozdzielczo$cia
2.0 A, zawierala w jednostce asymetrii trzy czasteczki (heksamery) PNP. W przeciwienstwie do
wczesniej uzyskanej struktury, dla ktorej liczba miejsc aktywnych w konformacji zamknietej 1 otwartej
byta taka sama, w tym przypadku kazda z czasteczek miata dwa miejsca aktywne w zamknietej 1 4
miejsca aktywne w otwartej konformacji. Dane krystalograficzne pokazaty, ze obserwowana
wczesniej [G. Koellner et all, (2002) J. Mol. Biol. 315, 351-371] zmiana konformacyjna biatka
prowadzaca do umieszczenia Arg217 w poblizu Asp204, istotna dla katalizy, jest spowodowana
wigzaniem fosforanu oraz jego oddziatywaniem z Arg24.

Whyniki tych badan zawarto w pracy:
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G. Mikleusevi¢, Z. Stefani¢, M. Narczyk, B. Wielgus-Kutrowska, A. Bzowska, M. Luié¢ (2011)
»Validation of the catalytic mechanism of Escherichia coli purine nucleoside phosphorylase by
structural and kinetic studies” Biochimie 93, 1610-1622.

W nastepnej pracy przedstawilismy strukture krystaliczng kompleksu potréjnego enzymu z jonem
fosforanowym i formycynag A.

W jednostce asymetrii znajdowaty si¢ trzy roznigce si¢ monomery, oznaczone jako A, B i C.
Monomery A 1 C tworzyly dimer, natomiast monomer B tworzytl dimer z monomerem B’ zyskanym
dzieki operacjom symetrii. Zidentyfikowano dwa typy miejsc wigzgcych — otwarte (w monomerze B
i C) i zamknigte (W monomerze A). Monomer A zawieral jedng zwigzang czasteczke fosforanu. W
monomerach B i C nieoczekiwane zaobserwowano (co do tej pory nigdy nie miato miejsca) dodatkowe
miejsce wigzania fosforanu i stechiometri¢ wigzania dwoch czasteczek fosforanu na podjednostke
enzymu.

Przeprowadzono miareczkowania PNP fosforanem. Widoczne w krystalografii dodatkowe, stabo
wiazace fosforan miejsce, dajace stechiometri¢ dwoch czasteczek fosforanu na monomer nie znalazto
potwierdzenia w badaniach w roztworze.

Wyniki tych badan zawarto w pracy:

Z. Stefanié, M. Narczyk, G. MikleuSevié, B. Wielgus-Kutrowska, A. Bzowska, M. Lui¢ (2012)
»New phosphate binding sites in the crystal structure of Escherichia coli purine nucleoside
phosphorylase complexed with phosphate and formycin A” FEBS Letters 586, 967-971.

Nastepnie, w formie przegladowej, napisana zostata publikacja:

Z.. Stefanié, G. Mikleusevi¢, M. Narczyk, B. Wielgus-Kutrowska, A. Bzowska, M. Lui¢ (2013),,Still
a Long Way to Fully Understanding the Molecular Mechanism of Escherichia coli Purine Nucleoside
Phosphorylase” Croat. Chem. Acta 86, 117-127,

opisujaca badania mechanizmu katalizy reakcji fosforolizy katalizowanej przez PNP z E. coli.
Podsumowali$§my w niej wyniki badan prezentowanych w wyzej wymienionych, wczeséniejszych
pracach, dotyczace okreSlenia mechanizmu Kkatalizy reakcji w obecnosci PNP z E. coli.
Przedyskutowalismy nietypowa stechiometri¢ wigzania fosforanu (dwie czasteczki na monomer),
ktora moze wynika¢ z bardzo duzego stezenia fosforanu lub z dlugiego okresu krystalizacji biatka.
Odnieslismy si¢ tez do badan kooperacji negatywnej pomigdzy podjednostkami w oligomerycznym
enzymie. Aby jednoznacznie okres$li¢ stechiometri¢ wigzania ligandéw w roztworze, w szczegolnosci
fosforanu 1 opisa¢ wystepowanie zjawiska kooperacji pomigdzy podjednostkami PNP i/lub
nieidentyczno$¢ miejsc aktywnych nalezy wykona¢ dalsze badania.

