dr Aleksandra Matgorzata Rodacka Autoreferat (Zatgcznik 3a)

Autoreferat

1. Imieinazwisko: Aleksandra Matgorzata Rodacka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz
tytutu rozprawy doktorskiej.

Doktor nauk biologicznych Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego,
listopad 2004 r.
Dyscyplina: biofizyka Tytut  rozprawy doktorskiej: ,Radiacyjna inaktywacja

wybranych dehydrogenaz pod nieobecnosé¢ i w obecnosci
albuminy lub hemoglobiny”

Promotor: prof. dr hab. Mieczystaw Puchata

Magister biologii Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu todzkiego,
czerwiec 1999r.

Tytut rozprawy magisterskiej: ,Wptyw idarubicyny (IDA)
i aldehydu glutarowego na wtasciwosci erytrocytow cztowieka”

Promotor: prof. dr hab. Zofia Jézwiak

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Adiunkt (2005 - obecnie) Zaktad Radiobiologii, Katedra Biofizyki Molekularnej, Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £édzki, t6dz

Asystent (2002 - 2005) Zaktad Radiobiologii, Katedra Biofizyki Molekularnej, Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £odzki, tédz

Doktorantka (1999 — 2004) Uczestnik Studium Doktoranckiego Cytogenetyki, Genetyki
Molekularnej i Radiobiologii

4. 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.):



dr Aleksandra Matgorzata Rodacka Autoreferat (Zatgcznik 3a)

A) Tytut osiggniecia naukowego:

»Wpltyw reaktywnych form tlenu na funkcje i strukture wybranych
dehydrogenaz. Ocena antyoksydacyjnych wtasciwosci tironu i pochodnych
stilbenu w badanych procesach”

Powyzisze osiggniecie naukowe zostato udokumentowane w formie cyklu publikacji.
Oswiadczenie wspétautora publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego i kopie
publikacji habilitanta zawarte sg w Zataczniku 5 (oswiadczenia wspdtautoréw) i 6 (katalog
z kopiami publikaciji).

B) Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego:
Prace oryginalne:

1. Rodacka A. 2015. The effect of radiation-induced reactive oxygen species (ROS) on the
structural and functional properties of yeast alcohol dehydrogenase (YADH). International
Journal of Radiation Biology, DOI: 10.3109/09553002.2015.1106022, IF(2014) - 1,687;
MNiSW — 35.

2. Rodacka A, Strumillo J, Serafin E, Puchala M. 2015. Analysis of Potential Binding Sites of 3,5,4'-
Trihydroxystiloene  (Resveratrol) and trans-3,3',5,5'-Tetrahydroxy-4'-methoxystilbene
(THMS) to the GAPDH Molecule Using a Computational Ligand-Docking Method: Structural
and Functional Changes in GAPDH Induced by the Examined Polyphenols. The Journal of
Physical Chemistry B, 119 (30), 9592-9600. IF - 3,302; MNiSW — 30.

3. Rodacka A, Strumillo J, Serafin E, Puchala M. 2014. Effect of Resveratrol and Tiron on The
Inactivation of Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase Induced by Superoxide Anion
Radical. Current Medicinal Chemistry, 21 (8), 1061-1069. IF — 3,853; MNiSW — 40.

4. Rodacka A, Serafin E, Bubiniski M, Krokosz A, Puchala M. 2012. The influence of oxygen on
radiation-induced structural and functional changes in glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase and lactate dehydrogenase. Radiation Physics and Chemistry, 81, 807-815.
IF-1,375; MNiSW — 25.

5. Rodacka A, Serafin E, Puchala M. 2010. Efficiency of superoxide anions in the inactivation
of selected dehydrogenases. Radiation Physics and Chemistry, 79, 960-965. IF — 1,132;
MNiSW — 25.

6. Kowalczyk (Rodacka) A?, Puchala M, Wesolowska K, Serafin E. 2007. Inactivation of alcohol
dehydrogenase (ADH) by ferryl derivatives of human hemoglobin. Biochimica et Biophysica
Acta, 1774, 86-92. IF — 3.078; MNiSW - 30.

Prace przeglagdowe:

7. Rodacka A, Gerszon J, Puchata M. 2014. Biologiczne znaczenie oksydacyjnych modyfikacji reszt
cysteinowych w biatkach na przyktadzie dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego.
Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, 68, 280-290. IF — 0,573; MNiSW — 15.

1 W 2008 roku zmienitam nazwisko z ,,Kowalczyk” na ,,Rodacka”
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8. Rodacka A. 2013. Witasciwosci i réznorodnos$¢ funkcjonalna dehydrogenazy aldehydu
3-fosfoglicerynowego. Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, 67, 775-789. IF - 0,633;
MNiSW - 15.

taczny wspotczynnik oddziatywania dla tych prac IF = 15,633; MNiSW = 215.

C) Omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Do badan przedstawionych w niniejszym osiggnieciu naukowym wybratam trzy enzymy
nalezgce do klasy oksydoreduktaz: dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH),
dehydrogenaze mleczanowy (LDH) oraz dehydrogenaze alkoholowg (ADH). Wybrane
dehydrogenazy wykazuja duze podobienstwo w strukturze m.in. majg zblizone masy
czgsteczkowe, wystepujg w postaci homotetramerdw, posiadajg niemal identyczng objetos¢
i gestos¢ molekularng czgsteczki. Powierzchnia czgsteczki GAPDH i LDH jest niemal taka sama,
nieco wiekszg powierzchnie posiada ADH (tabela |) (Rodacka i wsp. 2010). Pomimo znacznego
podobienstwa, réznig sie wrazliwoscig na dziatanie czynnikdéw utleniajacych takich jak: produkty
radiolizy wody (Kowalczyk i wsp. 2008; Rodacka i wsp. 2010; Rodacka i wsp. 2012), rodniki
biatkowe (Kowalczyk wsp. 2008; Morgan i wsp. 2002; Miura i wsp. 1995, 1997).

Tabela |. Pordwnanie wybranych parametréw struktury badanych dehydrogenaz (na podstawie
Protein Data Bank, Rodacka i wsp. 2010, 2012)

L Liczba reszt
Biatko i jego Liczba aminokwaséw | powierzchnia Objetosc Gestodl aminokwaséw
pochodzenie, w podjednostce, 2 czasteczki qstosc zawierajgcych siarke
kod w PDB (masa czasteczkowa) czasteczki (A ) (A3) molekularna oraz aminokwaséw
cyklicznych
GAPDH z 332 reszty Cys: 4; Trp: 3; Tyr: 9
mieéni krélika aminokwasowe 39702 103944 1,37 Phe: 14; Met:9;
PDB kod: 1J0X (142,6 kDa) His:11: Pro:11;
LDH z miesni 331 reszty Cys: 5; Trp: 6; Tyr: 7
krélika aminokwasowe 39742 107241 1,36 Phe:7; Met:9; His: 11;
PDB kod: 3H3F (145,72 kDa) Pro: 10;
ADH z drozdzy 347 reszty Cys:8; Trp: 5; Tyr: 14;
PDB kod: aminokwasowe 43577 106967 1,37 Met: 6; His:13;
4We6z (147,4 kDa) Pro:13

W komarce nie wszystkie biatka sg w jednakowym stopniu narazone na dziatanie stresu
oksydacyjnego. Wynika to m.in. z miejsca ich wystepowania, podatnosci na dziatanie czynnikdéw
oksydacyjnych, dostepnosci zwigzkdw redukujacych (np. glutationu). Jednym z najbardziej
wrazliwych biatek na oksydacyjne i nitrozylacyjne modyfikacje jest dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego. GAPDH uwazana jest za jedng z gtéwnych tarcz dla czynnikow
utleniajgcych (Hara i wsp. 2006; Hwang i wsp. 2009; Hildebrandt i wsp. 2014). Zaliczana jest do
tzw. enzymdw metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping enzyme) czyli takich, ktore
zaangazowane sg W procesy najistotniejsze dla przezycia komorki i ulegajgce ekspres;ji
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na stosunkowo statym, niezmiennym poziomie w wiekszosci tkanek organizmu. Zaréwno
w komérkach eukariotycznych jak i prokariotycznych wystepuje w bardzo duzych stezeniach,
stanowigc 10-20% catkowitej zawartosci biatek komdrkowych. Najwyzsze stezenie GAPDH jest
w tych komédrkach gdzie zachodzi intensywny proces glikolityczny np. u krélika najwiecej
GAPDH wystepuje w komodrkach miesni szkieletowych (ponad 10% wszystkich biatek
cytoplazmatycznych), dwukrotnie mniej w komdrkach miesni sercowych, czterokrotnie mniej
w komodrkach watroby, moézgu i nerkach (Seidler 2013; Rodacka i wsp. 2014).

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego jest biatkiem wielofunkcyjnym, oprécz
udziatu w szlaku glikolitycznym uczestniczy w wielu niezaleznych procesach takich jak: fuzja bton
plazmatycznych i jadrowych, tworzenie cytoszkieletu, powstawanie i transport pecherzykdéw
sekrecyjnych, kontrola ekspresji gendw na etapie translacji i transkrypcji, utrzymanie
integralnosci DNA. Ponadto w wyniku S-nitrozylacji reszty cysteinowej wystepujgcej w centrum
aktywnym, GAPDH w kompleksie z ligazg Siah 1 moze przemieszczac sie z cytoplazmy do jadra
komdrkowego i aktywowac procesy apoptotyczne (Rodacka 2013; Rodacka i wsp. 2014; Sirover
2011; Sen i wsp. 2008, 2009; Hara i wsp. 2005; Seidler 2013).

W komérkach ssakéw dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego wystepuje gtdwnie
w postaci homotetrameru, rzadziej homodimeru i monomeru. Aktywny katalitycznie jest
jedynie enzym w postaci tetrameru (rys. 1A).
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Rys. 1. Struktura GAPDH cztowieka. A) Struktura czgsteczki GAPDH z wbudowanym koenzymem NAD* (kazdag
z czterech podjednostek zaznaczono innym kolorem). B) Struktura monomeru z wbudowanym koenzymem
i z zaznaczonymi aminokwasami wystepujgcymi w centrum katalitycznym bezposrednio zaangazowanymi w reakcje
przeksztatcania aldehydu 3-fosfoglicerynowego do 1,3-bisfosfoglicerynianu: Cys 152 (C152), His 179 (H179) oraz
Arg 234 (R234). Dodatkowo, kolorem zielonym zaznaczono pofatdowanie Rossmanna. Grafika wykonana zostata
z wykorzystaniem systemu wizualizacji Chimera VSCF na podstawie krystalograficznej struktury ludzkiej GAPDH;
PDB ID 1zng (na podstawie Rodacka 2013).

Podjednostka enzymu z miesni krdlika ztozona jest z pojedynczego tancucha
polipeptydowego zbudowanego z 332 reszt aminokwasowych. W reakcje katalizy bezposrednio
zaangazowane sg dwie reszty aminokwasowe: reszta cysteinowa w pozycji 149 (Cys 149) oraz

reszta histydyny w pozycji 176 (His 176). Dodatkowo taricuch boczny reszty argininy w pozycji
4



dr Aleksandra Matgorzata Rodacka Autoreferat (Zatgcznik 3a)

231 (Arg 231) utatwia wigzanie substratu i uwalnianie produktu reakcji. W zaleznosci od
pochodzenia enzymu pozycje wyzej wymienionych aminokwaséw mogg sie rézni¢ np. w GAPDH
cztowieka jest to Cys 152, His 179 oraz Arg 234 (rys. 1B, Rodacka 2013).

