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1. Imie i Nazwisko
Andrea Baier

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe
2003 — mgr - inzynieria chemiczna, specjalizacja — biotechnologia

Uniwersytet Nauk Stosowanych Lausitz, Senftenberg, Niemcy

Wydziat Technologii Biologicznej, Chemicznej i Procesowej

tytul: Badanie benzoksazoli, benzimidazoli i benzotriazoli i ich halogenowych
pochodnych jako selektywnych inhibitorow aktywnosci enzymatycznej
NTPazy/helikazy Flaviviridae (praca w jezyku niemieckim)

2006 — doktor nauk biologicznych, specjalizacja - biochemia

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN (Pracownia Antymetabolitéw), Warszawa

tytul: Badanie efektu inhibitorowego wybranych zasad heterocyklicznych,
nukleozydow i antracyklin w stosunku do NTPazy/helikazy niektorych wirusow
Flaviviridae (praca w jezyku angielskim)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2003-2004 stypendium Marie-Curie — ,,Marie Curie Training Site-Education and
Research in Molecular Biology” (Komisja Europejska)
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Pracownia Antimetabolitoéw, Warszawa

2004-2005 asystent
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Pracownia Antimetabolitow, Warszawa

2005-2006 stypendium doktoranckie
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Pracownia Antimetabolitow, Warszawa

2007-2008 asystent
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Katedra Biologii Molekularne;j

01.09.2008-28.02.2018 adiunkt
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Katedra Biologii Molekularne;j

Od 01.03.2018 asystent
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Katedra Biologii Molekularnej
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4. Wskazanie osiagniecia 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 zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagni¢cia naukowego

Charakterystyka kinazy bialkowej CK2 wybranych organizmoéw eukariotycznych i jej
nowych inhibitorow o potencjale farmakologicznym

b) Publikacje wchodzace w sklad zglaszanego osiagni¢cia naukowego

1. Kolaiti R-M, Baier A, Szyszka R, Kouyanou-Koutsoukou S. (2011) Isolation of a CK2a
subunit and the holoenzyme from Mytilus galloprovincialis and construction of the CK2a and

CK2B cDNAs. Mar. Biotechnol., 13: 505-516.

IF2011: 2,587, MNiSWzo]]I 35, CytOWﬁle 2

2. Kouyanou-Koutsoukou S, Baier A, Kolaiti R-M, Maniatopoulou E, Thanopoulou K,
Szyszka R. (2011) Cloning and purification of Protein Kinase CK2 recombinant alpha and
beta subunits from the Mediterranean fly Ceratitis capitata. Mol. Cell. Biochem., 356: 261-
267.

IF2011: 1,896; MNiSWy1: 15; cytowan: 1

3. Janeczko M, Orzeszko A, Kazimierczuk Z, Szyszka R, Baier A. (2012) CK2a and CK2a/
subunits differ in their sensitivity to 4,5,6,7-tetrabromo- and 4,5,6,7-tetraiodo-/H-
benzimidazole derivatives. Eur. J. Med. Chem., 47: 345-350.

IonuZ 3,499, MNiSWzouZ 35, cytowaﬁ: 1

4. Kouyanou-Koutsoukou S, Baier A, Kolaitis R-M, Szyszka R. (2012) Protein kinase CK2
from two higher eukaryotes of economical importance, the mussel Mytilus galloprovincialis

and the medfly Ceratitis capitata. Cent. Eur. J. Biol., 7: 185-191.

[F2012: 0,818; MNiSWo12: 20; cytowan: 0
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5. Baier A, Alikowska E, Szyszka R. Asfl protein as modulator of protein kinase CK2
activity. W: Protein Kinase CK2 Cellular Function in Normal and Disease States. (Edytorzy:
K. Ahmed, O-G. Issinger, R. Szyszka) Springer, 2015, 3-16.

MNiSWzmsZ 5

6. Baier A, Galicka A, Nazaruk J, Szyszka R. (2017) Selected flavonoid compounds as
promising inhibitors of protein kinase CK2a and CK2d', the catalytic subunits of CK2.
Phytochem., 136: 39-45.