Jak wspomniatam, fosforylaza nukleozydow purynowych z bakterii E. coli jest heksamerem, ktéry mozna
rozwazac¢ jako trimer dimerow. Wydaje sie¢, ze dimer jest najmniejszg jednostka zdolng do katalizowania
reakcji enzymatycznej. Chcac bada¢ zjawisko komunikacji pomiedzy podjednostkami i poszukujac
uzasadnienia dlaczego w formie aktywnej biologicznie enzym wystepuje w postaci heksameru
podjelismy probe uzyskania dimeréw PNP z E. coli. W pierwszym etapie metodami modelowania
molekularnego sprawdziliSmy jakie mutacje na powierzchni kontaktu pomigdzy dimerami mogag
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spowodowac destabilizacj¢ heksameru. Nastepnie, metodami inzynierii genetycznej, skonstruowalismy
mutanty PNP ale nie udato si¢ uzyskac stabilnych dimeréw. Modelowanie pokazato, ze izolowany dimer
nie posiada wlasciwej tréjwymiarowej struktury. Zgodnie z tymi wynikami pomiary metodg dichroizmu
kotowego pokazaly zmiany struktury drugorzedowej biatka po wykonaniu mutacji. Wirowanie
analityczne natomiast udowodnito, ze mutanty nie tworzg stabilnych dimerdw, a raczej chetnie dysocjuja
do postaci monomerdw. Aktywno$¢ katalityczna mutantow jest zaniedbywalna, sze$¢ rzedow wielkosci
mniejsza niz aktywno$¢ biatka typu dzikiego.

Opis naszej pracy zawarliSmy w publikacji :

B. Bertosa, G. Mikleusevi¢, B. Wielgus-Kutrowska, M. Narczyk, M. Hajni¢, |. Les¢i¢ Asler, S.
Tomi¢, M. Luié, A. Bzowska (2014) ,,Homooligomerization is needed for stability: molecular
modeling and solution study of E. coli purine nucleoside phosphorylase”, FEBS J. 281, 1717-
1930.

b. Badania struktury i mechanizmu katalizy przez trimerycznq fosforylaze
nukleozydoéw purynowych ze sledziony cielecej i bakterii Cellulomonas.

Wigkszo§¢ wynikow badan nad fosforylazami trimerycznymi jest przedstawionych jako osiggnigcie
badawcze. Prace, ktore nie zostaly w tym celu wybrane to kilka komunikatéow dotyczacych
oddziatywania PNP z Cellulomonas i ze sledziony cielgcej z ro6znymi ligandami.

| tak:

Opisalismy badania nad fosforoliza katalizowana przez PNP z Cellulomonas sp. z typowymi
substratem nukleozydowym, inozyna (Ino) i nietypowym 7-methylguanozyna (m7Guo) oraz
fosforanem. Zbadalismy kinetyke reakcji odwrotnej syntezy z guaning (Gua) i rybozo-1-fosforanem
(R1P) jako substratami i inhibicj¢ produktowg syntezy.

Wyniki opublikowaly§my w komunikacie:

B. Wielgus-Kutrowska, A. Bzowska (2005) ,,Kinetic properties of Cellulomonas sp. purine
nucleoside phosphorylase with typical and non-typical substrates: implications for the reaction
mechanism” Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids 24, 471-476.

WyznaczyliSmy stale dysocjacji 1 stechiometri¢ wigzania dla oddziatywania trimerycznego PNP ze
sledziony cielecej i PNP z Cellulomonas Sp. z analogami stanu podstawowego (substraty i inhibitory).

Wiyniki tych badan sg zawarte w komunikacie:

B. Wielgus-Kutrowska, |A. Holy| J. Frank, G. Koellner, A. Bzowska (2003) ,,Interactions of
trimeric purine nucleoside phosphorylases with ground state analogues - calorimetric and
Sfluorimetric studies” Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids 22, 1695-1698.

ZbadaliSmy  tworzenie  kompleksu  mulisubstratowego  inhibitora -  2-amino-9-[2-
(fosfonometoksy)etylo]-6-sulfanylpuryng z trimeryczng fosforylaza nukleozydow purynowych z
Cellulomonas Sp.