W czgsteczce GAPDH aminokwasem najbardziej wrazliwym na oksydacyjne modyfikacje
jest wystepujgca w centrum katalitycznym Cys 149. Oddziatuje ona z dodatnio natadowanymi
resztami aminokwasowymi takimi jak His 176, Arg 231, Liz 194 oraz 214 co sprawia, ze posiada
niskie pKs, okoto 5,4 (Morgan i wsp. 2002). Oznacza to, ze w warunkach fizjologicznych
wystepuje w postaci anionu tiolanowego. Reszty cysteinowe w formie zjonizowanej sg znacznie
bardziej reaktywne niz formy uprotonowane i tatwo ulegajg utlenieniu do kwaséw sulfenowych.
Moga takze ulegac S-tiolacji, S-nitrozylacji lub tworzy¢ wewnatrz- lub miedzyczasteczkowe
mostki disiarczkowe (Rodacka i wsp. 2014). Z analizy struktury krystalograficznej wynika,
ze reszta Cys 149 wystepuje blisko powierzchni czgsteczki, w hydrofilowym otoczeniu.
Jest dostepna dla rozpuszczalnika co oznacza, ze moze fatwo wchodzi¢ w reakcje
z niskoczgsteczkowymi zwigzkami, takimi jak: S-nitrozoglutation, jodoacetamid, DTNB.

Wiele danych literaturowych wskazuje na udziat GAPDH w patofizjologii choréb
neurodegeneracyjnych. Wykazano m.in. ze dehydrogenaza jest jednym 1z gtédwnych
komponentéow ptytek amyloidowych i splotéw neurowtdkienkowych oraz ciat Lewy'ego
w tkankach mdzgu pobranych posmiertnie od oséb ze zdiagnozowana chorobg Alzheimera
i Parkinsona (Wang i wsp. 2005; Cumming i wsp. 2005). Najnowsze badania wykazaty, ze
powstajgce w nastepstwie stresu oksydacyjnego agregaty GAPDH przyspieszajg
amyloidogeneze peptydéw amyloidu beta co w konsekwencji prowadzi do $mierci komorki
(Itakura i wsp. 2015).

Drugim badanym przeze mnie enzymem byta dehydrogenaza alkoholowa pochodzaca
z drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Rozni sie od GAPDH i LDH tym, iz jest metaloproteing.
W kazdej podjednostce wystepujg dwa jony cynku (rys. 2).

Rys. 2. Lokalizacja jondw cynku w czgsteczce ADH. A — jon cynku zlokalizowany w centrum aktywnym enzymu
tworzy kompleks z Cys 43, Cys 153, His 66 oraz z 2,2,2-trifluoroethanol (TFE). TFE stabilizuje kompleks
w krystalicznej strukturze ADH. B — jon cynku tzw. ,strukturalny”, tworzy kompleks z Cys 97, Cys 100, Cys 103, Cys
111 (na podstawie Rodacka 2015).
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Jeden z jondw Zn znajduje sie w centrum katalitycznym enzymu. Skompleksowany jest z
dwiema resztami cysteinowymi (Cys 43 i 153) i jedng resztg histydynowq (His 66) tworzac
charakterystyczny dla wielu biatek motyw Zn1Cys2His1. Drugi jon cynku w podjednostce ADH
tworzy wigzania koordynacyjne z czterema resztami cysteinowymi (Cys 97, 100, 103 and 111),
ma zasadnicze znaczenie w utrzymaniu trzecio- i czwartorzedowej struktury biatka (Auld i wsp.
2008; Rodacka 2015).

Biatka posiadajgce motyw ZniCysyHis1 lub ZniCys;His; odgrywajg wazng role
w oddziatywaniach biatko-biatko oraz biatko-DNA. Zaliczamy do nich wiele biatek wigzacych
DNA, w tym wiele czynnikéw transkrypcyjnych, biatek regulatorowych, enzymdw naprawczych
DNA. Aktywnos¢ katalityczna oraz integralnos¢ centrum aktywnego w ADH zalezy od stanu
oksydacyjno-redukcyjnego reszt cysteinowych wystepujgcych w tym obszarze. W fizjologicznym
pH reszty te stosunkowo fatwo ulegajg utlenieniu gdyz wystepujag w formie zjonizowanej
(ich wartosc¢ pK, zwykle jest ponizej 7). Utlenienie reszt cysteinowych w centrum katalitycznym
ADH prowadzi do utraty funkcji katalitycznych oraz nieodwracalnego uwolnienia jonéw cynku
(Auld i Bergman 2008; Men i Wang 2007;Cook i wsp. 2012).

Trzecim badanym enzymem byta dehydrogenaza mleczanowa pochodzgca z miesni
krélika. Enzym ten wystepuje we wszystkich komdrkach oraz ptynach ustrojowych ssakéw. Jego
czasteczki sg tetramerami ztozonymi z réznych kombinacji dwéch podjednostek: podjednostki
H tzw. sercowej i podjednostki M tzw. miesniowej. Obie podjednostki sg podobne pod
wzgledem struktury, a ich sekwencja aminokwasowa pokrywa sie w 75%. Rdznig sie
wiasciwosciami katalitycznymi. Podjednostka M preferencyjnie bierze udziat w reakcji
przemiany pirogronianu do mleczanu, natomiast podjednostka H uczestniczy w reakgji

odwrotnej. W miesniach i w watrobie wystepuje izoenzym ztozony z czterech identycznych
podjednostek typu M. Podjednostka LDH pochodzgca z miesni krdlika ztozona jest z 331 reszt
aminokwasowych.

Rys. 3. Struktura centrum aktywnego LDH z wbudowanym koenzymem i z zaznaczonymi aminokwasami
wystepujgcymi w centrum katalitycznym (grafika wykonana zostata z wykorzystaniem systemu wizualizacji Chimera
VSCF na podstawie krystalograficznej struktury LDH krdlika; PDB ID 3H3F).
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W reakcje katalizy bezposrednio zaangazowana jest reszta histydyny w pozycji 192
(His 192), ktdra jest donorem protonu w reakcji przeksztatcania pirogronianu do mleczanu
i razem z resztg argininy w pozycji 105 (Arg 105) ma zasadnicze znaczenie w wigzaniu substratu.
Dodatkowo reszta kwasu asparaginowego w pozycji 165 (Asp 165) oraz reszta argininy w pozycji
168 (Arg 168) utrzymujg kompleks enzym-substrat (rys. 3, Dempster i wsp. 2014).

Duza zawartos¢ biatek w komérce oraz wysoka reaktywnos¢ z wiekszoscig czynnikéw
utleniajacych skutkuje tym, iz w warunkach stresu oksydacyjnego, ale takze w warunkach
fizjologicznych to wtasnie biatka w najwiekszym stopniu ulegaja uszkodzeniom (Du i Gebicki
2004; Gebicki 2006; Davies 2005). Oksydacyjne uszkodzone biatka moga by¢ zaréwno przyczyna,
jak konsekwencjg rozwoju wielu choréb m.in. choroby Alzheimera, choroby Parkinsona,
cukrzycy, miazdzycy, zaémy (Beal i wsp. 2002; Stadtman 2001; Butterfield i wsp. 2011). Ponadto
odktadanie sie oksydacyjnie zmodyfikowanych biatek jest $cisle zwigzana z procesami starzenia
(Stadtman 2001, 2004; Grimm i wsp. 2011).

Celem pracy byto okreslenie, ktére cechy strukturalne badanych biatek warunkujg ich
wrazliwos¢ na uszkodzenia i utrate aktywnosci pod wptywem reaktywnych form tlenu. Ponadto
celem pracy bylo okreslenie wptywu niskoczasteczkowych zwigzkéw o potencjalnych
wtasciwosciach antyoksydacyjnych na wtasciwosci funkcjonalne i wybrane parametry struktury
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego.

Uzyskane rezultaty mogg byé pomocne w przewidywaniu podatnosci na wolnorodnikowg
inaktywacje innych enzymow bez koniecznosci szczegdétowych badan oraz mogg pozwoli¢ na
takie modyfikacje strukturalne biatek metodami inzynierii genetycznej i chemicznej, aby
charakteryzowaty sie mniejszg podatnoscia na wolnorodnikowg denaturacje. Wskazanie
niskoczgsteczkowych zwigzkéw efektywnie chronigcych biatka przed uszkodzeniami moze miec
duze znaczenie w prewencji i leczeniu wielu chordb, w powstawaniu i przebiegu ktdrych istotng
role odgrywajg oksydacyjne modyfikacje biatek, w tym chordb neurodegeneracyjnych.

Reaktywne formy tlenu (RFT) generowatam radiacyjnie przy uzyciu aparatu
rentgenowskiego lub chemicznie w reakcji ksantyny z oksydazg ksantynowg. Pomiary
wykonywatam metodami spektroskopii absorpcyjnej, fluorescencji, spektroskopii dichroizmu
kotowego (CD) oraz elektroforetycznego rozpraszania $wiatfa (potencjat zeta). Przeprowadzitam
rozdziaty elektroforetyczne (SDS-PAGE). Dodatkowo badania eksperymentalne we wspodtpracy
z dr Eligiuszem Serafinem uzupetniono o analize bioinformatyczng (computational molecular-
docking study).

Badania prowadzone w ramach osiggniecia naukowego obejmowaty nastepujace tematy:

1. Ustalenie mechanizmu radiacyjnej inaktywacji badanych dehydrogenaz oraz
okreslenie efektywnosci produktéw radiolizy wody ('OH, 02", H.02) w tym
procesie

Inspiracjay do podjecia badan wyzej opisanych dehydrogenaz bylo rézna ich
promienioczutos¢, pomimo znacznego podobieAstwa budowy. Najbardziej podatna na

radiacyjna inaktywacje byta dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (rys. 4). Radiacyjna
wydajno$¢ procesu inaktywacji wynosita Ginak=0,0178 umolJt. Mniej podatna byta
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dehydrogenaza alkoholowa (Ginak. = 0,0119 pmol J1). Najmniejsza podatno$¢ na dziatanie
produktéow radiolizy wody wykazywata dehydrogenaza mleczanowa (Ginak= 0,0029 pumol J2)
(tabela 1ll) (Rodacka i wsp. 2010).

Relative activity [%]

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14
Dose [kGy]

Rys. 4. Zalezno$¢ wzglednej aktywnos$é GAPDH, ADH i LDH od dawki promieniowania jonizujgcego (zmodyfikowano
na podstawie Rodacka i wsp. 2010).

W wyniku radiolizy wody generowane s3g reaktywne formy tlenu, takie ktére powstaja
takze w zywych organizmach na skutek proceséw biochemicznych, zwtaszcza tych zwigzanych
z oddychaniem. W celu okreslenia efektywnosci produktéw radiolizy wody w inaktywacji
badanych enzymdéw pomiary aktywnosci wykonywatam w czterech uktadach eliminujac kolejno
poszczegdlne produkty. Podczas napromieniowania roztworéw w atmosferze powietrza (uktad
1) gtéwnymi produktami radiolizy wody w pH 7 s3: "OH, 02" i H20,2. W tym uktadzie na aktywnos¢
enzymu wptyw miaty wszystkie ww. reaktywne formy tlenu. W celu usuniecia rodnikéw
hydroksylowych do uktadu Il dodatam alkohol (mannitol). W reakcji mannitolu z "OH powstaty
stosunkowo mato reaktywne rodniki mannitolowe. Anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek
wodoru usunetam w kolejnych uktadach dodajgc, oprécz mannitolu, dysmutaze ponadtlenkowa
(SOD) oraz katalaze (ukfad Il i IV). Przed produktami w poszczegélnych uktadach podatam
radiacyjno-chemiczng wydajnos$é w umol J2.