IF2016: 3.205 ; MNiSWagi6: 35; cytowan: 3

7. Baier A, Nazaruk J, Galicka A, Szyszka R. (2017) Inhibitory influence of natural
flavonoids on human protein kinase CK2 isoforms - effect of the regulatory subunit. Mol.
Cell. Biochem. https://doi.org/10.1007/s11010-017-3228-1

[F2016: 2.669; MNiSW16: 20; cytowan: 0

Sumaryczny impact factor: 14,674; MNiSW: 165; cytowan: 21

c¢) omowienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Glownym celem moich badan jest charakterystyka aktywnosci enzymatycznych bedacych
potencjalnymi celami terapii ré6znych chorob takich jak zakazenia wirusowe, nowotwory oraz
choroby neurodegeneracyjne. Poszukiwanie nowych celéw biatkowych oraz aktywnos$ci
enzymatycznych do terapii standw chorobowych jest obiektem badan wielu naukowcoOw na

catym Swiecie.

CK2 jest wszechobecng Ser/Thr kinaza bialkowa wykorzystujaca jako donora fosforanu
zarowno ATP jak i GTP. W niektorych przypadkach jest ona zdolna do fosforylacji reszt Tyr.
Nalezy ona do najbardziej konserwatywnych ewolucyjnie kinaz biatkowych. CK2 odgrywa
kluczowe role w regulacji cyklu komorkowego, przetrwaniu komorki i apoptozie jak réwniez
w szeregu standw patologicznych jak choroby nowotworowe i1 neurodegeneracyjne (choroby
Alzheimera 1 Parkinsona) oraz zakazenia wirusowe. CK2 jest jedng z najbardziej
plejotropowych kinaz biatkowych dla ktorej znanych jest obecnie setki substratow
biatkowych (Bian i in., 2013). Skoro lista celow CK2 wcigz wzrasta staje si¢ ewidentne, ze

posiada ona potencjat do udzialu w regulacji fundamentalnych proceséw komoérkowych
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takich jak ekspresja gendéw, synteza biatka, proliferacja i transformacja. W przeciwienstwie do
wiekszos$ci kinaz biatkowych, podjednostki katalityczne CK2 nigdy nie zostaly stwierdzone w
nieaktywnej konformacji z powodu swojej unikalnej struktury przestrzennej. Aktywnos¢ CK2
zostata stwierdzona w ekstraktach komoérkowych i1 tkankowych nawet w nieobecnos$ci
kofaktoréw (np. wtoérnych przekaznikéw) lub kiedy ulegnie ekspresji w bakterii. Fakty te
prowadza do ogdlnego wniosku, iz CK2 jest aktywna konstytutywnie. Jakkolwiek istnieja
mechanizmy uczestniczace w regulacji CK2 w komorce. Obejmujg one regulowang ekspresje
i sktadanie enzymu, regulacj¢ poprzez odwracalng fosforylacje podjednostek regulatorowych
B jak 1 podjednostki katalitycznej a, oraz interakcje regulatorowe. Taki brak ewidentnych
regulacji inhibitorowych moga odzwierciedla¢ plejotropi¢ tego enzymu ale moga takze by¢
odpowiedzialne za potencjat patogenny tej kinazy, ktorej nienormalnie wysoka aktywno$¢

zostala powigzana z wieloma chorobami.

CK2 w komorce zbudowana jest z dimeru utworzonego przez podjednostki regulatorowe J3,
do ktorych sa zwigzane dwie podjednostki katalityczne a i/lub o’. Z wielu badan wiadomo, ze
obydwie podjednostki katalityczne wystepuja w komorce takze w formie monomeryczne;.
Ilos¢ wystepujacych podjednostek jest inny w réznych organizmach. Ludzki enzym CK2
posiada trzy podjednostki katalityczne ale tylko jedng podjednostke regulatorowa. Z drugiej
strony u roslin mozemy znalez¢ o wiele wiecej izoform podjednostek a i  (Riera i in., 2001).
W drozdzach wystepuja dwie podjednostki katalityczne i dwie regulatorowe. Ciekawe jest, ze

obydwie B 1 B’ s niezbgdne dla uformowania dimeru i holoenzymu (Kubinski i in, 2007).

W trakcie moich badan dotyczacych kinazy biatkowej CK2 podjetam wspotprace z prof.
Zygmuntem Kazimierczukiem i prof. Andrzejem Orzeszko z SGGW, z dr Sofig Kouyanou-
Koutsoukou z Uniwersytetu Atenskiego w Grecji oraz z dr hab. n. farm. Jolantg Nazaruk i dr
hab. n. med. Anng Galickg z Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku [szczegdly Zal. 4].
Wyniki tych prac sa przedmiotem niniejszej rozprawy ale byly one takze prezentowane na w

formie referatow oraz posteréw na konferencjach miedzynarodowych [szczegdty Zal. 4].