Wyniki badan zawiera komunikat:
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J.M. Antosiewicz, B. Wielgus-Kutrowska, M. Dlugosz, A. Bzowska (2007) ,,Kinetics of
binding of multisubstrate analogue inhibitor (2-amino-9-[2-(phosphonomethoxy)ethyl]-6-
sulfanylpurine) with trimeric purine nucleoside phosphorylase” Nucleosides, Nucleotides and

Nucleic Acids 26, 969-974.

Opisali$my wstepne wyniki badan dotyczacych amplifikacji PCR fosforylazy z biblioteki cDNA ze
Sledziony cielecej, klonowania, nadekspresji PNP, aktywnosci enzymatycznej i oddzialywania z
podstawowymi ligandami.

Wstepne wyniki tych badan zawarto w komunikacie:

K. Stepniak, A. Girstun, B. Wielgus-Kutrowska, K. Staron, A. Bzowska (2007) ,,Cloning,
expression, purification, and some properties of calf purine nucleoside phosphorylase” Nucleosides
Nucleotides Nucleic Acids 26, 855-859.

WyznaczyliSmy wklad entropowy/entalpowy do oddzialywania fosforylazy nukleozydow
purynowych (PNP) ze $ledziony cielgcej z dwusubstratowymi analogami DFPP-DG, DFPP-G i (S)-
PMP-DAP.

Wstepne wyniki tych badan zawarto w komunikacie:

K Breer, B. Wielgus-Kutrowska, M. Hashimoto, S. Hikishima, T. Yokomatsu, R.H.
Szczepanowski, M. Bochtler, A. Girstun, K. Staron, A. Bzowska (2008) ,, Thermodynamic studies
of interactions of calf spleen PNP with acyclic phosphonate inhibitors” Nucleic Acids Symp. Ser.
52, 663-664.

WykonaliSmy testy programu Dynafit stuzacego do analizy danych opisujacych oddziatywania
enzym-ligandy.

Wiyniki tych badan zawarto w komunikacie:

J.M. Antosiewicz, K. Breer, A. Bzowska, B. Wielgus-Kutrowska (2008) ,,On the analysis of
fluorimetric titration curves of purine nucleoside phosphorylase” Nucleic Acids Symp Ser. 52, 671-
672.

Zbadali$my zmiany stanu oligomerycznego PNP w czasie kontrolowanej dezaktywacji enzymu.
Wyniki tych badan zawarto w komunikacie:

B.Wielgus-Kutrowska, A. Modrak-Wojcik,;A. Dyzma, M. Zolkiewski, A. Bzowska (2013)
wInactivation of trimeric purine nucleoside phosphorylase: analytical ultracentrifugation studies”
Eur. Biophys. J. 42 Suppl. S72-S72.
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¢. Badanie wlasciwosci pochodnych 8-zapuryn z punktu widzenia ich oddzialywania
nisko- i wysokoczqsteczkowymi fosforylazami nukleozydéw purynowych.

Mozliwos¢ uzyskania rekombinowanego PNP ze §ledziony cielecej i bakterii Escherichia coli w
praktycznie dowolnej ilo$ci umozliwito rozszerzenie badan nad fluorescencyjnymi wilasciwosciami
pochodnych 8-azapuryn. Dzigki temu, wspolpracujaca z nami grupa dr hab. Jacka Wierzchowskiego
zbadala oddziatywanie PNP z tymi ligandami.

Ustalono, ze PNP ze §ledziony cielecej katalizuje rybozylacje¢ 2,6-diamino-8-azapuryny w srodowisku
wolnym od fosforanu, z rybozo-1-fosforanem jako donorem rybozy. Rybozylacja zachodzi w pozycji N8
lub N’ pochodnej zasady, a proporcja migdzy dwoma formami (N/N®) zalezy znaczaco od warunkow
reakcji. Oba produkty reakcji majg wtasciwos$ci fluorescencyjne.

W przypadku zastosowania PNP z E. coli uzyskano mieszanine N8 i N°-podstawionych rybozylowanych
pochodnych 8-azapuryn. Scharakteryzowano fluorescencje rybozylowanej 2,6-diamino-8-azapuryny.
Wysoka wydajno$¢ kwantowa (w maksimum emisji) ~0.9, uzyskana zostata dla N°-B-D-rybozydu, a dla
N8-B-D-rybozydu byta bliska 0.4.