Uktad | Enzym - 0,28 ‘OH+0,34 O, + 0,07 H20;
Ukfad Il Enzym + Mannitol - 0,34 0> + 0,07 H20; + 0,28 Man(0,)
Uktad Il Enzym + Mannitol + SOD - 0,24 H,0, + 0,28 Man(0y)’

Uktad IV Enzym + Mannitol + SOD + Katalaza - 0,28 Man(0,)’

Na podstawie radiacyjnych wydajnosci poszczegdélnych produktdw oraz poziomu
inaktywacji enzyméw w danym uktadzie eksperymentalnym obliczytam efektywnosc
reaktywnych form tlenu oraz rodnika mannitolowego w inaktywacji badanych dehydrogenaz
(tabela ).
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Tabela II. Efektywnos$¢ reaktywnych form tlenu generowanych radiacyjnie oraz rodnika
mannitolowego w inaktywacji badanych dehydrogenaz (na podstawie publikacji Rodacka i wsp.
2010).

Czynnik utleniajacy GAPDH ADH LDH
‘OH 0,0402 0,0350 0,0096
0, 0,0166 0,0059 0,0005
H:0; 0,0132 0,0017 0,0003
Man(0,) 0,0058 0,0011 0,0001

Efektywnos¢ (f) obliczono ze wzoru: Ginae=2 fi x G; gdzie fi oznacza efektywnosé¢ w inaktywacji i-tego produktu, G; jest to
wydajnosé radiacyjno-chemiczna i-tego produktu, np. dla I uktadu:
Ginact.= for X Goon +Hoz X Goz-+Hzo2 X Gheoe = fon % 0,28 + for- % 0,34 + fiz02 x 0,07

Wiadomo, iz rodnik hydroksylowy jest najskuteczniejszy w radiacyjnych uszkodzeniach
zwigzkoéw organicznych. Jego oddziatywanie z biatkami i peptydami charakteryzuje sie bardzo
wysokimi statymi szybkosci reakcji rzedu 10°-10*! M-1s?! (Buxton i wsp. 1988). Rodnik "OH
najskuteczniej inaktywowat badane dehydrogenazy, jednak jego efektywnos¢ w inaktywacji
badanych enzymow znacznie sie réznita. Najwiekszg efektywnos¢ wykazywat w stosunku do
GAPDH (0,0402), nastepnie ADH (0,0350). W najmniejszym stopniu wptywat na aktywnos¢ LDH
(0,0096). Wpykazatam takze znaczng efektywnos$é¢ anionorodnika ponadtlenkowego
w inaktywacji przede wszystkim GAPDH, ale takze ADH. Anionorodnik nie wptywa natomiast
znaczgco na aktywnos$é LDH. W pracach wielu autoréw pomijano bezposredni wptyw
anionorodnika ponadtlenkowego na uszkodzenia struktury i zmiany w funkcjonowaniu biatek.
Podobnie jak nadtlenek wodoru, O~ postrzegany byt gtdéwnie jako prekursor bardziej
reaktywnych gatunkéw rodnikowych takich jak "OH, ONOO (Gebicki 2006; Bielski i Cabelli 1995;
Schussler i Puchala 2004). Oszacowatam, ze efektywnos$é O2” w inaktywacji GAPDH byta jedynie
2,4 razy mniejsza od efektywnosci rodnika hydroksylowego. Skuteczno$¢ anionorodnika
ponadtlenkowego w inaktywacji GAPDH i ADH potwierdzitam w innych uktadach
eksperymentalnych, w ktérych O,” generowatam chemicznie w reakcji ksantyny z oksydaza
ksantynowa. Podobnie jak we wcze$niej opisanych badaniach O™ inaktywowat GAPDH i ADH,
nie wptywat natomiast znaczgco na aktywnosé LDH (Rodacka i wsp. 2010, 2014, 2015). Sposrod
badanych dehydrogenaz nadtlenek wodoru i rodniki mannitolowe efektywnie inaktywowaty
GAPDH, w niewielkim stopniu ADH i praktycznie nie powodowaty inaktywacji LDH (tabela Il).

Znaczna efektywnos¢ anionorodnika ponadtlenkowego w inaktywacji GAPDH i ADH
zwigzana jest z wystepowaniem w centrum katalitycznym obu enzymow reszt cysteinowych.
Wykazano, ze spo$réd aminokwasdéw najbardziej podatnych na utlenianie przez O2™ sg grupy
tiolowe (m.in. Winterbourn i Hampton 2008; Houée-Levin i Bobrowski 2013). Anionorodnik
ponadtlenkowy charakteryzuje sie stosunkowo dtugim okresem péftrwania i stosunkowo niskg
reaktywnoscig z wiekszoscig reszt aminokwasowych. Nawet jesli powstanie w miejscu
oddalonym od centrum aktywnego enzymu to moze do niego przedyfundowac. W konsekwencji
moze spowodowac znaczng inaktywacje enzymow.

Przeprowadzitam badania, ktére pozwolity mi ustali¢ mechanizm radiacyjnej inaktywacji
badanych enzymow oraz wskazac cechy struktury w najwiekszym stopniu odpowiadajace za
rézng ich promienioczuto$¢. Dwie sposrdd badanach dehydrogenaz tj. GAPDH i ADH s3
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enzymami tiolo-zaleznymi tzn. ich aktywnos¢ zalezy od stopnia utlenienia reszt cysteinowych
w centrum aktywnym. W dehydrogenazie mleczanowej w obszarze centrum katalitycznego nie
wystepujg reszty cysteinowe, a w reakcje katalizy bezposrednio zaangazowana jest gtéwnie
reszta histydyny w pozycji 192. W zwigzku z tym sprawdzitam jak zmienia sie zawarto$¢ wolnych
grup SH reszt cysteinowych i jaki ma to wptyw na aktywnos¢ enzymatyczng badanych
dehydrogenazach poddanych dziataniu reaktywnych form tlenu generowanych radiacyjnie
(Rodacka i wsp. 2012; Rodacka 2015). Najwyzszg inaktywacje i utlenianie reszt cysteinowych
obserwowatam w GAPDH napromieniowanej w atmosferze powietrza. Proces ten przebiega
dwuetapowo. Przy najnizszej zastosowanej dawce (0,11 kGy) obserwowatam gwattowny spadek
zawartosci grup SH oraz znaczng inaktywacje enzymu. Przy utlenieniu ok. 25% reszt
cysteinowych (tj. ok. 4 reszty) aktywnos¢ enzymu spadta do ok. 40% w stosunku do aktywnosci
enzymu nie poddanego napromieniowaniu (kontrola). Nieco mniejszy efekt obserwowatam po
napromieniowania GAPDH w atmosferze podtlenku azotu, pomimo iz w tych warunkach
generowane byto dwukrotnie wiecej rodnikéw hydroksylowych niz podczas napromieniowania
roztworéw w atmosferze powietrza. Na podstawie analizy usytuowania reszt cysteinowych
w GAPDH przeprowadzong z wykorzystaniem programéw i narzedzi bioinformatycznych
(program Swiss-PBD Viewer DeepView) stwierdzitam, ze w pierwszej kolejnosci utlenieniu
ulegajg grupy SH reszt cysteinowych usytuowanych blisko powierzchni czasteczki,
w hydrofilowym otoczeniu. W czgsteczce GAPDH jest to reszta w pozycji 281 oraz reszta
usytuowana w centrum aktywnym (Cys 149). W LDH poddanej dziataniu produktéw radiolizy
wody obserwowatam znacznie mniejsze zmiany struktury i funkcji niz w GAPDH. Enzym
napromieniowany w atmosferze powietrza dawka 0,11 kGy zachowat aktywnos$¢ w ok. 75%, nie
obserwowatam znaczgcego utleniania reszt cysteinowych. Wieksze zmiany odnotowatam po
napromieniowaniu LDH w atmosferze podtlenku azotu. Przy dawce 0,11 kGy aktywnos¢ enzymu
obnizyta sie do ok. 60%, utlenieniu ulegto ok. 5% reszt cysteinowych w czgsteczce (ok. 1 reszta).
Analiza struktury przeprowadzona za pomocg programow bioinformatycznych wykazata, ze
reszty tiolowe w czgsteczce LDH usytuowane sg w giebszych, hydrofobowych obszarach
czgsteczki. Ich utlenienie zachodzi dopiero wtedy gdy dojdzie do czesciowego rozfatdowania
czgsteczki enzymu. Dzieki oznaczeniom przeprowadzonym w preparatach napromieniowanych
w atmosferze powietrza oraz w atmosferze podtlenku azotu mogtam oceni¢ wptyw tlenu
czgsteczkowego na stopien radiacyjnych uszkodzern GAPDH i LDH. W przypadku dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego wieksza inaktywacja oraz utlenianie grup SH zachodzita w
atmosferze powietrza niz w podtlenku azotu. Przeciwng tendencje obserwowatam dla LDH.
Wynika z tego, ze GAPDH jest bardziej podatna na uszkodzenia wywotane dziataniem
anionorodnika ponadtlenkowego i powstajgcych nadtlenkéw/wodoronadtlenkéw biatkowych
niz LDH. Potwierdzajg to moje wczes$niejsze badania, na podstawie ktérych oszacowatam, ze
02" jest jedynie 2,4 razy mniej efektywny w inaktywacji GAPDH niz rodnik "OH. Efektywnos$¢
anionorodnika w inaktywacji LDH jest minimalna (Rodacka i wsp., 2010). Potwierdza to rezultaty
uzyskane w pracy innych autoréw, ktérzy wykazali, ze wodoronadtlenki peptyddéw i biatek
inaktywujg GAPDH, natomiast nie wptywajg na aktywnos¢ LDH (Morgan i wsp. 2002).
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Tabela Ill. Wydajnosci radiacyjnej inaktywacji, utleniania reszt cysteinowych, destrukcji reszt
tryptofanowych oraz tworzenia wodoronadtlenkéw w GAPDH, LDH i ADH (na podstawie prac:
Rodacka wsp. 2010, 2012 oraz Rodacka 2015).

G [umol J1]

Enzymy — -
Aktywnos¢ Grupy -SH Tryptofan Wodoronadtlenki

0,363 (I frakcja) ® b b

GAPDH 0,0178 ¢ b 0,037 0,050
0,024 (Il frakcja)
ADH 0,0119°¢ 0,167 0,055°¢ 0,040°¢
LDH 0,0029°¢ 0,004 ° 0,045°% 0,036°%

9 Dane z pracy Rodacka i wsp. 2010.

b Dane z pracy Rodacka i wsp. 2012. Wydajnos¢ radiacyjnego utleniania reszt cysteinowych i destrukcji reszt
tryptofanowych w GAPDH i LDH obliczytam na podstawie wartosci k (k=1/Ds7) zamieszczonych w publikacji.

¢ Dane z pracy Rodacka 2015.