CK2 zostata zidentyfikowana u wielu organizmow, jak czlowiek, ryby, owady i drozdze.
Wecezesniej nikt nie opisat kinazy biatkowej CK2 u malzy, jak omulek Mytilus
galloprovincialis. Bardales 1 wspolpracownicy (Bardales i in., 2007) opisali aktywnos¢
fosforylujaca nieoczyszczony ekstrakt z tkanki ptaszcza M. galloprovincialis uzywajacej GTP
jako donora fosforanu i hamowanej przez selektywne inhibitory CK2 (emodyng¢ i apigening).

Z tego powodu we wspolpracy z Zaktadem Genetyki i Biotechnologii Uniwersytetu w
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Atenach (the National and Kapodistrian University of Athens, Greece) prowadzitam badania
dotyczace podjednostki katalitycznej i1 regulatorowej CK2 z M. galloprovincialis [Zak. 4,
I.B1]. Do izolacji natywnej CK2 uzyto tej samej strategii jaka wcze$niej stosowano do
oczyszczenia CK2 z Saccharomyces cerevisiae (Domanska 1 in., 2005). W pierwszym etapie,
dezintegrowano 1 homogenizowano skrzela matza a uzyskany ekstrakt frakcji rozpuszczalnej
nanoszono na kolumn¢ DEAE-celulozy. Biatka eluowano buforem zawierajacym rosnace
stezenie NaCl. Punkt izoelektryczny (pl) drozdzowej podjednostki katalitycznej wynosi 8,8 i
zawarta jest ona we frakcji niezwigzanej z no$nikiem (DEO). Holoenzym jest eluowany 0,5 M
NaCl. W przypadku M. galloprovincialis aktywno$¢ enzymatyczna CK2 byta wykryta
zarowno we frakcji biatek niezwigzanych jak i eluowanych przy stezeniu 350-400 mM NaCl
(DE400). Obydwie frakcje byly nastgpnie oczyszczane na P-celulozie i biatko eluowano
gradientem az do 1M NaCl. Frakcje analizowano ponownie na zawarto$¢ aktywnosci
fosfotransferazowej. Dla uzyskania najwyzszej czystosci frakcje zawierajagce aktywnos$¢ CK2
oczyszczano na heparyno-agarozie. W oczyszczanych frakcjach biatkowych identyfikowano
obecno$¢ kinazy bialkowej CK2 stosujac specyficzne przeciwciala anty-CK2a. Nastgpnie
obydwie probki kinazowe (DEO i DE400) charakteryzowano enzymatycznie. Aby osiggnaé
ten cel uzyto znanych modulatoréw aktywnosci CK2 jak: GTP, 4,5,6,7-tetrabromo-/H-
benzimidazol (TBBz), 4,5,6,7-tetrabromo-/H-benzotriazol (TBBt), heparyn¢ i NaCl. CK2
nalezy do nielicznych kinaz biatkowych zdolnych do wykorzystywania GTP jako kosubstratu.
Podwyzszanie st¢zenia GTP prowadzi do obnizenia transferu znakowanego radioaktywnie
gamma fosforanu z czasteczki ATP. Kompetytywny efekt dziatania GTP byl wyzszy w
przypadku holoenzymu (DE400/PC700) niz w stosunku do wolnej podjednostki katalitycznej
(DEO/PC500). W obecnosci 100 mM NaCl aktywnos$¢ CK2a byta hamowana o 70 %, podczas
kiedy aktywno$¢ holoenzymu ulegata stymulacji. Taki efekt znany jest dla innych CK2 jak
ludzka czy enzym z kietkobw kukurydzy. Badano tez wplyw hamujacy selektywnych
inhibitorow CK2 TBBz 1 TBBt. Uzyskane wyniki potwierdzity poprzednie badania z innymi
kinazami gdzie obydwa inhibitory wykazuja wysoka aktywno$¢ w stosunku do obydwu form
molekularnych enzymu. Kolejnym testem potwierdzajacym obecnos¢ CK2 u M.
galloprovincialis byta reakcja kinazowa w zelu. Zel poliakrylamidowy z SDS (SDS/PAGE)
jest polimeryzowany z dodatkiem substratu biatkowego (w tym przypadku uzyto kwasnego
biatka rybosomowego P2B drozdzy). Po rozdziale elektroforetycznym, renaturacji kinazy i
reakcji fosforylacji z wykorzystaniem znakowanego radioaktywnie ATP, za pomoca
autoradiografii zostat zlokalizowany prazek biatkowy o masie okoto 41 kDa odpowiadajacej

podjednostce katalitycznej kinazy. W nastgpnym etapie na podstawie znanych
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konserwatywnych motywow obecnych w podjednostkach a 1 B CK2 okreslono ich geny oraz
wklonowano w wektor ekspresyjny pRSET w celu przeprowadzenia dalszych badan uzywajac

metody RACE (z ang. rapid amplification of cDNA ends).