Rybozylacja 8-azaguaniny katalizowana przez PNP ze $ledziony cielecej nastepuje w pozycji N°. PNP z
E. coli katalizuje rybozylacje 8-azaGua gtéwnie w pozycji N°, ale z dodatkiem silnie fluoryzujacego
produktu rybozylowanego w pozycjach N&/N’.

Wyniki pomiardéw sg zawarte w pracy:

A. Stachelska-Wierzchowska, J. Wierzchowski, B. Wielgus-Kutrowska, G. Mikleusevi¢ (2013)
w»Enzymatic Synthesis of Highly Fluorescent 8-Azapurine Ribosides Using a Purine Nucleoside
Phosphorylase Reverse Reaction: Variable Ribosylation Sites” Molecules 18, 12587-12598.

Ustalono, ze dwa nietypowe nukleozydy, 7-b-D-rybozylo-2,6-diamino-8-azapuryna i 8-b-D-rybozylo-
2,6-diamino-8-azapuryna, sa substratami reakcji fosforolizy katalizowanej przez PNP ze $ledziony
cielecej i bakterii E. coli. Oba zwiazki maja whasciwos$ci fluorescencyjne podobnie jak produkt reakcji,
2,6-diamino-8-azapuryna.

Wyniki badan fluorescencyjnych przedstawiono w pracy:

J. Wierzchowski, A. Stachelska-Wierzchowska, B. Wielgus-Kutrowska, G. Mikleusevic (2014)
» I'wo fluorogenic substrates for purine nucleoside phosphorylase, selective for mammalian and
bacterial forms of the enzyme” Anal. Biochem. 446, 25-27.
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6.3. Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora
Glowne wyniki pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora to:

L Opis wlasciwosci spektralnych, w szczegolnosci emisyjnych 8-aza-puryn i ich
nukleozydow oraz scharakteryzowanie ich wtasciwosci substratowo-inhibitorowych w
oddzialywaniach z enzymami ze sledziony cielecej i bakterii Escherichia coli.

Wykonalié§my obszerne badania wtasciwosci emisyjnych w $rodowisku wodnym 8-azapuryn 8-
azaadeniny (8-azaA), 8-azahipoksantyny (8-azaH), 8-azaguaniny (8-azaG) i ich nukleozydow: 8-
azaadenozyny (8-azaAdo), 8-azainozyny (8-azalno), 8-azaguanozyny (8-azaGuo). Stwierdzilismy, ze
fluorescencja 8-azaGuo i 8-azalno w pH 7 pochodzi od formy anionowej, natomiast silna emisja 8-
azaAdo pochodzi od formy oboj¢tnej. Odpowiadajgce powyzszym nukleozydom 8-azapuryny majg stabe
wlasciwosci fluorescencyjne w srodowisku wodnym, z wyjatkiem 8-azaG.

Zbadalismy wtasciwosci substratowo-inhibitorowe 8-azapuryn i ich nukleozydow.

e 8-azaG i 8-azaHx sg substratami dla PNP ze §ledziony cielecej w reakcji syntezy nukleozydow 8-
azapuryn. W przypadku PNP z E. coli dodatkowym substratem jest 8-azaA, co jest zgodne z
faktem, ze adenozyna ulega fosforolizie pod wptywem PNP z E. coli, natomiast nie jest substratem
fosforylazy ze $ledziony cielgce;.

e Nukleozydy 8-azapuryn sa dos¢ dobrymi inhibitorami fosforolizy inozyny (Ino) i guanozyny
(Guo) przez PNP z E. coli. Najsilniejszym inhibitorem jest 8-azalno (Ki ok. 20 uM). Jest to jedyny
inhibitor reakcji fosforolizy katalizowanej przez enzym ze §ledziony cielecej (Ki ok. 40 uM).

Wyniki pomiarow opublikowano w pracy:

J. Wierzchowski, B. Wielgus-Kutrowska, D. Shugar (1996) ,, Fluorescence emission of 8-azapurines
and their nucleosides, and application to the kinetic reverse synthetic reaction of purine nucleoside
phosphorylase” Biochim. Biophys. Acta 1290, 9-17.