W ADH poddanej napromieniowaniu w atmosferze powietrza wraz ze wzrostem
inaktywacji enzymu obserwowatam stopniowe utlenienie grup SH oraz uwalnianie jonéw cynku.
Utracie aktywnosci ADH w ok. 25% towarzyszyto utlenienie 1 reszty cysteinowej oraz uwolnienie
jednego jonu cynku w przeliczeniu na monomer biatka. Swiadczy, to o tym iz pod wptywem
produktow radiolizy wody w pierwszej kolejnosci utlenieniu ulegajg reszty cysteinowe, zaréwno
w centrum katalitycznym jak i w innych obszarach czasteczki, ktére skompleksowane sg
z atomami cynku. Ma to duze znaczenie dla konformacji biatka gdyz cynk stabilizuje obszar
centrum katalitycznego oraz Il i IV-rzedowq strukture czgsteczki. Prace innych autoréw
wykazaty, ze niektére czynniki utleniajgce (np. H202, HOSCN) dziatajg bardziej selektywnie
i utleniajg grupy SH reszt cysteinowych wystepujgcych w motywie ZnCys;His czyli w obszarze
centrum katalitycznego (Men i Wang 2007; Cook i wsp. 2012).

Zmiany konformacyjne badanych dehydrogenaz poddanych dziataniu reaktywnych form
tlenu badatam na podstawie destrukcji i zmian otoczenia reszt tryptofanowych (Rodacka i wsp.
2012; Rodacka 2015). Reszty te najczesciej wystepujg w hydrofobowym wnetrzu biatka, rzadziej
umiejscowione sg blisko lub na powierzchni czasteczki. Uszkodzenie ich prowadzi do znacznych
zmian struktury biatka. Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego posiada trzy reszty
tryptofanowe w monomerze. Dwie usytuowane sg wewnatrz biatka (hydrofobowe otoczenie)
natomiast reszta Trp 193 wystepuje w powierzchniowych obszarach enzymu (hydrofilowe
otoczenie). W monomerze LDH jest dwukrotnie wiecej reszt tryptofanowych niz w GAPDH,
cztery reszty potozone sg wewnatrz czgsteczki, natomiast dwie w zewnetrznych jej obszarach
(Trp 147 i 323). W ADH wystepuje 5 reszt Trp, z ktérych cztery wewnatrz czgsteczki, natomiast
jednareszta (Trp 50) praktyczne na powierzchni czgsteczki. Skutkiem dwukrotnie wiekszej liczby
reszt Trp eksponowanych na powierzchni czgsteczki LDH (w hydrofilowym otoczeniu) jest
przesuniecie maksimum emisji fluorescencji o 10 nm w strone fal dtuzszych w poréwnaniu
z GAPDH i ADH (Rodacka i wsp. 2012; Rodacka 2015). Pod wptywem produktéw radiolizy wody
generowanych w atmosferze powietrza destrukcja reszt tryptofanowych zachodzi w niewielkim
stopniu w badanych enzymach. Najwiekszg wydajnos¢ procesu destrukcji Trp wyznaczytam dla
ADH (0,055 umol J1), nastepnie dla LDH (0,045 umol J) i GAPDH (0,037 pumol J!) (Rodacka
2015; Rodacka i wsp. 2012). Dla poréwnania, dla dawki 0,2 kGy destrukcji ulega srednio ok.
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1 reszta tryptofanu w monomerze ADH i GAPDH oraz ok. 1,3 reszty tryptofanu w monomerze
LDH. Na podstawie moich badaA oraz dokfadnych analiz struktury przeprowadzonych
z wykorzystaniem programéw bioinformatycznych moge stwierdzi¢, ze destrukcji ulegaja
gidwnie te reszty, ktdre wystepuja blisko powierzchni czasteczki. Uzyskane rezultaty Swiadczg o
tym, ze ich destrukcja nie wptywa znaczgco na rézng promienioczuto$¢ badanych dehydrogenaz.

Dla ogdlnej oceny zmian konformacyjnych dehydrogenaz poddanych dziataniu
promieniowania jonizujgcego w obecnosci tlenu zastosowatam metode gaszenia fluorescencji
tryptofanowej przy uzyciu akrylamidu (Rodacka 2015). Akrylamid jest obojetnym zwigzkiem,
ktéry moze wnikaé do wnetrza czgsteczki biatka na drodze dyfuzji. W zwigzku z tym moze gasic¢
fluorescencje tryptofanéw zardwno tych wystepujacych blisko powierzchni jak i tych
w gtebszych, hydrofobowych obszarach czasteczki. Wartosci statej Sterna-Volmera (Ksy)
Swiadcza o rdzinej dostepnosci reszt tryptofanowych dla wygaszacza. Pod wptywem
promieniowania jonizujgcego w najwiekszym stopniu zmienita sie konformacja GAPDH. Przy
dawce 235 Gy stata Ksy wzrosta dwukrotnie w pordwnaniu do kontroli, co $wiadczy
o rozfatdowaniu czgsteczki i zwiekszonej efektywnosci gaszenia fluorescencji przez akrylamid.
Znacznie mniejsze zmiany konformacji zachodzity w LDH, stata gaszenia Ksy przy dawce 235 Gy
wzrosta ok. 1,4 razy w stosunku do kontroli (dane prezentowane na konferencji: Rodacka i wsp.
XIV Conference of Polish Biophysics Society, 2010). Odwrotny charakter zmian obserwowatam
dla ADH, wartos¢ Ksy spadata wraz z dawkg promieniowania. W tym przypadku struktura
czasteczki zmienita sie w taki sposdb, ze dostepnos¢ akrylamidu do reszt Trp zmniejszyta sie
(Rodacka 2015). Przy dawce 235 Gy 1z kazdej podjednostki ADH uwolnito sie
ok. 1,8 jondéw cynku. Jak wcze$niej nadmienitam, jony cynku stabilizujg lll i IV rzedowg strukture
czgsteczki. Na podstawie wynikdéw uzyskanych z gaszenia fluorescencji moge wnioskowac, ze
uwolnienie jondw cynku spowodowato powstanie nowych wigzan sieciujgcych wewnatrz
czgsteczki, rezultatem czego jest zmniejszona dostepnosc akrylamidu do reszt tryptofanowych.

Wodoronadtlenki biatek sg gtéwnym produktem reakcji wolnych rodnikéw z biatkami
w obecnosci tlenu (Gebicki i Gebicki, 1993; Peskin i wsp. 2010; Rahmanto i wsp. 2010).
Ustalitam, ze pod wptywem produktéw radiolizy wody najwyisza wydajnos¢ tworzenia
wodoronadtlenkdw jest w czasteczce GAPDH (0,050 umol J), natomiast najnizsza w czasteczce
LDH (0,036 pumol J) (tabela 1ll). W pracach prof. Gebickiego (Gebicki i Gebicki, 1993) wykazano,
ze pod wptywem promieniowania gamma grupy wodoronadtlenkowe preferencyjnie powstajg
na resztach waliny, proliny, leucyny, izoleucyny oraz lizyny. Na podstawie analizy przy uzyciu
programu Swiss-PBD Viewer DeepView wykazatam, ze na powierzchni GAPDH jest o 12 wiecej
takich reszt niz w czasteczce LDH (Rodacka i wsp. 2012).

Przeanalizowatam zmiany zawartosci struktur drugorzedowych badanych dehydrogenaz
poddanych dziataniu promieniowania jonizujgcego w obecnosci tlenu. W najmniejszym stopniu
zmieniata sie struktura drugorzedowa ADH. Zawartos¢ alfa helisy dla biatka
nienapromieniowanego (kontrola) wynosita 20%. Po napromieniowaniu dawkg 235 Gy spadta
do ok 14%. Rownolegle wzrosta zawartos¢ struktur beta, z 43% do 49% (Rodacka 2015). W LDH
poddanej dziataniu produktow radiolizy wody zawartos¢ struktury alfa spadta z ok. 42%
(kontrola) do 22%. Nastgpit wzrost struktur beta od ok. 31% do ok. 43%. Najwieksze zmiany
w strukturze drugorzedowej nastgpity w GAPDH poddanej dziataniu promieniowania
jonizujgcego. Obserwowatam znaczny spadek zawartosci alfa helisy, od wartosci 38% (kontrola)
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do 17%. W przypadku tego biatka w najwiekszym stopniu nastgpit przyrost struktur beta, od 26%
dla biatka nienapromieniowanego do 62% dla biatka napromieniowanego dawkg 235 Gy (dane
wtasne, niepublikowane). Duza zawarto$¢ struktur beta w biatkach sprzyja tworzeniu
oligomerédw i agregatéw biatkowych (Meredith, 2005; Li i wsp. 2014). Wykazatam, ze
w preparatach GAPDH napromieniowanych zaréwno w atmosferze powietrza jak i w podtlenku
azotu degradacja czagsteczki zachodzi gtdéwnie na skutek tworzenia wysokoczgsteczkowych
produktow. Agregaty GAPDH w znacznym stopniu zanikaty w obecnosci czynnikéw
redukujgcych (DTT) (Rodacka i wsp. 2012). Wnioskuje zatem, ze agregacja GAPDH odbywa sie
gtéwnie w wyniku tworzenia wigzan disiarczkowych. Wyniki prac innych autoréw wskazujg, ze
w tworzeniu mostkéw disiarczkowych, odpowiedzialnych za oligomeryzacje i agregacje GAPDH,
W najwiekszym stopniu uczestnicza dwie reszty cysteinowe: Cys 149 ulokowana
w centrum aktywnym oraz Cys 281 znajdujaca sie blisko powierzchni biatka (Nakajima i wsp.
2007, 2009).

LDH poddana dziataniu promieniowania jonizujgcego zaréwno w atmosferze powietrza
jak i w podtlenku azotu w wiekszym stopniu ulegata fragmentacji niz agregacji.
Wysokoczgsteczkowych produktéw powstajgcych po napromieniowaniu LDH byto okoto
potowe mniej niz w preparatach GAPDH. W niewielkim stopniu ulegaty one redukcji pod
wptywem DTT. Oznacza to, ze agregaty LDH powstajg na skutek tworzenia wigzan sieciujgcych
innych niz mostki disiarczkowe np. na skutek wigzan dityrozynowych (Rodacka i wsp. 2012).
Elektroforeza preparatéw ADH napromieniowanych w atmosferze powietrza wykazata, iz
degradacja czgsteczek zachodzi gtéwnie na skutek fragmentacji, powstajgce w niewielkim stopniu
wysokoczgsteczkowe produkty zanikaty w obecnosci czynnika redukujacego (Rodacka 2015).

Modyfikacje reszt tyrozynowych w badanych biatkach analizowatam na podstawie
absorpcyjnych widm réznicowych wykreslonych w zakresie UV (Rodacka 2015 oraz dane
prezentowane na konferencji: Strumitfo i wsp. BioOpen 2015). Na podstawie uzyskanych
obserwacji moge wnioskowaé, ze pod wptywem reaktywnych form tlenu generowanych
radiacyjnie w atmosferze powietrza dominujgcym produktem utleniania reszt tyrozynowych
w badanych dehydrogenazach jest L-DOPA. Oprdcz L-DOPA w napromienionych roztworach
W znacznie mniejszym stopniu powstajg inne produkty utleniania, np. dityrozyny. Wstepne
badania wykazaty, ze sposrdd badanych enzymoéw najbardziej podatna na tworzenie wigzan
dityrozynowych jest LDH, w mniejszym stopniu GAPDH, natomiast najmniej takich modyfikacji
zachodzi w ADH. Podobne obserwacje uzyskali inni autorzy, ktérzy wykazali, ze w biatkach
w obecnosci 'OH i 02" gtéwnym produktem modyfikacji reszt tyrozynowych jest L-DOPA,
a wigzania dityrozynowe powstajg w niewielkim stopniu (Mozziconacci i wsp. 2007; Houe'e-
Levin wsp. 2015).

