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Streszczenie rozprawy doktorskiej

Oddzialywania migdzy ludzkimi enzymami cyklu syntezy tymidylanu:
syntazg tymidylanows i reduktaza dihydrofolianows
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Syntaza tymidylanowa (TS, EC 2.1.1.45) i reduktaza dihydrofolianowa (DHFR,
EC 1.5.1.3) wraz z hydroksymetylotransferaza serynowa (SHMT, EC 2.1.2.1) tworza cykl
biosyntezy tymidylanu (TMP), w wyniku ktérego powstaje prekursor jednego z czterech
deoksynukleotydow niezbednych do syntezy i replikacji DNA. Ze wzgledu na fakt, ze reakcja
katalizowana przez TS jest jedyna dostgpna komoérce droga de novo syntezy TMP,
wymienione enzymy naleza do jednych z najistotniejszych bialek, niezbgdnych
do prawidlowego funkcjonowania i namnazania komérek. Ich niedobdr prowadzi
do zahamowania proces6w naprawy i powielania materiatu genetycznego, a tym samym
smierci komorek okreslanej mianem $mier¢ beztyminowej. Inhibitory obu enzymow
niezmiennie od ponad 50 lat stanowig podstawowe leki pierwszego wyboru w terapiach
chordb nowotworowych i autoimmunologicznych.

Syntaza tymidylanowa i reduktaza dihydrofolianowa wystepuja u wiekszosci
organizmow w postaci odrebnych biatek, podezas gdy w komérkach pierwotniakéw i roglin
tworza bifunkcyjny enzym DHFR-TS. Biatko bifunkcyjne stanowi pojedynczy lancuch
polipeptydowy zawierajgcy domene DHFR na N-koncu i domene TS na C-koricu taficucha.
Enzymy posiadaja osobne miejsca aktywne i zachowuja zdolnosci katalityczne swoich
monofunkcjonalnych odpowiednikéw, wykazujac jednoczesnie interakcje migdzy domenami.
Domeny nie tylko oddziatuja ze soba nawzajem (DHFR - DHFR, TS - TS), ale takze miedzy
sobg (DHFR - TS). Fizyczna obecnos¢ DHFR jest ponadto niezbedna dla prawidlowego



funkcjonowania TS. Biorgc pod uwage istnienie bifunkcyjnych enzyméw DHFR-TS,
obserwowane interakcje pomigdzy ich domenami oraz bardzo wysoka homologi¢ pomig¢dzy
ewolucyjnie konserwowanymi biatkami DHFR i TS pochodzacymi z roznych organizméw,
sformutowano hipotezg, ze ludzkie enzymy cyklu syntezy tymidylanu, DHFR i TS, oddzialuja
ze soba a ich interakcje sg konieczne do prawidlowego funkcjonowania komérki.