IL Scharakteryzowanie wtasciwosci substratowo-inhibitorowych rybozydu nikotynamidu
wobec fosforylaz nukleozydéw purynowych oraz propozycja modelu wigzania rybozydu
nikotynamidu w miejscach aktywnych PNP ze sledziony cielecej i bakterii E. coli.

Obiektem badan tej czgsci mojej pracy naukowej byt rybozyd nikotynamidu (NIR), ktory roznit si¢ od
naturalnych substratow tym, ze jest obdarzonag dodatnim tadunkiem pochodng pirydyny, podczas, gdy
naturalne substraty sg pochodnymi puryn. W celach poréwnawczych przeprowadzilam pomiary dla
naturalnego substratu PNP — inozyny.

Udowodnitam, ze NIR jest substratem zaréwno enzymu ze zrodta ssaczego jak i bakteryjnego. Wiaze si¢
on w tym samym rejonie miejsca aktywnego co naturalne substraty, z wysoka statag Michaelisa (Km=1.48
mM dla PNP ze $ledziony cielgcej i 0.62 mM dla PNP z E. coli w pH 7). Sg to wartosci 0 1-2 rzedy
wielkoéci wyzsze niz w przypadku inozyny. NIR charakteryzuje si¢ wysoka predkosciag maksymalng
fosforolizy odpowiednio 96% i 35% warto$ci uzyskanej dla Ino, dla, odpowiednio, enzymu ze §ledziony
cielecej 1 E. coli.

Zbadatam wiasciwosci inhibitorowe NIR. Okazalo sie, ze jest on stabym inhibitorem kompetycyjnym
fosforolizy inozyny katalizowanej przez obydwa badane enzymy. Pokazatam, ze fosforoliza dodatnio
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natadowanego substratu 7-metyloguanozyny jest takze hamowana w sposob kompetycyjny przez Ino i
NIR. Zbadatam zaleznos$¢ statych kinetycznych fosforolizy NIR i inozyny w funkcji pH. W pH
alkalicznym zachowanie NIR znaczaco odbiega od obserwowanego dla inozyny. Spadek predkosci
maksymalnej fosforolizy inozyny wynika najprawdopodobniej albo z niekorzystnej formy jonowej Ino,
albo ze zmiany stanu zjonizowania reszt aminokwasowych obecnych w miejscu aktywnym PNP i
majacych wptyw na przebieg fosforolizy.

Na podstawie wynikow spektroskopowych badan kinetycznych oraz danych literaturowych
zaproponowatam model wigzania NIR w miejscu aktywnym PNP cielgcego. NIR najprawdopodobniej
tworzy wigzanie wodorowe z Asn243 i Glu201, dzigki obecnosci w jego strukturze grupy imitujacej
fragmenty Ino i Guo (C°=0 i N*-H).

Wyniki sg zebrane w publikacji:

B. Wielgus-Kutrowska, E. Kulikowska, J. Wierzchowski,A. Bzowska, D. Shugar (1997)
w»Nicotinamide riboside - an unusual, non-typical substrate of purified purine nucleoside
phosphorylases” Eur. J. Biochem. 243, 408-414.

111 Okreslenie struktury przestrzennej, charakterystyka oddziatywania z typowymi
substratami i inhibitorami oraz propozycja mechanizmu wiqzania i fosforolizy
nukleozydoéw pod wptywem PNP z Cellulomonas.

Dostepne handlowo PNP z Cellulomonas bylo znacznie zanieczyszczone stanowigc ok. 20% probki.
ZaprojektowaliSmy metode ,doczyszczania” PNP technika chromatografii jonowymiennej.
Uzyskalismy krysztaty biatka w podwojnym i potrojnym kompleksie z ligandami, rozpraszajace
promieniowanie rentgenowskie z rozdzielczoscig, odpowiednio, 2.2 A i 2.4 A. Kompleks podwéjny
enzymu z fosforanem wykrystalizowat w grupie przestrzennej P2:12:2:. W jednostce asymetrycznej
znajdowat si¢ aktywny trimer. Struktur¢ rozwigzano metodg podstawienia molekularnego
wykorzystujac jako model PNP ze $ledziony cielgcej. Potrojny kompleks enzymu z fosforanem i 8-
jodoguaning uzyskano przez wprowadzenie krysztatu kompleksu podwojnego z ortofosforanem do
roztworu 8-jodoguanozyny. Struktura przestrzenna PNP pokazata zachowanie, w stosunku do PNP
cielecego, wiekszosci waznych dla katalizy aminokwasow w miejscu aktywnym.