Na podstawie przeprowadzonych badan moge stwierdzi¢, ze:

1. Najbardziej podatna na radiacyjng inaktywacje i modyfikacje struktury jest
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, w najmniejszym stopniu modyfikacji
ulega dehydrogenaza mleczanowa.

2. Najwiekszg efektywnos¢ w inaktywacji GAPDH i ADH wykazuje rodnik "OH, nastepnie
0;", H20,. LDH efektywnie inaktywowana jest tylko przez rodnik "OH.
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3. Rodniki mannitolowe w najwiekszym stopniu inaktywuja GAPDH, nie powodujg
inaktywacji LDH.

4. Modyfikacje reszt cysteinowych w najwiekszym stopniu wptywajg na funkcje i strukture
GAPDH i ADH. Skutkiem oksydacyjnych modyfikacji reszt cysteinowych w GAPDH jest
utrata wiasciwosci funkcjonalnych i zwiekszona agregacja biatka. W przypadku ADH wraz
z ubytkiem wolnych grup SH i inaktywacjg enzymu dochodzi do uwolnienia jonéw cynku.
Tak wiec rézna promienioczutos¢ badanych enzymoéw w najwiekszym stopniu zwigzana
jest usytuowaniem grup SH w biatku (przede wszystkim tych wystepujgcych w centrum
aktywnym enzymu).

5. Na rding promienioczutos¢ badanych enzymdédw w mniejszym stopniu wptywa takze
liczba reszt aminokwasowych na powierzchni czgsteczki najbardziej podatnych na
tworzenie wodoronadtlenkéw.

6. Destrukcja reszt tryptofanowych nie wptywa na rdéing promienioczutos¢ badanych
dehydrogenaz.

7. Zwiekszona agregacja GAPDH pod wptywem promieniowania jonizujgcego koreluje ze
wzrostem zawartosci struktur beta.

2. Oddziatywanie zwigzkdw wykazujacych silne wifasciwosci antyoksydacyjne
z dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego

Wiele badan wskazuje na udziat dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego
w patogenezie chordéb neurodegeneracyjnych zwigzanych z wiekiem np. w chorobie Alzheimera,
Parkinsona (Itakura i wsp. 2015; Butterfield i wsp. 2010; Huang i wsp. 2009, 2011; Chuang i wsp.
2005; Rodacka i wsp. 2014). Akumulacja GAPDH w wewngtrzkomdrkowych agregatach
biatkowych jest wynikiem denaturacji enzymu w nastepstwie stresu oksydacyjnego (Naletova i
wsp. 2008; Butterfield i wsp. 2010). Celem wielu obecnie prowadzonych badan jest poszukiwanie
zwigzkdéw o silnych antyoksydacyjnych wtasciwosciach, ktore przeciwdziatatyby lub/i spowalniaty
procesy prowadzace do agregacji biatek. Duze zainteresowanie wzbudzajg substancje
pochodzenia naturalnego, ich aktywnos¢ biologiczng poparto wieloma badaniami (Strumitto i wsp.
2015; Gerszon i wsp. 2014; Jimenez-Aliaga i wsp. 2011; Bhullar i Rupasinghe 2013).

Kolejnym zagadnienie ktdrym zajetam sie wiec w pracy byta ocena w jaki sposdb
niskoczgsteczkowe zwigzki o potencjalnie silnych wtasciwosciach antyoksydacyjnych dziatajg na
strukture i funkcje GAPDH poddang dziataniu anionorodnika ponadtlenkowego. W pracy
Rodacka i wsp. 2010 wykazatam, ze anionorodnik ponadtlenkowy generowany radiacyjnie lub
chemicznie skutecznie inaktywuje GAPDH.

Do badan wybratam 1,2-dihydroksy-3,5-benzenodisulfonian (tiron) oraz dwie naturalnie
wystepujgce pochodne stilbenowe: 3,5,4'-trihydroksy-trans-stilben (resweratrol) i 3,3’,5,5'-
tetrahydroksy-4’-metoksy—trans-stilben (THMS)? (rys. 5).

2THMS (3,3’,5,5'-tetrahydroksy-4’-metoksy—trans-stilben) otrzymatam od prof. Wiestawa Oleszka z Instytutu
Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach za posrednictwem prof.
Beaty Olas z Katedry Biofizyki Ogdlnej Uniwersytetu tddzkiego
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OH

HO5S SO4H

Rys. 5. Struktura chemiczna: (a) resweratrolu, (b) THMS oraz (c) tironu (na podstawie prac Rodacka i wsp. 2014, 2015).

Sposrdd pochodnych stilbenowych dotychczas najlepiej poznane sg wiasciwosci
biologiczne resweratrolu (Gerszon i wsp. 2014). THMS jest analogiem resweratrolu
posiadajgcym dwie dodatkowe grupy hydroksylowe w pierscieniu B. Dodatkowo do grupy
hydroksylowej w pozycji 4’ dotgczona jest grupa metoksylowa. Pochodne stilbenowe s na ogot
bardzo dobrymi antyoksydantami. Ich state szybkosci reakcji z rodnikiem hydroksylowym sg
wysokie, rzedu 108-10° M-1s'! natomiast state szybkosci z anionorodnikiem ponadtlenkowym sg
$rednio dwa rzedy wielkosci nizsze i wynoszg 10%-107 Ms™! (Mahal i wsp. 2006; Stojanovic i wsp.
2001). Skutecznym antyoksydantem jest rowniez tiron. Stata szybkosci reakcji
z anionorodnikiem ponadtlenkowym jest o rzad wielkosci wyzisza w poréwnaniu do
resweratrolu, wynosi 5x108 Ms? (Greenstock i wsp. 1975).

W moich badaniach wykazatam, ze tiron i resweratrol nie wptywaty znaczaco na
aktywnos¢ i wybrane parametry struktury (reszty cysteinowe, zawartos$¢ struktur
drugorzedowych) GAPDH (Rodacka i wsp. 2015). Wyrazng inaktywacje dehydrogenazy
obserwowatam natomiast pod wptywem THMS. W celu uzyskania odpowiedzi na pytanie
dlaczego zwigzki o podobnej budowie, resweratrol i THMS, réznie wptywajg na aktywnosc
GAPDH za pomocg programdéw i narzedzi bioinformatycznych przeprowadzono analize
najbardziej prawdopodobnych miejsc wigzania sie obu pochodnych stiblenu w czgsteczce
GAPDH. Wykazano, ze w GAPDH jest 11 potencjalnych miejsc wigzania dla resweratrolu oraz
8 takich miejsc dla THMS. Oba zwigzki mogg wigza¢ sie w obszarze centrum aktywnego. Na
podstawie analiz bioinformatycznych wykazalismy, ze THMS w centrum aktywnym GAPDH
wigze sie znacznie silniej niz resweratrol. Jego wigzanie w tym obszarze stabilizowane jest
wiekszg liczbg wigzan wodorowych niz wigzanie resweratrolu, ponadto jedno z wigzan
wodorowych tworzy reszta cysteinowa w pozycji 149, ktéra bierze bezposrednio udziat w reakgcji
katalizy. Stad mozna sgdzi¢, ze réznica w aktywnosci GAPDH poddanej dziataniu resweratrolu
lub THMS zwigzana jest z r6zng sita oddziatywania tych zwigzkéw w centrum aktywnym enzymu.
Prawdopodobnie THMS jest znacznie trudniej wypierany przez substrat w reakcji katalizy
w porownaniu z resweratrolem (Rodacka i wsp. 2015).

O silniejszym oddziatywaniu resweratrolu z czgsteczkg GAPDH (11 potencjalnych miejsc
wigzania) w poréwnaniu z THMS (8 potencjalnych miejsc wigzania) Swiadczg wieksze zmiany
wartosci potencjatu zeta i intensywniejsze gaszenia fluorescencji tryptofanu w GAPDH pod
wptywem resweratrolu niz pod wptywem THMS (Rodacka i wsp. 2015).

Zaden z badanych antyoksydantéw nie chronit GAPDH przed inaktywacja wywofang
dziataniem anionorodnika ponadtlenkowego. W uktadach [GAPDH + resweratrol + O," | oraz
[GAPDH + tiron + O ] spadek aktywnosci dehydrogenazy byt znacznie wyzszy niz w ukfadzie
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[GAPDH + 02" ] (rys. 6). Nie obserwowatam znaczacych réznic w aktywnosci enzymu poddanego
dziataniu anionorodnika w obecnosci THMS [GAPDH + THMS + O;" ], a aktywnoscig enzymu
poddanego dziataniu samego anionorodnika ponadtlenkowego [GAPDH + O;" ]. We wszystkich
badanych uktadach usuniecie anionorodnika ponadtlenkowego przez dysmutaze
ponadtlenkowg chronito enzym przed inaktywacjg. Réwnolegle z inaktywacja GAPDH
w uktadach [GAPDH + resweratrol + O2" ] oraz [GAPDH + tiron + O;" ] obserwowatam zwiekszone
utlenianie wolnych grup SH oraz wieksze zmiany w zawartosci struktur Il-rzedowych
w poréwnaniu z uktadem [GAPDH + O;” ] (Rodacka i wsp. 2015).

1m0, A . 101 B +
3
100 . P . Sy Lo 100 ¥ — x 4
=g ¥ :: & L = _ _ % I X
90 | e ™ - 90 {1\ -~ GAPDH-+TIRON [40 uM]+SOD
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Rys. 6. Inaktywacja GAPDH pod wptywem anionorodnika ponadtlenkowego generowanego w reakcji chemicznej
ksantyny z oksydaza ksantynowa w obecnosci: A — resweratrolu, B- tironu (na podstawie Rodacka i wsp. 2014).

Jakie reakcje mogty zachodzi¢ w badanych ukfadach, ktére prowadzty do inaktywacji
GAPDH? W reakcji GAPDH z anionorodnikem ponadtlenkowym (reakcja 1) dochodzito do
utlenienia reszt cysteinowych np. do kwaséw sulfenowych lub powstawaty wewnatrz-
i miedzyczgsteczkowe mostki disiarczkowe. W konsekwencji nastepowata inaktywacja enzymu.