Niniejsza praca stanowi pierwsza analize interakeji ludzkich bialek DHFR i TS,
ktére mimo ogromu zainteresowania do chwili obecnej pozostawaly rozpatrywane
jako praktycznie niezalezne cele badawcze i terapeutyczne. W przedstawionych badaniach
postugiwano si¢ rekombinowanymi ludzkimi enzymami produkowanymi w szczepach
bakteryjnych oraz ludzkimi liniami komérkowymi prawidlowych fibroblastow skory
i komérek raka jelita grubego. Opierajac si¢ na metodach elektroforezy w zelach
poliakrylamidowych (SDS-PAGE, elektroforeza natywna), technikach Western i Far-Western
blot oraz koimmunoprecypitacji biatek z ekstraktéw komérkowych, udowodniono istnienie
silnych, specyficznych oddzialywan miedzy DHFR i TS z wytworzeniem kompleksu
biatkowego DHFR-TS. Powstawanie kompleksu w wyniku inkubacji obu enzymoéw
W temperaturze 30 i 37°C nie bylo zalezne do czasu, temperatury i obecnosci ligandéw DHFR
i TS. Interakcji nie stwierdzono natomiast przy inkubacji enzyméw w temperaturze 4°C,
jednak dodatek substratow TS i kofaktora DHFR sprawil, ze i w tej temperaturze
zaobserwowano tworzenie kompleksu obu enzyméw. Obecnosé ligandéw moze zatem pelni¢
rol¢ czynnika stabilizujagcego. Postugujac sie przeciwcialami I-rzgdowymi przeciwko
ufosforylowanym aminokwasom wykazano, ze pojedyncze bialka zawierajg fosfotyrozyne
oraz fosfoseryng¢ i fosfotreoning. Tymczasem enzymy wchodzace w sklad kompleksu
DHFR-TS wydajg si¢ zawieraé w swojej budowie jedynie fosfotyrozyne. Sam proces
tworzenia kompleksu scharakteryzowano za pomocg parametréw kinetycznych
(m.in. stalej dysocjacji bialek oraz energii stabilizacji kompleksu), uzyskujgc zbiezne wartosci
parametrow okreslonych technika mikrotermoforezy (MST) i mikrowagi kwarcowej
z monitorowaniem dyssypacji energii (QCM-D). Analizujac dane uzyskane obydwiema
technikami wyznaczono stosunek molowy obu enzyméw w kompleksie oraz rodzaj
laczacych bialka oddzialywan miedzyczasteczkowych. Opisano pozytywng kooperacj¢
wigzania DHFR do TS, a takze dowiedziono koniecznosci zachodzenia zmian
konformacyjnych niezbednych do powstania kompleksu DHFR-TS. Dodatkowo,
wykorzystujac metode Far-Western blot, wykazano brak oddzialywan pomiedzy parami
DHFR i SHMT oraz TS i SHMT, przy rownoczesnym zachodzeniu interakcji
miedzy kompleksem DHFR-TS a SHMT.



Prowadzac badania na liniach komérkowych potwierdzono powstawanie kompleksu
DHFR-TS bezposrednio w komérkach ludzkich. Obydwa enzymy wyznakowano
immunocytochemicznie fluoroforami i okreslono ich rozmieszczenie oraz kolokalizacje
w kompartmentach komérkowych z uzyciem mikroskopii konfokalnej. Uzyskane wyniki
wykazaty roznice w lokalizacji DHFR, TS i ich kompleksu w komérkach prawidtowych
i nowotworowych. Co wigcej, przedstawiono wplyw inhibitorow (5-fluorouracylu
i metotreksatu) na rozmieszczenie obu bialek i ich kolokalizacje w komérkach raka
jelita grubego. Wykazano istnienie znaczacych réznic pomiedzy komérkami kontrolnymi
i traktowanymi inhibitorami, wigzacych si¢ w szczegoélnosci z wystepowaniem kompleksu
DHFR-TS w jadrze. Jednoczenie wskazano potencjalne znaczenie kompleksu DHFR-TS
jako celu terapeutycznego w leczeniu choréb nowotworowych. Doniesienia literaturowe
wigzaly zwigkszong przezywalnos¢ chorych na raka jelita grubego leczonych
5-fluorouracylem z obserwowanym obnizeniem poziomu TS w jadrze komorkowym.
Niniejsza praca jako pierwsza wyraznie pokazuje obnizenie poziomu kompleksu TS z DHFR
w jadrze, znaczgco przewyzszajace procentowy spadek ilosci samej TS w rozpatrywanym
kompartmencie. Na podstawie dostgpnych struktur krystalograficznych pierwotniaczych
enzymow  bifunkcyjnych stworzono molekularny model ludzkiego kompleksu,
ktorego analiza potwierdzita mozliwos¢ projektowania zwiazkéw chemicznych wiazacych sie
z powierzchnig oddziatywania DHFR i TS. Zaburzanie procesu powstawania
lub destabilizacja juz utworzonego kompleksu moze by¢ odpowiednim kierunkiem
poszukiwania nowych chemioterapeutykéw i odpowiedzia na wzrastajacy problem
lekoopornosci.

Przedstawione wyniki badan realizuja wszystkie postawione w przedfozonej pracy cele
naukowe, wskazujac jednoczesnie nowy kierunek poszukiwarn lekow
przeciwnowotworowych. Wiedza zdobyta dzigki przeprowadzonym badaniom zostala
udostepniona W  postaci dwoéch artykuléw w czasopismach z listy filadelfijskiej
oraz zaprezentowana na czterech migdzynarodowych i trzech krajowych konferencjach

naukowych.
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