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Bialtka sa przedmiotem zainteresowania wielu prac eksperymentalnych i teoretycznych
z uwagi na rézne aspekty ich budowy i funkcji, np.: przewidywanie struktury trzeciorze-
dowej bialek, rozpoznawanie substratu przez biatko, allosterycznodé, zwijanie/rozwijanie
biatek, wigzanie przez nie RNA czy badanie ich zmian konformacyjnych.

Badania zespotu prof. Wojciecha Rode z Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN doty-
czace roéznych aspektéw biosyntezy tymidylanu, a w szczegdlnosci enzymologii, regulacji
oraz inhibicji tego procesu, jak rowniez modyfikacji potranslacyjnych oraz ich wptywu na
wladciwosci enzymow, ze szczegbdlnym zainteresowaniem skierowanym na syntaze tymidy-
lanowg — poszukiwanie nowych lekow skierowanych przeciwko niej, selektywnosé i mecha-
nizm dzialania, mechanizmy inhibicji tego enzymu oraz jej specyficznosci — staly sie in-
spiracja do podjecia badan teoretycznych. Tematyka obecnej rozprawy zostata zainicjowana
licznymi dyskusjami na temat podstaw molekularnych funkcjonowania tego enzymu.

Syntaza tymidylanowa (TS) jest dimerycznym enzymem katalizujacym metylowanie
deoksyurydyno-5’-monofosforanu (dUMP) przy pomocy 5,10-metyleno-5,6,7,8-tetrahydro-
folianu (CH,THF) jako kofaktora do deoksytymidyno-5-monofosforanu (dTMP) i dihy-
drofolianu (DHF). W ten sposéb syntaza tymidylanowa odgrywa ogromng role w rep-
likacji DNA, dostarczajac prekursor jednego z nukleotydow — deoksytymidyno-5’-trifosfo-

ranu (dTTP). Z uwagi na to, ze jest jedynym zrédtem dTMP w komérce, stanowi cel



w chemioterapii przeciwnowotworowej, przeciwwirusowj, przeciwgrzybiczej i przeciwpier-
wotniaczej. Budowa oraz mechanizm reakcji katalizowanej przez TS wraz z innymi aspek-
tami jej funkcjonowania zostaly przedstawione w rozdziale 2. dysertacji.

Kilkanascie lat temu postawiono hipoteze, ze syntaza tymidylanowa jest enzymem o ak-
tywnosci typu half-the-sites, tzn. ze jej oba miejsca aktywne (kazde na jednej z podjed-
nostek dimeru) nie sa réwnocenne i nie dzialaja jednocze$nie w tym samym czasie. Takie
zatozenie implikuje wzajemne komunikowanie sie obu podjednostek w czasie przyltaczania
substratu i kofaktora podczas przebiegu katalizowanej reakcji. Prezentowana praca jest
proba rozwigzania tego problemu przy pomocy dwéch réznych metod.

W pierwszym podejsciu badano niskoczestosciowe drgania normalne syntazy tymidy-
lanowej pozbawionej ligandu. Takie drgania odpowiadaja zbiorowym ruchom wigkszych
fragmentow biatka i majg duze znaczenie biologiczne, np. odpowiadajac za otwieranie
sie 1 zamykanie dostepu do miejsca aktywnego. Im mniej zlokalizowany jest to ruch, tym
wieksze fragmenty bialtka sg zaangazowane w jego wykonanie.

Drgania normalne o niskich czestotliwosciach zostaty obliczone przy pomocy programu
Elastic Network Model i naktadki internetowej do niego — EINémo. Uzyskano w ten sposob
wiele symetrycznych i asymetrycznych drgan. Ich analiza pokazata réznice w zachowaniu
si¢ obu miejsc aktywnych enzymu, wskazujac, ze pomimo identycznej budowy nie sa rowno-
cenne. Dla wybranych siedmiu symetrycznych i dziewigciu asymetrycznych drgan normal-
nych obliczono wartosci powierzchni dostepnej dla rozpuszczalnika w miejscu aktywnym,
SASA (ang. solvent-accessible surface area). Wartosci te byty przewaznie wigksze dla jednej
podjednostki i rownolegle towarzyszyty im zmiany wartosci odlegtosci miedzy wybranymi
aminokwasami.

Analiza drgan pokazala, ze najbardziej ruchliwymi czesciami syntazy tymidylanowe;j
sa petle wyscietajace wejscie do miejsca aktywnego, jak réowniez jedna z helis (helisa K)
— uczestnicza niemal w kazdym drganiu normalnym i maja swoj udzial w zamykaniu sie
miejsca aktywnego po tym, jak zwiaze sie¢ ono z ligandem. Jedna z tych petli zawiera
specyficzng wstawke wystepujaca tylko u ssakéw i moze wykonywaé zaréwno ruch Scina-
jacy (ang. shear motion), jak i ruch zawiasowy (ang. hinge motion). Druga z tych petli
stanowi fragment N-konca i stuzy jako wieczko przy zamykaniu si¢ miejsca aktywnego.
Jednoczesnie zawiera aminokwasy, ktore jako pierwsze ,wyczuwaja’ obecnos¢ substratu
oraz biorg udzial w komunikowaniu sie obu podjednostek enzymu. Sledzac réznice w up-
akowaniu aminokwaséw w badanym enzymie na krawedziach g-kartek budujacych inter-
fejs, czyli miejscu styku dwoch podjednostek, oraz opierajac sie o dane literaturowe, nasze
badania potwierdzaja, ze przekazywanie zmian strukturalnych miedzy jednym miejscem
aktywnym a drugim moze sie odbywacé przez interfejs. Ponadto w czasie wykonywania
drgan normalnych, zwtaszcza asymetrycznych, syntaza tymidylanowa utatwia dostep do