0, + GAPDH-SH —"5 GAPDH-S (inakt) + H202 (1)
0, +RSV—OH —5 RSV-0" + H,0; (2)
0, +T-OH 5 T-0"+H,0, (3)
RSV—O" + HS—GAPDH —*f°5 S GAPDHjinakt) + RSV—OH (4)
RSV—0" + HS—GAPDH —#5 RSV—GAPDH(inak) + H20 (S)

Jesli w uktadzie obecny byt resweratrol lub tiron to w reakcji z anionorodnikiem zwigzki te
ulegaty przeksztatceniu w rodniki resweratrolowe lub tironowe (reakcja 2 i 3). Zaktadajgc, ze
state szybkosci reakcji tironu oraz resweratrolu z 0,” sg rzedu 107-108 M1s™?, a stata szybkosci
anionorodnika ponadtlenkowego z GAPDH wynosi 2x107 M~1s! oszacowatam, ze w badanych
uktadach (stezenie GAPDH 1,4 uM, stezenie tironu i resweratrolu 40 uM lub 50 uM) okoto
90-95% generowanych anionorodnikéw ponadtlenkowych reagowato z resweratrolem lub
tironem przeksztatcajgc je w formy rodnikowe. W przypadku resweratrolu powstajacy rodnik
preferencyjnie zlokalizowany byt w pozycji 4 pierscienia B stilbenu. Wykazano, iz grupa
hydroksylowa w tej pozycji wykazuje wiekszy udziat w zmiataniu rodnikéw nadtlenkowych niz
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grupy hydroksylowe w pozycji 3’ i 5" (Caruso i wsp. 2004; Stojanovi¢ i wsp. 2001). Rodniki
resweartrolowe w reakcji z GAPDH mogty m.in. utleniaé reszty cysteinowe w centrum aktywnym
badz mogty sie z nig zwigzaé. W konsekwencji zachodzita inaktywacja enzymu (reakcja 4 i 5).
Analogiczne reakcje zachodzity w obecnosci rodnika tironowego. Wieksza efektywnosc
rodnikéw tironowych w inaktywacji GAPDH w poréwnaniu z rodnikami resweratrolowymi jest
spowodowana prawdopodobnie wiekszg reaktywnoscia anionorodnika ponadtlenkowego
z tironem (5x10% Ms?) niz z reswertrolem (2x107 M~s71). Ponadto czasteczka tironu jest
znacznie mniejsza i moze tatwiej wnika¢ w gitgb czgsteczki biatka powodujgc wieksze
uszkodzenia (Rodacka i wsp. 2014).

THMS rdzni sie od resweratrolu tym, ze w pierscieniu B obok dodatkowych dwéch grup
OH, do grupy hydroksylowej w pozycji 4’ dotgczona jest grupa metoksylowa (rys. 5). Wykazano,
ze metylacja grupy hydroksylowej w pozycji 4° resweratrolu znacznie obniza jego
antyoksydacyjne wfasciwosci (Stivala i wsp. 2001). Mozna wiec oczekiwac¢, ze THMS bedzie
wykazywat mniejszg reaktywnos$¢ z anionorodnikiem ponadtlenkowym w poréwnaniu do
resweratrolu. Poniewaz nieznana jest stata szybkosci reakcji rodnika 02~ z THMS nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢ czy w uktadzie [GAPDH + THMS + O;” ] enzym inaktywowany jest przez
rodniki zlokalizowane na THMS, czy bezposrednio przez anionorodnik ponadtlenkowy. Nawet
jesli w reakcji z anionorodnikiem ponadtlenkowym powstajg rodniki THMS to ich efektywnos¢
w inaktywacji GAPDH jest taka sama jak efektywnos$¢ anionorodnika ponadtlenkowego
(Rodacka i wsp. 2015).

Na podstawie przeprowadzonych badan moge stwierdzi¢, ze:

1. Inaktywacja GAPDH pod wptywem THMS wynika z silnego oddziatywania (wigzania sie)
pochodnej stilbenowej w obszarze centrum aktywnego enzymu

2. Wtdérne rodniki resweratrolu i tironu powstate w reakcji z anionorodnikiem
ponadtlenkowym w wiekszym stopniu inaktywujg GAPDH niz sam anionorodnik
ponadtlenkowy. W badanym uktadzie zwigzki te wykazujg wiec wifasciwosci
prooksydacyjne.

3. Rodniki resweratrolu i tironu w wiekszym stopniu utleniajg reszty cysteinowe niz
anionorodnik ponadtlenkowy.

4. Za prooksydacyjne wifasciwosci resweratrolu odpowiada gtdwnie grupa hydroksylowa
w pozycji 4’ stilbenu, z ktérej w wyniku reakcji z anionorodnikiem ponadtlenkowym
dochodzi do oderwania atomu wodoru i utworzenia rodnika fenoksylowego.

3. Udziat wtérnych rodnikéw biatkowych w inaktywacji badanych dehydrogenaz na
przyktadzie dehydrogenazy alkoholowej

Rezultaty moich badan oraz wyniki uzyskane przez innych autoréw $wiadczg o tym, ze
badane w pracy dehydrogenazy wykazujg rdézng wrazliwo$¢ na dziatanie rodnikowych
i nierodnikowych produktéw powstatych w reakcji biatek i peptydow z reaktywnymi formami
tlenu (Rahmanto i wsp. 2010; Kowalczyk i wsp. 2008; Morgan i wsp. 2002; Hampton i wsp. 2002;
Headlam i wsp. 2006; Miura i wsp. 1997; Miura i wsp. 1995).
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W sktad osiggniecia naukowego wchodzi ocena w jakim stopniu wtérne rodniki biatkowe
i biatka modyfikowane dziataniem RFT uszkadzajg dehydrogenaze alkoholowga. Wtérne rodniki
biatkowe oraz biatko oksydacyjnie zmodyfikowane generowatam w reakcji methemoglobiny
(HbFe(ll1)) z H20,. W pierwszym etapie tej reakcji powstajg ferrylowe pochodne hemoglobiny
z rodnikami biatkowymi zlokalizowanymi w czesci globinowej (reakcja 6).

HbFe(lll) + H,0, —> "HbFe(IV)=0+ H,0 (6)
‘HbFe(IV)=0 ——> *HbFe(IV)=0 (7)
"HbFe(IV)=0 + 0, ——> "OOHbFe(IV)=0 (8)
‘OOHbFe(IV)=0 + (H*, e} ——> HOOHDbFe(IV)=0 (9)

Wykazano, ze rodniki w czesci biatkowej powstajg gtéwnie na resztach: Tyr-24, Tyr-42 i His 20
w tancuchu a oraz Tyr 35, Tyr 130, Cys 93 w taricuchu B (Deterding i wsp. 2004). Rodniki te bardzo
szybko zanikaja w wewnatrz- i miedzyczasteczkowych reakcjach. W obecnosci tlenu, powstaja
nadtlenkowe i nastepnie wodoronadtlenkowe pochodne ferrylowe hemoglobiny (reakcje 8, 9).
Na podstawie widm EPR wykonanych w czasie dla uktadu [HbFe(lll) + H20;] juz po okoto 45-60
sekundach obserwowatam zanik sygnatu pochodzgcego od produktéw rodnikowych (dane
wtasne niepublikowane). McArtur and Davies (1993) wykazali takze, ze okres poéttrwania
rodnikow w czesci globinowej wynosi okoto 50 sekund. Nastepnie powstaje nierodnikowa
ferrylhemoglobina (*HbFe(IV)=0) ze zmodyfikowang czescig biatkowa (reakcja 7). W pracach
innych autoréw wykazano, iz w czesci globinowej utlenieniu ulegajg reszty Cys 93 oraz Cys 112
w fanicuchu B, reszta Trp 15 w tancuchu B ulega modyfikacji do pochodnych kinureinowych, na
reszcie Met 55 w taicuchu B powstaje sulfotlenek natomiast Ser 138 z taricucha a tworzy
wigzania krzyzowe z grupg hemowg (Jia i wsp., 2007).

Aktywnosci ADH oznaczatam w dwdch uktadach:

a) ukfad | [(metHb + ADH)+ H,0;] - do mieszaniny methemoglobiny i dehydrogenazy
dodawatam H;0;, mierzytam aktywnos¢ enzymu w czasie,

b) uktad Il [(metHb + H202)smin. + ADH] - enzym dodawatam po 5-cio minutowe;j
inkubacji methemoglobiny z H,0;, analogicznie jak w uktadzie | mierzytam
aktywnos¢ enzymu w czasie.

Na podstawie dodatkowych pomiaréw wykluczytam wptyw nadtlenku wodoru w stezeniu
dodawanym do uktadu | ill na aktywnos$¢ samej ADH oraz na aktywnos¢ ADH w obecnosciinnego
biatka (HSA) (rys. 7) (Kowalczyk (Rodacka) i wsp. 2007).
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Rys. 7. Inaktywacja ADH w uktadach: [(metHb + ADH)+ H20:], [(metHb + H202)smin. + ADH], [(HSA + ADH)+ H202] oraz
[ADH + H20:] (na podstawie Kowalczyk (Rodacka) i wsp. 2007).

Zaleznos¢ aktywnosci enzymu od czasu inkubacji w ukfadzie | mozna opisac¢ suma trzech funkcji

wyktadniczych: AC(%)=Ale_k1t+Aze_k2t+Age_k3t, natomiast w uktadzie Il zalezno$¢ te

Kyt + Age_k3t.

Na podstawie réwnan wyktadniczych wyznaczytam state szybkosci inaktywacji ADH (k) oraz
frakcje enzymu (A) ulegajgca inaktywacji przy danej wartosci k (tabela IV).

opisywata funkcja dwuwykfadnicza, bez pierwszego komponentu: Ac(%) = Aye™

Tabela IV. Parametry wyznaczone na podstawie funkcji wyktadniczych opisujgcych zaleznosé
aktywnosci ADH od czasu inkubacji w badanych ukfadach (na podstawie publikacji Kowalczyk
(Rodacka) i wsp. 2007).

k1 (min-t) A; (%) k2 (min-Y) Az (%) ks (min) Az (%) R?

(metHb+ADH)+H,0, 1,6818+0,4317 | 17,82+2,06 | 0,0894+0,0342 | 14,57+2,06 | 0,00134+0,00048 | 67,62+2,35 | 0,991

(metHb+H;03)smin+ADH - 0,00 0,1659+0,0428 | 14,22+1,45 | 0,00134+0,00026 | 85,78+1,31 | 0,975

W uktadzie pierwszym tj. [(metHb + ADH)+ H,03] inaktywacja ADH byta znacznie wyzsza
i zachodzita znacznie szybciej niz w ukfadzie drugim (rys. 7). Wszystkie produkty reakcji metHb
z nadtlenkiem wodoru tzn. rodnikowe pochodne ferrylowe (reakcja 10), powstajace w reakgc;ji
z tlenem nadtlenkowe (reakcja 11) i wodoronadtlenkowe (reakcja 12) pochodne ferrylowe oraz
nierodnikowe ferrylowe pochodne hemoglobiny (reakcja 13) oddziatywaty z enzymem
wptywajac na jego aktywnosé.

"HbFe(IV)=0 + ADH —> HbFe(IV)=0 + inakt. ADH (10)
"OOHbFe(IV)=0 + ADH ——> *HbFe(IV)=0 + inakt. ADH (11)
HOOHbFe(IV)=0 + ADH —> *HbFe(IV)=0 + inakt. ADH (12)
*HbFe(IV)=0 + ADH ——> *HbFe(lll) + inakt. ADH (13)
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W uktadzie drugim [(metHb + H203)smin+ADH] produkty rodnikowe ulegaty catkowitej
terminacji przed dodaniem ADH, a enzym ulegat inaktywacji gtownie pod wptywem
wodoronadtlenkowych pochodnych (reakcja 12) oraz nierodnikowej ferrylowej pochodnej
hemoglobiny (reakcja 13). Nie wykluczone, ze w niewielkim stopniu na aktywnos¢ enzymu
wptywaty takze produkty nadtlenkowe (reakcja 11).

Wyznaczonym statym szybkosci inaktywacji enzymoéw (k) przypisatam odpowiednie
reakcje. Stata k: wyznaczona tylko dla uktadu pierwszego charakteryzuje inaktywacje ADH
w bardzo krétkim czasie (1,5 min.) od dodania nadtlenku, odpowiada to reakcji 10 i 11. Stata
k2 odpowiada najprawdopodobniej reakcji 12 i w niewielkim stopniu reakcji 11. Stata k3
odpowiada reakcji 13.