W celu uzyskania najwyzszego poziomu nadekspresji obydwu podjednostek badano rdzne
szczepy E. coli stosujac zmienne warunki wzrostu kultur: r6zng temperature i czas hodowli,
zmienne st¢zenia induktora ekspresji — IPTG. Optymalnymi ustalonymi warunkami
nadekspresji byly: szczep E. coli BL21(DE3)trxB, temperatura 37°C, indukcja 0,3 mM IPTG

a nastgpnie 4 godzinna hodowla komorek.

Ceratitis capitata jest muszka owocowa obszaru §rédziemnomorskiego, ktora rozprzestrzenita
si¢ inwazyjnie w wielu czg¢sciach $wiata. Z powodu jej zdolnosci do powodowania znacznych
szkdd w uprawach owocow uwazana jest za jedng z najwazniejszych ekonomicznie gatunkow
muszki owocowej na §wiecie. Podobnie jak w przypadku CK2a malza M. galloprovincialis
sekwencja genu dla podjednostki katalitycznej C. capitata nie byta znana. Dla jej uzyskania
przyjeto podobna strategie klonowania. Startery zostalty zaprojektowane w oparciu o wysoce
konserwatywne sekwencje podjednostek CK2a z innych organizméw eukariotycznych [Zak.
4, 1.B2]. Sekwencja podjednostki CK2[ zostala juz opublikowana wczesniej. Zaprojektowane
zgodnie z pierwszymi 1 ostatnimi nukleotydami startery uzyte zostaly w standardowe;j
procedurze PCR. Uzyskane plazmidy uzyto do transformacji réznych szczepdéw E. coli.
Podobnie jak dla M. galloprovincialis podjednostek CK2 poziom nadekspresji ustalano z
zastosowaniem roznych szczepow bakteryjnych 1 w roznych warunkach hodowli.
Optymalnymi ustalonymi warunkami nadekspresji byly: szczep E. coli BL21(DE3)trxB,
temperatura 37°C, indukcja 0,3 mM IPTG a nastepnie 4 godzinna hodowla komorek.

Uzyskane biatka rekombinowane byty uzywane w dalszych badaniach porownujacych kinazy
z M. galloprovincialis 1 C. capitata z biatkami z innych organizmoéw. Obecno$¢ podjednostki
CK2p prowadzi zwykle do wzrostu aktywnosci fosforylacyjnej holoenzymu. Tak jest takze w
przypadku nowo zidentyfikowanych aktywnosci CK2 z C. capitata 1 M. galloprovincialis.
Nizsza wrazliwo$¢ wolnej podjednostki katalitycznej na NaCl w poréwnaniu do
odpowiedniego holoenzymu byla juz opisywana dla wielu enzyméw CK2. Moze by¢ to
wyjasnione poprzez funkcje ochronng podjednostki regulatorowej. W przypadku holoenzymu
ludzkiego, kukurydzy lub malza obserwuje si¢ ich aktywacje przy nizszych stezeniach soli.
Inaczej jest w przypadku holoenzymu z C. capitata gdzie nie obserwowano takiego efektu.

Poroéwnano réznice w optymalnej temperaturze reakcji pomigdzy CK2 ludzkim, malza i
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muszki. Podczas gdy dla ludzkiej CK2 optimum obserwowano dla 37°C optima dla dwoch
pozostatych enzyméw wynosity 25°C 1 18°C, odpowiednio dla C. capitata 1 M.

galloprovincialis. Jaki jest powdd tych rozbieznosci ciagle nie wiadomo.