Zbadalismy kinetyke oddziatywania PNP z fosforanem nieorganicznym i z nukleozydem.
StwierdziliSmy, ze pomimo podobienstw w sktadzie aminokwasowym miejsca aktywnego do
enzymow ssaczych, specyficznos¢ PNP z Cellulomonas odbiega od danych dotyczacych PNP ze
sledziony cielecej 1 erytrocytow ludzkich, poniewaz:

a) adenozyna okazata si¢ inhibitorem badanego PNP, podczas gdy nie wiagze si¢ (lub wigze bardzo
stabo) z enzymami ze zrodet ssaczych, a jest substratem PNP z E. coli,

b) inhibitory wiazace si¢ tylko z fosforylazami ssaczymi oraz wigzace si¢ tylko z PNP z E. coli okazaty
si¢ inhibitorami enzymu z Cellulomonas.

Struktura krystalograficzna PNP z Cellulomonas oraz wlasciwosci inhibitorowe adenozyny i
formycyny A umozliwily zaproponowanie mechanizmu fosforolizy, w ktérym kluczowa role odgrywa
Glu204 (Glu201 w cielecym i ludzkim enzymie) podczas gdy Asn246 (Asn243 w ssaczych enzymach)
umozliwia racze] wigzanie 6-oxopuryn niz kataliz¢. Mechanizm ten nie jest sprzeczny z
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wiasciwo$ciami fosforylaz ze zrodet ssaczych i tlumaczy wiasciwo$ci substratowe NIR i N(7)-
postawionych nukleozydow purynowych wobec trimerycznych fosforylaz. Jest tez zgodny z ich
specyficznoscig w stosunku do nukleozyddéw 6-oxopuryn i wiasciwosciami kinetycznymi mutantow
Glu201/Ala Asn243/Ala PNP z erytrocytow ludzkich.

Wyniki badan dotyczacych enzymu z Cellulomonas zostaly zawarte w nastepujgcych komunikatach i
publikacjach:

J. Tebbe, B. Wielgus-Kutrowska, W. Schraoder, M. Luié, D. Shugar, W. Saenger, G. Koellner, A.
Bzowska (1996) ,, Purine nucleoside phosphorylase (PNP) from Cellulomonas sp.,a third class of
PNP different from both ,low-molecular weight” mammalian and . high-molecular weight”
bacterial PNPs” Miami, Nature Biotechnology, Short Reports, 8, 90.

B. Wielgus-Kutrowska, J. Tebbe, W. Schroder, M. Luié, D. Shugar, W. Saenger, G. Koellner, A.
Bzowska (1998) ,,Cellulomonas sp. Purine Nucleoside Phosphorylase (PNP): Comparison with
Human and E. coli Enzymes” Adv. Exp. Med. Biol. 431, 259-264.

A. Bzowska, J. Tebbe, M. Luié¢, B. Wielgus-Kutrowska, W. Schroder, D. Shugar, W. Saenger, G.
Koellner (1998) ,,Crystallization and preliminary studies of purine nucleoside phosphorylase from
Cellulomonas sp.” Acta Cryst. D54, 1061-1063.

J. Tebbe, A. Bzowska, B. Wielgus-Kutrowska, W. Schroder, Z. Kazimierczuk, D. Shugar, W.
Saenger, G. Koellner (1999) ,, Crystal structure of the Purine Nucleoside Phosphorylase (PNP) from
Cellulomonas sp. and its implication for the mechanism of trimeric PNPs” J. Mol. Biol. 294, 1239-
1255.

B. Wielgus-Kutrowska, J. Tebbe, J. Wierzchowski, D. Shugar, W. Saenger, G. Koellner, A.
Bzowska (1999) ,, Binding of substrates by purine nucleoside phosphorylase (PNP) from Cellulomonas
Sp. — kinetic and spectrofluorimetric studies” Nucleosides, Nucleotides and Nucleic Acids. 18, 871-
872.