jednego centrum aktywnego, jednoczesnie utrudniajac dojscie do drugiego. Jest to wazna



cecha dynamiczna enzymu, ktora — wraz z jego budowg — prawdopodobnie odpowiada za
jego aktywno$¢ typu half-the-site.

Nieréwnocennos$¢ w dziataniu obu podjednostek dimeru oraz jego centréw aktywnych
zostata rowniez rozpoznana w badaniach z zastosowaniem dynamiki molekularnej prowa-
dzonych w srodowisku denaturujgcym — w 8-molowym roztworze mocznika lub 6-molowym
roztworze chlorowodorku guanidyny (GuHCI). Badania byty przeprowadzone dla dwoch
wersji dimeru TS (AB i CD) o réznych gestosciach elektronowych.

Mimo tak drastycznych warunkéw znaczna czesé struktury syntazy tymidylanowej po-
zostata uporzadkowana. Jednoczesnie trzy wspomniane wyzej fragmenty enzymu majace
swoj udzial w zamykaniu sie miejsca aktywnego (dwie petle i helisa) okazaly sie najbar-
dziej ruchliwymi cze$ciami biatka. W czasie symulacji w roztworze mocznika rozwijaty
si¢ 1 wyginaly w roznych kierunkach, przy czym ten ruch zachodzil inaczej w obu pod-
jednostkach. Przemieszczenia podanych fragmentéw byty zawsze wieksze w monomerze A
lub C i prowadzily do cze$ciowego zniszczenia struktury trzeciorzedowej tych miejsc, jed-
nak zmiany w strukturze drugorzedowej (rozwijanie sie helis i degradacja (3-kartek) byty
wicksze w monomerach B i D.

Przeprowadzone symulacje pozwolity rowniez na zaobserwowanie poczatkowej fazy roz-
wijania sie syntazy tymidylanowej. Zastosowane warunki (8 M roztwér mocznika lub 6 M
roztwor chlorowodorku guanidyny i temperatura 310 K) pozwolilty wprawdzie dostrzec
skromne zmiany zachodzace w enzymie, jednak ukazuja one wylacznie wptyw czynnikéw
denaturujacych na strukture biatka bez udziatu wysokiej temperatury. Rozwijaniu si¢
biatka, ktore zachodzito inaczej w obu podjednostkach, towarzyszyt wzrost wartosci RMSD
oraz SASA. Zmiany byty zawsze wigksze w jednej z nich i byty nieporéwnywalne w obu.
Konsekwencja byly zmiany w uktadzie aminokwasow zaangazowanych w tworzenie miejsc
aktywnych — niektore z nich znajdowaly sie daleko od ich pierwotnej lokalizacji. Tak
zachodzace zmiany w pierwszym etapie denaturacji syntazy tymidylanowej sa argumentem
wspierajacym hipoteze, ze TS jest enzymem o aktywnosci typu half-the-site.

Bogate dane literaturowe dotyczace tematu rozwijania bialek ujawniaja, ze denatu-
racja biatek przebiega znacznie tatwiej w GuHCI niz w moczniku, nawet jesli stosuje
sie mniejsze stezenia GuHCI niz mocznika. Nasze wyniki pokazuja jednak co$ przeciw-
nego. Chlorowodorek guanidyny powodowal jedynie maltg zmiane w strukturze biatka,
podczas gdy mocznik spowodowal, ze biatko stracito lokalnie swoja trzeciorzedows struk-
ture, wskazujac w ten sposdb, ze mocznik jest silniejszym czynnikiem denaturujacym niz
GuHCI, przynajmniej w zastosowanych stezeniach i warunkach symulacji. Jednakze ob-
jasnienie podstaw molekularnych eksperymentalnie stwierdzonej tatwiejszej denaturacji
biatek przez GuHCI niz przez mocznik wymaga dalszych badan symulacyjnych, w tym
m.in. zastosowanie szerszego spektrum stezen czynnikéw denaturujacych, wydtuzonych

czasOw symulacji czy tez zbadanie efektu temperaturowego.



Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku angielskim. Wyniki badan opublikowane
zostaly w dwoch oryginalnych artykutach naukowych. Prezentowane byty takze na kilku

konferencjach miedzynarodowych i krajowych, zaré6wno w formie referatéw, jak i plakatow.