Przewidywane sekwencje aminokwasowe podjednostek katalitycznych regulatorowych M.
galloprovincialis 1 C. capitata wykazuja wysoka konserwatywno$¢ charakterystyczng dla
CK2. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych wskazuje na 88 % identycznos¢ i 94 %
podobienstwo pomigdzy CK2a ludzkim 1 muszki oraz 86 9% identyczno$¢ oraz 91 %
podobienstwo pomigdzy CK2a ludzkim i matza. Podczas kiedy ludzka CK2a sktada si¢ z 391
aminokwasow o ci¢zarze molekularnym okoto 45 kDa uzyskane sekwencje aminokwasowe
CK2a z M. galloprovincialis 1 C. capitata sktadaja si¢ odpowiednio tylko z 356 i 338
aminokwasow [Zal. 4, I.B3]. Podjednostki CK2[3 majg podobng wielko$¢ do ludzkiej (215 aa)
1 sktadajg si¢ z 221 (M. galloprovincialis) 1 215 (C. capitata) aminokwasoéw. Warto$ci pl
podjednostek regulatorowych sg na podobnym poziomie od 4,35 w przypadku S. cerevisiae 1
5,30 dla M. galloprovincialis 1 C. capitata. Dla podjednostek katalitycznych réznice w
wartosciach pl sg o wiele wyzsze, siegajace od 6,68 w przypadku C. elegans do 8,83 w

przypadku S. cerevisiae.

Jak wspomniano wczesniej TBBt 1 TBBz nalezg do selektywnych inhibitoréw CK2. Juz w
latach osiemdziesigtych ubiegltego stulecia pochodna TBBz, 5,6—dichloro-1-B-D-
rybofuranozylobenzimidazol (DRB), zostala opisana jako inhibitor CK2. Od tego czasu
szereg grup badawczych poszukiwato nowych, silniejszych jego analogow 1 innych klas

zwiazkow o dziataniu inhibitorowym.

W 2005 poznatam prof. dr hab. Zygmunta Kazimierczuka z SGGW. Na poczatku nasza
wspoOtpraca dotyczyla poszukiwania inhibitorow aktywnosci wirusowych helikaz z rodziny
Flaviviridae. Po rozpoczeciu pracy w Katedrze Biologii Molekularnej KUL 1 poszerzeniu
moich zainteresowan naukowych zwigzki syntetyzowane przez niego i prof. dr hab. Andrzej
Orzeszko testowalam kilka pochodnych 4,5,6,7-tetrabromo- 1 4,5,6,7-tetrajodo-/H-
benzimidazolu na aktywno$¢ inhibitorowa w stosunku do ludzkich podjednostek
katalitycznych CK2a 1 CK2a’ [Zal. 4, 1.B4]. W pierwszym etapie uzyskatam enzymy na
drodze nadekpresji jako biatko fuzyjne z GST w bakteriach E. coli BL21(DE3)trxB
oczyscitam je na glutationo-sepharozie. Do dzisiaj wigkszo$¢ publikacji dotyczacych
inhibitorow CK2 w przedstawianych wynikach nie réznicuje pomigdzy dwoma