Podobne badania jak dla ADH przeprowadzitam dla pozostatych dwéch badanych przeze
mnie dehydrogenaz. Inaktywacje GAPDH obserwowatam zaréwno pod wptywem rodnikowej jak
i nierodnikowej ferrylowej pochodnej hemoglobiny, natomiast aktywnosé LDH obnizata sie w
niewielkim stopniu (ok. 10% po 120 min. inkubacji) tylko w uktadzie pierwszym, w ktédrym enzym
oddziatywat z rodnikowymi jak i nierodnikowymi produktami reakcji metHb z H,O, (dane
wtasne, niepublikowane). Na podstawie wfasnych badan oraz badan innych autoréw
dotyczacych ferrylowych pochodnych mioglobiny (Miura i wsp. 1995, 1997) stwierdzam, ze
szczegolnie wrazliwe na inaktywacje pod wptywem wysokoutlenionych pochodnych biatek
hemowych sg enzymy, ktdre posiadajg grupy tiolowe w centrach katalitycznych.

Przeprowadzone przeze mnie badania dowodzg, ze ferrylowe pochodne hemoglobiny,
ktére powstajg w stanach zapalnych jak rowniez w warunkach fizjologicznych (Svistunenko i
wsp. 1997; Vollaard i wsp. 2005; Silva i wsp. 2009) mogg uszkadzac¢ biatka zaburzajac w ten
sposéb metabolizm komdrki. Na ich dziatanie szczegdlnie narazone sg komorki $rédbtonka
naczyniowego (Silva i wsp. 2009; Potor i wsp. 2013).

Na podstawie przeprowadzonych badan moge stwierdzi¢, ze:

1. Nadtlenek wodoru ma znacznie mniejszy potencjat utleniajgcy niz wysokoutlenione
produkty jego reakcji z methemoglobing (rodnikowe i nierodnikowe).

2. Rodnikowe jak i metastabilne formy ferrylowe hemoglobiny oddziatujgc z innymi
biatkami mogg powodowac zmiany ich funkcji i struktury.
Whioski ogdlne

1. Za rdzng promieniowrazliwo$¢ badanych dehydrogenaz odpowiedzialne sg gtéwnie
reszty cysteinowe, szczegdlnie te wystepujgce w centrum aktywnym.

2. Destrukcja reszt tryptofanowych nie wptywa na zrdinicowanie promienioczutosci
badanych enzymow.

3. W enzymach posiadajgcych grupy SH w centrach katalitycznych duzg efektywnos$é
w inaktywacji obok rodnika hydroksylowego wykazuje anionorodnik ponadtlenkowy.

4. W mniejszym stopniu na rézng promienioczutos¢ badanych dehydrogenaz wptywa liczba
reszt aminokwasowych wystepujgcych na powierzchni czasteczki najbardziej podatnych
na tworzenie wodoronadtlenkéw.

20



dr Aleksandra Matgorzata Rodacka Autoreferat (Zatgcznik 3a)

5. Zwigzki powszechnie uwazane za skuteczne antyoksydanty moga w pewnych ukfadach
wykazywac dziatanie prooksydacyjne, co wykazano na przyktadzie wtdérnych rodnikéw
organicznych zlokalizowanych na tironie i resweratrolu (rodniki resweratrolowe i
tironowe wykazuja silniejsze wtasciwosci utleniajace niz anionorodnik ponadtlenkowy).

6. Na podstawie danych literaturowych oraz przeprowadzonych przeze mnie doswiadczen
mozna wnioskowac, ze za prooksydacyjne wtasciwosci resweratrolu odpowiedzialny jest
rodnik fenoksylowy zlokalizowany w pozycji 4’ stilbenu.

7. Podobnie wtorne rodniki organiczne zlokalizowane na biatkach mogg by¢ silniejszymi
czynnikami utleniajgcymi niz indukujgce je reaktywne formy tlenu (np. ferrylowe
pochodne hemoglobiny w wiekszym stopniu inaktywujg ADH niz H20,).

Wykorzystanie wynikow

Uzyskane rezultaty opisujg mechanizm zmian strukturalnych i funkcjonalnych
dehydrogenaz pod wptywem reaktywnych form tlenu oraz wskazujg elementy struktury
w najwiekszym stopniu wptywajgce na réing promienioczuto$¢ tych biatek. Wyniki
przedstawionych badan mogg by¢ pomocne w przewidywaniu podatnosci na wolnorodnikowg
inaktywacje innych enzymoéw bez dodatkowych badan. Wskazanie niskoczgsteczkowych
zwigzkow skutecznie chronigcych biatka przed uszkodzeniami moze mie¢ duze znaczenie
w prewencji i leczeniu wielu chordb, w powstawaniu i przebiegu ktdrych istotng role odgrywaja
oksydacyjne modyfikacje biatek, w tym chordb neurodegeneracyjnych. Jednakze badane zwigzki
uwazane za bardzo dobre antyoksydanty mogg w pewnych uktadach wykazywaé wtasciwosci
prooksydacyjne i dlatego powszechne ich stosowanie w celach prewencyjnych i leczniczych musi
by¢ poprzedzone doktadnymi badaniami.

Praca w czesci realizowana byta w ramach projektu NCN (Opus nr 2012/05/B/NZ1/00701).
Przedstawiona charakterystyka gtéwnych produktéw utleniania i okreslenie mechanizmu proceséw
oksydacyjnych modyfikacji dehydrogenaz sg podstawg do planowanych w najblizszym czasie badan
realizowanych w ww. projekcie. Badania te bedg dotyczy¢ proceséw agregacji GAPDH z biatkami
zaangazowanymi w procesy neurodegeneracyjne: a-synukleing i biatkiem tau.

Osiggniecie i dorobek naukowy zostat pozytywnie oceniony przez Komisje Biochemiczno-
Biofizyczng Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Ut w dniu 22 grudnia 2015 r.

D) Omodwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania przed uzyskaniem
stopnia doktora

Jestem absolwentkg Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu tddzkiego (obecnie
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska). Studia ukoAczytam w 1999 r. uzyskujac tytut magistra
biologii w zakresie biofizyki. Prace magisterskg p.t. ,Wptyw idarubicyny (IDA) i aldehydu
glutarowego na wtasciwosci erytrocytéw cztowieka” wykonatam w Katedrze Termobiologii pod
kierunkiem prof. dr hab. Zofii J6zwiak i opieka dr Agnieszki Szwarockiej (obecnie dr hab.
Agnieszki Marczak, prof. nadzw. Ut). Praca magisterska sktadata sie z dwdch czesci. W pierwszej

czesci (badania in vitro) badatam wptyw idarubicyny, aldehydu glutarowego oraz idarubicyny
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w potaczeniu z aldehydem glutarowym na potencjat bfonowy oraz mikrolepkos¢ wnetrza
erytrocytow. Wykonane oznaczenia pozwolity stwierdzié, ze sama idarubicyna w niewielkim
stopniu wptywata na mikrolepkos$¢ wnetrza i potencjat btonowy erytrocytéw. Duzo wyzsze
zmiany badanych parametrow obserwowatam po inkubacji erytrocytow z samym aldehydem
glutarowym lub z aldehydem w pofaczeniu z idarubicyng. W drugiej czesci pracy (badania in
vivo) okre$latam zmiany wifasciwosci btony komdérkowe] erytrocytéow (ptynnos$é lipidow
w powierzchniowych i hydrofobowych obszarach btony, zmiany konformacyjne biatek
btonowych) oraz mikrolepkos$¢ wnetrza erytrocytu po podaniu idarubicyny osobom chorym na
ostrg biateczke szpikowa. Wykazatam, ze idarubicyna w dawce 12 mg/m? nie powoduje
istotnych statystycznie zmian badanych parametréw. Wyniki badan zostaty opublikowane
w 2 artykutach, w czasopismach z listy filadelfijskiej (Szwarocka i wsp. 2001; Marczak i wsp.
2006).

W roku 1999 zostatam stuchaczkga Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Cytogenetyki,
Genetyki Molekularnej i Radiobiologii Uniwersytetu tddzkiego. Prace doktorskg wykonatam
w Zaktadzie Radiobiologii Katedry Biofizyki Molekularnej pod kierunkiem prof. dr hab.
Mieczystawa Puchaty. W 2002 roku zostatam zatrudniona na stanowisko asystenta w Zaktadzie
Radiobiologii Katedry Biofizyki Molekularnej Ut. Tematyka badan realizowanych w ramach
pracy doktorskiej dotyczyta oddziatywan rodnikow biatkowych zlokalizowanych na
hemoglobinie (Hb) i albuminie cztowieka (HSA) na dehydrogenaze alkoholowg (ADH),
dehydrogenaze mleczanowg (LDH) oraz dehydrogenaze aldehydu-3-fosfoglicerynowego
(GAPDH). Oznaczenia te pozwolity na okreslenie kierunku transferu rodnikow miedzy biatkami.
Wykazatam, ze wtdrne rodniki albuminowe i hemoglobinowe wywotujg znaczng inaktywacje
GAPDH i ADH. Rodniki albuminowe (HSA’) generowane radiacyjnie w atmosferze N,O wykazujg
wyzszg efektywnos$é w inaktywujg dehydrogenaz niz rodniki hemoglobinowe (Hb"). Odwrotng
zaleznos¢ obserwowatam gdy preparaty napromieniowywatam w atmosferze powietrza
(w obecnosci 0;). Inaktywacja GAPDH i ADH byta wyzsza pod wptywem nadtlenkowych
pochodnych hemoglobinowych niz nadtlenkowych pochodnych albuminowych. Zwiekszong
inaktywacje enzymoéw w tych warunkach mogty wywotywac ferrylowe pochodne hemoglobiny
lub/i 02" powstajgcy dodatkowo w wyniku radiacyjnego utleniania zelaza hemowego (reakcja 14).

prom. X

HbO, ———> MetHb + 0" (14)

LDH nie ulegata inaktywacji pod wptywem rodnikdw hemoglobinowych, albuminowych
oraz nadtlenkowych pochodnych tych biatek (Kowalczyk i wsp. 2008). Dodatkowo badania
przeprowadzone podczas realizacji pracy doktorskiej pozwolity mi wyznaczy¢ state szybkosci
reakcji rodnikdw 'OH z badanymi dehydrogenazami w warunkach radiolizy stacjonarnej
(Kowalczyk i Puchata, 2003).