Metodami spektroskopii emisyjnej zbadatam oddziatywanie substratow i produktow reakcji
fosforolizy z PNP z bakterii Cellulomonas. Pokazatam, ze zasady purynowe, R1P i fosforan
zwigkszaja wewnetrzng fluorescencje PNP, co oznacza, ze powstawanie kompleksow podwdjnych
indukuje zmiany konformacyjne biatka w otoczeniu tryptofanow. Efekt wzmocnienia fluorescencji w
przypadku wigzania guaniny (Gua) jest znacznie silniejszy niz wywolany przez inne ligandy, co
sugeruje, ze enzym preferencyjnie wigze tautomeryczng rzadka fluorescencyjng forme anionowa Gua.
Guanozyna (Guo) i inozyna (Ino) o stezeniu 100 uM wykazuja niewielki wptyw lub jego brak na
wewngetrzng fluorescencje enzymu, ale badanie termicznej inaktywacji enzymow w kompleksie z tymi
nukleozydami udowodnity, ze tworza stabo zwigzane kompleksy podwojne z PNP. Wigzanie Gua, Hx
I R1P przez trimer PNP jest opisane przez jedng stalg dysocjacji, Kqg = 0,46 uM dla Gua, 3.0 uM dla
Hx 160 uM dla R1P. Sprawdzitam, ze stechiometria wigzania dla Gua wynosi trzy czasteczki ligandu
na trimer. Wptyw fosforanu na wewngtrzng fluorescencj¢ enzymu wynika nie tylko z wigzania, ale
réwniez ze zwigkszenia sity jonowej, co pokazano poprzez miareczkowania enzymu przez KCI. Po
uwzglednieniu wptywu sity jonowej, dane miareczkowania fosforanem sg najbardziej zgodne z jedna
stata dysocjacji, Kg =270 uM, ale istnienia bardzo stabych miejsc wigzania z Kg > 50 mM nie mozna
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jednoznacznie wykluczy¢. Wigzanie Gua do kompleksu podwojnego PNP/fosforan jest stabsze (Kqg =
1,7 uM) niz do wolnego enzymu (Kq = 0,46 uM), co sugeruje, ze fosforan pomaga uwolni¢ zasad¢
purynowa w katalitycznym procesie fosforolizy. Wyniki wskazuja, ze nieliniowe kinetyczne wykresy
zaleznosci predkosci poczatkowej od stezenia ligandow, typowe dla PNP, w tym PNP z Cellulomonas,
nie s3, jak to na ogdt si¢ przyjmuje, spowodowane oddziatywaniem pomi¢dzy monomerami
tworzacymi trimer, ale wynikajg z bardziej ztozonego mechanizmu kinetycznego.

W wyniku tych badan powstata nastepujaca praca, opublikowana juz po uzyskaniu stopnia doktora:

B. Wielgus-Kutrowska, A. Bzowska, J. Tebbe, G. Koellner, D. Shugar (2002) ,, Purine Nucleoside
Phosphorylase (PNP) from Cellulomonas sp.: physicochemical properties and binding of substrates
determined by ligand — dependent enhancement of enzyme intrinsic fluorescence, and by protective
effects of ligands on thermal inactivation of the enzyme” Biochim. Biophys. Acta 1597, 320-334.

V. Badanie oddziatywania trimerycznego i heksamerycznego PNP z zsyntetyzowanymi 2-
chloro-6-aryloksy-i 2-chloro-6-alkoxyarylpurynami

Zbadalismy wlasciwosci kinetyczne w reakcji katalizowanej przez fosforylaze nukleozydow purynowych
(PNP) z Cellulomonas sp. i bakterii E. coli serii zsyntetyzowanych 2-chloro-6-aryloksy-i 2-chloro-6-
alkoxyarylpuryn. Wszystkie zwigzki wykazuja aktywnos¢ jako inhibitory (IC50 w zakresie 0.5-76 uM)
w stosunku do PNP z E. coli, nie zauwazono natomiast hamowania reakcji katalizowanej przez PNP z
Cellulomonas.
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