podjednostkami katalitycznymi chociaz wiadomo, ze spelniajg one rdézne funkcje w komorce
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a ich specyficznos¢ jest podobna ale nie identyczna. Pamigtajagc wyniki uzyskane w
poprzednich badaniach w przedstawianych doswiadczeniach uzyto dwa rozne substraty
bialkowe: drozdzowe kwasne biatko rybosomowe P2B i syntetyczny peptyd
RRRADDSDDDDD. Zwykle to aktywno$s¢ CK2a’ byta bardziej wrazliwa od CK2a na
dziatanie testowanych zwigzkow bromopochodnych. Wprowadzenie tancuchéw bocznych (—
CH:CO:H, — (CH;),CO,H, — (CH,);CO,H) w pozycji 2 4,5,6,7-tetrabromo- i 4,5,6,7-tetrajodo-
1H-benzimidazoli prowadzi do 11-krotnego lub 6-krotnego wzrostu efektu inhibitorowego
odpowiednio dla CK2a’ i CK2a. Obserwowany efekt zalezat takze od uzytego biatka
substratowego. Dodatkowa grupa metylowa podstawiona w pozycji 1 skutkowata zmiennym
efektem. Podczas kiedy czasteczka 5f (R1 — CHs, R2 — (CH»);CO,H) wykazuje duzo stabsze
wlasciwos$ci inhibitorowe dla syntetycznego peptydu niz dla substratowego biatka P2B,
czasteczka 5b (R1 — CH3, R2 — CH,CO,H) wykazuje lepsze wtasciwosci inhibitorowe kiedy
substratem jest syntetyczny peptyd substratowy. Badania prowadzone wcze$niej przez inny
zespot badawczy z Wioch (Gianoncelli 1 in., 2009) wykazaty, iz jodowane pochodne
inhibitorow wykazuja wyzsza aktywnos$¢ inhibitorowa w stosunku do holoenzymu. Byto wiec
ciekawe by sprawdzi¢ czy prawidtowos¢ ta jest stuszna dla obu podjednostek katalitycznych
CK2a 1 CK2a’. I tak w przypadku 4,5,6,7-tetrajodo- / H-benzimidazolu, jodowanego analogu
TBBz, czasteczka zawierajaca podstawnik karboksymetylowy w pozycji 1 (2e) posiada
wyzszg aktywno$¢ inhibitorowg w stosunku do obu podjednostek katalitycznych niz jego
bromowany analog. Inaczej, substytucja podstawnikiem S-karboksymetylowym w pozycji 2
(5g) wykazuje inny efekt. Ponadto, testowano inng grup¢ analogéw TBBz. Znanym
inhibitorem CK2 jest DMAT, analog podstawiony w pozycji 2 grupg dimetyloaminy.
Oceniono aktywnos$¢ inhibitorowa nowo zsyntetyzowanych czasteczek podstawionych w
pozycji 1 reszta: metylowa (IMe-DMAT), karboksymetylowg (2¢) Iub karboksypropylowa
(2d) 1 poréwnano z wartosciami uzyskanymi dla DMAT 1 TBBz. Analiza tych wynikéw
wskazuje, ze pochodna karboksylowa DMAT wykazuje najlepsza aktywnos$¢ inhibitorowa
sposrod wszystkich badanych w tej pracy analogéw TBBz. Kolejne podstawienia w pozycji 1
prowadzi do obnizenia aktywnos$ci inhibitorowej czasteczek i wyzszych wartosci K; niz dla
czasteczek o krotszym tancuchu bocznym w pozycji 1. Analog DMAT podstawiony grupa
karboksypropylowg posiada wyzsza aktywno$¢ inhibitorowa niz analogiczna pochodna TBBz

w stosunku do CK2a’ ale jest mniej efektywny w przypadku CK2a.

W roku 2015 rozpoczetam wspolprace z dr hab. n. farm. Jolanta Nazaruk i1 dr hab. n. med.
Anng Galicka z Uniwersytetu Medycznego z Bialegostoku. Celem tych badan jest
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identyfikacja nowych zwigzkéw pochodzenia naturalnego (izolowanych z réznych roslin
przez dr hab. n. farm. J. Nazaruk) jako silnych inhibitoréw aktywnos$ci ludzkiej kinazy
biatkowej CK2 [Zal. 4, 1.B6 i B7]. Zwiazki z grupy flawonoidéw znane sa od lat jako
substancje o aktywno$ci antynowotworowej i przeciwbakteryjnej. Oprocz czterech juz
opisanych flawonoidow z hamujacym potencjatem przeciw holoenzymowi CK2 (apigenina,
luteolina, kemferol i1 kwercetyna) badalam 24 nowe =zwigzki. Celem badan byto
poréwnywanie wszystkich substancji pod wzgledem ich efektu na aktywno$¢ podjednostek
katalitycznych (CK2a i CK2a’) oraz ich holoenzyméw (CK2 a3 1 CK2 a’5p3;). W pierwszym
etapie podjednostki CK2a 1 CK2a’ oczyszczono jak juz opisano powyzej. Do tworzenie obu
form holoenzymatycznych podjednostke regulatorowa CK2 uzyskiwano jako biatko fuzyjne
z 6xHis ekspresowane w bakteriach E. coli BL21(DE3)pLys. Homogenne preparaty
holoenzyméw uzyskalam poprzez potaczenie osadow bakteryjnych zawierajacych
rekombinowane CK2a oraz CK2B lub CK2a’ oraz CK2B, dezintegracji komorek 1
oczyszczanie na glutationo-sepharozie. Badanie enzymatyczne prowadzitam jak w przypadku
benzimidazoli z dwoma substratami: kwasnym biatkiem rybosomowym P2B z S. cerevisiae

oraz krotkim syntetycznym peptydem o sekwencji RRRADDSDDDDD.