Wchodzitam w sktad zespotu, ktéry pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa
Gwozdzinskiego w latach 1998 - 2003 prowadzit badania fizykochemiczne wdd jezior
potozonych w Tucholskim Parku Narodowym oraz Zaborskim Parku Krajobrazowym. Badania
wskaznikoéw klas czystosci wod jeziornych dokonywalismy po zejsciu lodéw (marzec, kwiecien)
oraz podczas stagnacji letniej (sierpien). W czasie stagnacji letniej wykonywalismy réwniez
ocene profilu termiczno-tlenowego dla kazdego z badanych jezior. Oceny klasy czystosci wod
badanych jezior ustalaliSmy na podstawie standardowych parametrow jakosci wod okreslonych
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przez Panstwowa Inspekcje Ochrony Srodowiska. Wykazaliémy, ze jako$¢ wéd jeziornych
w Parku Narodowym Bory Tucholskie jest dobra lub bardzo dobra. Zdecydowana wiekszos¢
wartosci poszczegdlnych wskaznikdw zanieczyszczenia wéd odpowiada | lub Il klasie czystosci.
Najlepszg jakos¢ wody majg bezodptywowe jeziora oligotroficzne: Gacno Mate, Gacno Wielkie,
Gtuche, Kociot i Nierybno. Wody jeziora Krzywce Wielkie i Krzywce Mate zakwalifikowano do
Il klasy czystos¢ (Gwozdzinskii wsp. 2001a). Wody Strugi Siedmiu Jezior generalnie zaliczono do
Il klasy czystosci z wyjgtkiem jeziora Ostrowite (klasa I) (Gwozdzifski i wsp. 1998, 2001b). Wyniki
badan wadd jezior potozonych w Zaborskim Parku Krajobrazowym pozwolity zaklasyfikowaé
jeziora: Ptesno, Garliczno, Zmarte, Nawionek, Czarne, Piecki do | klasy czystosci, natomiast
jeziora: Duze Gtuche, Mate Gtuche i Sluze do Il klasy czystosci (Gwozdziriski i wsp. 2003a,b).
Wyniki badan opublikowano w 8 pracach monograficznych. Z zakresu tych badan zespot
otrzymat w 2003 roku nagrode zespotowa Il stopnia Rektora Uniwersytetu tddzkiego.

W 2003 roku odbytam dwutygodniowy staz we Francji, w Stacji Morskiej Instytutu
Fizjologii i Biologii Morza w Tamaris (filia Uniwersytetu w Lyonie) w ramach wspétpracy
naukowej miedzy Uniwersytetem tdodzkim a Uniwersytetem w Lyonie. W czasie tego pobytu
badatam aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej (jeden ze wskaznikéw oksydacyjnych uszkodzen
tkanek) w tkankach gruczotu pokarmowego pochodzgcego z dwdch populacji matz Mytilus
galloprovincialis: pochodzacych z farmy hodowlanej oraz matz zebranych z zanieczyszczonych
wod portu La Seyne sur mer potozonego na wybrzezu Morza Srédziemnego, w poblizu miasta
Tulon we Francji. Wyniki badan zostaty opublikowane w pracy Gwozdzinski i wsp. 2010.

Do czasu uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w specjalnosci biofizyka
maoj dorobek naukowy skfadat sie z 2 prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach z listy
filadelfijskiej, 8 prac doswiadczalnych stanowigcych rozdziaty w monografiach. Ponadto wyniki
badan prezentowatam w postaci 9 komunikatéw zjazdowych, w tym 2 na konferencjach
miedzynarodowych.

Prace doktorskg zatytutowang ,Radiacyjna inaktywacja wybranych dehydrogenaz pod
nieobecnos¢ i w obecnosci albuminy lub hemoglobiny” recenzowali: prof. dr hab. Grzegorz
Bartosz z Katedry Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu tédzkiego oraz prof. dr hab. Stanistaw
Wysocki z Instytutu Podstaw Chemii Zywnosci Politechniki tédzkiej. Decyzjg Rady Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego otrzymatam tytut naukowy doktora nauk
przyrodniczych w dyscyplinie biofizyka dnia 30.11.2004 roku.

Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania po uzyskaniu
stopnia doktora, nie wchodzace w sktad osiggniecia naukowego

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, od 1 lutego 2005 roku zostatam zatrudniona na
stanowisku adiunkta i kontynuowatam badania nad wptywem reaktywnych form tlenu
generowanych radiacyjnie oraz produktéw powstatych w reakcji z reaktywnymi formami tlenu
na wtasciwosci strukturalne i funkcjonalne dehydrogenazy alkoholowej (ADH), dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) oraz dehydrogenazy aldehydu-3-fosfoglicerynowego (GAPDH).

W pracy doktorskiej wykazatam iz rodniki hemoglobinowe generowane radiacyjnie
inaktywuja enzymy, ktére w centrum aktywnym posiadajg reszty cysteinowe bezpos$rednio
zaangazowane w reakcje katalityczng (ADH i GAPDH). Zainspirowana tymi wynikami
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przeprowadzitam badania, ktére jednoznacznie wykazaty iz rodnikowe i nierodnikowe
wysokoutlenione produkty reakcji hemoglobiny z nadtlenkiem wodoru (ferrylowe pochodne
hemoglobiny) wywotujg znaczng inaktywacje dehydrogenazy alkoholowej oraz dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego, nie wptywajg natomiast znaczgco na aktywnosé dehydrogenazy
mleczanowej. Wigczytam sie takize do badan, ktérych celem byto okreslenie wptywu
methemoglobiny i ferrylowych pochodnych hemoglobiny na btone komdrkowa erytrocytéw
cztowieka. WykazaliSmy, iz utlenione formy hemoglobiny indukujg zmiany niektérych
parametrow struktury (ptynnos¢ dwuwarstwy lipidowej, konformacje biatek btonowych)
i wtasciwosci bton erytrocytarnych (aktywnos$¢ acetylocholinoesterazy). Pochodne ferrylowe
inicjowaty wieksze zmiany badanych parametréw niz methemoglobina (Sztiller i wsp. 2010).

Moje dalsze prace badawcze zwigzane byly z badaniem oddziatywan RFT
z dehydrogenazami: ADH, GAPDH i LDH. Badania te wchodzg w sktad osiggniecia naukowego
przedstawionego w postepowaniu habilitacyjnym, zostaty opisane w poprzednim rozdziale.
Przeglad literatury naukowej dotyczacej podjetej tematyki badawczej wzbudzit moje szczegélne
zainteresowanie dehydrogenazg aldehydu 3-fosfolicerynowego. Jest to niezwykle interesujgcy
enzym, zaangazowany w wiele niezaleznych proceséw komdérkowych. W pracach innych
autoréw wykazano iz GAPDH tworzy neurotoksyczne agregaty biatkowe, w sktad ktérych moga
wchodzi¢ inne biatka globularne (np. kinaza keratynowa, dehydrogenaza mleczanowa) jak
i biatka inherentnie nieuporzgdkowane (ang. Intrinsically Disorder Proteins, IDPs) takie jak:
biatko tau, alfa-synukleina, biatka prionowe (ltakura i wsp. 2015; Butterfield i wsp. 2010;
Cumming i Schubert 2005). Biatka wewnetrznie nieuporzgdkowane charakteryzujg sie brakiem
ustalonej struktury trzeciorzedowej. NajczesSciej wystepuja jako zespdt struktur pozostajgcych
ze sobg w rownowadze. Duzo czesciej niz biatka globularne ulegajg procesom btednego
fatdowania i agregacji. Dlatego tez wiele biatek z grupy IDPs jest zaangazowanych w patogeneze
choréb neurodegeneracyjnych. Charakterystyke biatek inherentnie nieuporzgdkowane
przedstawiono w pracy Strumitto i wsp. 2014, w ktdrej jestem wspodtautorem.

Poza gtdbwnym tematem realizowanych przeze mnie badan wchodzgcych w sktad
osiggniecia uczestniczytam takze w badaniach dotyczacych zastosowania etanolu, mannitolu
i melatoniny do ochrony erytrocytéw przed stresem oksydacyjnym generowanym radiacyjnie
i chemicznie. W badaniu wptywu mannitolu lub etanolu na uszkodzenia erytrocytéow cztowieka
inicjowane radiacyjnie oraz podczas przedtuzonej inkubacji wykazaliSmy, iz badane alkohole w
rozny sposéb oddziatujg na krwinki czerwone. Mannitol dodawany do zawiesiny erytrocytow
tuz po zakorniczeniu napromieniowania zmniejszat poradiacyjng hemolize erytrocytow. Etanol
nie wptywat na poziom hemolizy, natomiast hamowat utlenianie hemoglobiny i utlenianie
glutationu. Badane alkohole nie wptywaty na degradacje spektryny i biatka pasma 3 oraz na
tworzenie agregatow biatkowych w bonie erytrocytarnej (oznaczenia metody SDS-PAGE)
(Krokosz i wsp. 2008). W kolejnych badaniach sprawdzalismy w jaki sposéb melatonina wptywa
na oksydacyjne uszkodzenia erytrocytow cztowieka podczas przedtuzonej inkubacji (inkubacja
dtuzsza niz 24 godz. w temp. 37°C). W tym przypadku dziatanie melatoniny z jednej strony
chronito erytrocyty przed hemolizg oraz przed peroksydacjg lipidow btonowych, z drugiej zas
strony obserwowali$my wzmozone utlenianie hemoglobiny i wzrost poziomu reaktywnych form
tlenu (Krokosz i wsp. 2013).
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Ponadto wigczytam sie do badan, w ktdérych okreslalismy wptywu fulerenolu Cso(OH)s6
(hydroksylowa pochodna fulerenu Cso) na izolowane biatko (dehydrogenaze alkoholowg) oraz
na ludzkie komorki jednojadrzaste krwi obwodowej poddane dziataniu promieniowania
jonizujgcego w celu okreslenia jego antyoksydacyjnych/prooksydacyjnych wtasciwosci.
Wykazali$my, ze sam fulerenol nie zmienia aktywnosci ADH, natomiast chroni enzym przed
znaczng inaktywacjg wywofang dziataniem produktéw radiolizy wody generowanych
w atmosferze powietrza (Krokosz i wsp. 2014). Fulerenol w niewielkim stopniu wptywat na
jednojadrzaste komérki krwi obwodowej cztowieka poddane dziataniu promieniowania
jonizujgcego. Oddziatywat gtoéwnie z powierzchniowymi obszarami btony komodrkowej,
prawdopodobnie nie wnikat do wnetrza komérek (Nowak i wsp. 2014).

W roku 2013 i 2014 odbytam dwa dwutygodniowe staze naukowe w Katedrze Fizyki
Jadrowej i Biofizyki Uniwersytetu im. Komenskiego w Bratystawie (Stowacja) oraz w Instytucie
Biofizyki i Inzynierii Komorki, Biatoruskiej Akademii Nauk w Minsku (Biatorus). Badatam
oddziatywania pomiedzy modelowymi btonami lipidowymi a dendrymerami trzeciej i czwartej
generacji skompleksowanymi z peptydami HIV (Gp160, Gag-P24, Nef).

Obecnie kontynuuje badania w ramach projektu NCN (Opus nr 2012/05/B/NZ1/00701).
Prowadze takze badania dotyczace wptywu pochodnych stilbenowych (resweratrolu,
piceatannolu, piceidu) na komodrki neuroblastomy (Neuro-2a) oraz komérki hipokampalne
(mHippoE-18) w warunkach stresu oksydacyjnego. Wyniki dotyczace tej tematyki zamiescitam
w publikacji pt. ,Effects of resveratrol on Neuro-2a and mHippoE-18 cells” (praca w recenzji)
oraz prezentowatam na konferencjach krajowych i miedzynarodowych. Mdj dorobek naukowy
po obronie pracy doktorskiej obejmuje 14 prac oryginalnych, 6 recenzowanych prac
przegladowych. Czes¢ wynikdw zostata réwniez zaprezentowana na zjazdach krajowych
i miedzynarodowych (26 komunikatéw konferencyjnych).

Catkowity méj dorobek naukowy obejmuje 30 publikacji, w tym 19 prac opublikowanych
w czasopismach z listy filadelfijskiej oraz 11 prac monograficznych. Ponadto bytam
wspotautorem 38 doniesien konferencyjnych (w tym 16 na konferencjach miedzynarodowych).
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