Najlepszy efekt inhibitorowy wobec wolnych podjednostek katalitycznych wykazaty
chryzoeriol, kwercetyna i pedalityna z warto$ciami ICsp pomiedzy 0,1 1 0,4 uM dla CK2o’
oraz 0,51 7,0 uM dla CK2a co znaczy, ze zwigzki te wykazujg wyzszg aktywno$¢ hamujaca
od bardzo znanego inhibitora tego enzymu apigeniny (9,8 uM dla CK2a 1 2,3 uM dla CK2a’).
Innymi zwigzkami obnizajagcymi aktywno$ci¢ CK2 sa luteolina i kemferol. Podobnie jak w
badaniach z halogenowanymi benzimidazolami CK2a’ jest mocniej hamowana niz CK2a, a w
niektorych przypadkach (pedalityna) nawet do 17 razy lepiej. Zidentyfikowatam tez zwigzki
ktére maja wylacznie efekt na podjednostke CK2a’ 1 naleza do nich trycyna 1 skutelaryna.
Jedyna substancja o podobnym efekcie inhibitorowym na obie podjednostki katalityczne jest
cernuozyd. W badaniach uzywane byly roéwniez rézne pochodne tych zwigzkow. Posiadaja
one dodatkowe grupy glikozydowe, hydroksydowe lub kwas glukuronowy. Takie pochodne
wykazuja r6zny efekt hamujacy, niektore lepiej obnizaja aktywnos¢ CK2, np. 7-O-glukuronid

izokemferyd, inne nie posiadaja zadnego efektu.

Inne badane zwiazki, takie jak linaryna, pektolinaryna, erigerozyd, 6’-kawoiloerigerozyd i
kwas chlorogenowy nie obnizaja aktywnos$ci enzymatycznych obu podjednostek niezalezne

od uzywanego substratu biatkowego.
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W porownywaniu wynikow otrzymanych w eksperymentach z biatkiem P2B 1 z krotkim
peptydem jako substratami obserwowatam duza roéznice efektu hamujacego inhibitoréw na
aktywnosci CK2. W wigkszos$ci przypadkow CK2o’ bylo lepiej hamowane dla substratu
peptydowego 1 potwierdzit si¢ fakt, ze podjednostka CK2a’ jest mocniej hamowana niz

CK2o.

W celu ustalenia mechanizmu dziatania flawonoidéw badania enzymatyczne prowadzono
przy zmiennych stezeniach inhibitora i donora fosforanu (ATP). Miato to na celu wykazaé
czy badane zwigzki inhibitorowe sg kompetytywne wobec ATP. Po analizy wynikow 1
wykresOw widoczne jest dziatanie inhibitorowe okreslone jako czysto wspotzawodniczace
wobec donora fosforanu. Stata inhibicji K; osigga warto$ci pomigdzy 0,1 1 0,5 uM. Warto$¢
dla najlepszego inhibitora, ktorym jest chryzoeriol wynosi 17 i 100 nM odpowiednio dla
CK2w’ 1 CK2a.

W dalszej analizie tych inhibitorow i ich mechanizmu dzialania uzywatam rekombinowane
holoenzymy CK2mf, i CK2a’,f,. Celem bylo zbadanie czy rdéznica w elastycznos$ci
pomiedzy oboma holoenzymami bedzie widoczna w eksperymentach z inhibitorami. W
holoenzymie CK2a’,, podjednostka katalityczna jest mniej ruchoma niz w przypadku

holoenzymu CK2a,f3;. Czy to bedzie miato wplyw na efekt hamujacy flawonoidow?

W pierwsze] kolejnosci testowatam najlepsze inhibitory z poprzednich doswiadczen z
wolnymi podjednostkami CK2a i CK2a’: chryzoeriolem, pedalityng, apigening, luteoling,
kemferolem, kwercetyng i cernuozydem. Niespodziewanie, wszystkie zwiazki lepiej
hamowaty aktywno$¢ holoenzymu CK2a,p, niz CK2a’,f,. Uzyskane wartosci I1Cso dla
CK2a’ sg nizsze od wartosci dla holoenzymu CK2a’,f,, natomiast w przypadku CK2a
wartosci sg duzo wyzsze od tych uzyskanych z holoenzymem CK2a.f,. Pochodne luteoliny
sa o 10 razy mniej efektywne wobec CK2a’,3; niz dla wolnej podjednostki CK2a’. Wszystkie
cztery izoformy CK2 byty najlepiej hamowane przez chryzoeriol (ICso ponizej 0,42 uM) -
zwigzek dotad nie znany jako inhibitor kinaz 1 mato opisany w literaturze. Pedalityna,
trycyna, luteolina i kemferol sa jedynymi zwigzkami, ktore wykazuja lepszy efekt hamujacy
wobec obu form holoenzymoéw niz w stosunku do odpowiednich wolnych podjednostek

katalitycznych.

Poszukiwanie nowych inhibitoréw dla kinazy biatkowej CK2 jest utrudnione przez
charakterystyczng topografie¢ i rozmiar kieszeni wiazacej ATP, ktéra w pordwnywaniu z

innymi kinazami jest wezsze. Z tego powodu potencjalne zwiazki hamujace CK2 bedace
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kompetytywnymi wobec ATP muszg posiada¢ malg 1 plaska strukture, tak jak np. apigenina 1
luteolina (Lolli 1 in., 2012). Najwazniejszymi aminokwasami zaangazowanymi w zwigzanie
inhibitorow sa: Leu85, Val95, Leulll, Phell3 i Ile174 (I region hydrofobowy), Val45 i
Tyr115 (II region hydrofobowy), oraz Val53, Ile66, Vall16 i Met163 (region adeninowy).

Z pomoca internetowego serwisu SWISS-DOC i programu UCSF Chimera 1.12rc
analizowalam mechanizm wigzania pomigdzy wszystkimi trzema izoformami CK2 z
inhibitorami apigening, kwercetyng i chryzoeriolem. Do tego celu uzyte zostaly struktury
krystaliczne CK2a (PDB 1PJK), CK2a' (PDB 30FM), 1 holoenzymu CK2a.f3, (PDB 1JWH).
Energie wigzania dla wszystkich modeli wynosity pomiedzy -7,49 i -8,48 kcal/mol.

Roéznicg w budowie tych inhibitorow stanowi ilo$¢ grup hydroksylowych oraz w przypadku
chryzoeriolu grupa metoksylowa w pozycji 3’. Apigenina i kwercetyna wigza si¢ podobnie
do wszystkich izoform. Znaczna réznica jest widoczna w przypadku chryzoeriolu zwigzanego
do CK2a. Poréwnujac z apigening i kwercetyng chryzoeriol zwigzany jest pod katem 90°. W
ten sposob kieszen wigzaca ATP jest bardziej blokowana niz w przypadku apigeniny i
kwercetyny, co moze by¢ thumaczeniem lepszej aktywnosci inhibitorowej dla chryzoeriolu.
Niewielka rdéznica jest tez obserwowana w wigzaniu chryzoeriolu oraz pozostalych
inhibitorow z holoenzymem CK2a,3,. Mimo réznych pozycji inhibitorow w kiszeni wigzacej
ATP, odlegos$ci pomigdzy inhibitorami i tancuchami aminokwaséw sa podobne 1 mieszczg si¢

w granicach 2,224 A.

Najnizsza energia wigzania byta szacowana dla kompleksu CK2a'/chrysoeriol, co jest
potwierdzeniem wynikow badan enzymatycznych. Oddziatywania pomig¢dzy flawonoidami 1
izoformami CK2 sg gtownie skutkiem tworzeniu wigzan wodorowych z Lys68 (Lys69 u

CK2d'), Vall16 (Ile117 u CK20') i Asp175 (Asp176 u CK2a).

W nastgpnej czeSci moich badan analizowatam oddziatywanie CK2 z potencjalnym
substratem Asfl [Zal. 4, L.LB5]. Jest to drozdzowe bialko zaangazowane w tworzeniu
nukleosomu in vitro begdace niezbednym skladnikiem dla stabilizacji genomu in vivo
(Daganzo 1 in., 2003). W bazie SGD (z ang. Saccharomyces genome database) wyszukiwane
byly biatka zawierajace sekwencje konsensusowe S/TXXE/D charakterystyczne dla
substratow CK2. Jednym z kandydatow na taki substrat wybrane zostalo biatko Asfl.
Wykonane badania wykazaly jednak, ze potencjalne miejsce fosforylacji w sekwencji tego

biatka nie jest fosforylowane in vitro. Polipeptyd Asfl zawiera bardzo charakterystyczny dla
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tego typu biatek konserwatywny fragment na N-koncu, a w drozdzach dodatkowy C-koniec o

charakterze silnie kwasnym.

Gen kodujacy biatko Asfl zostal wklonowany do wektora pET28a w celu nadekspresji.
Biatko Asfl bylo testowane jako inhibitor kinazy biatkowej CK2. Podobnie jak w badaniach z
inhibitorami ATP-kompetytywnymi podjednostka CK2a' (ICso 1,3 uM) jest lepiej hamowana
niz CK2a (ICso 2,5 uM). Interesujacy efekt obserwowatam w przypadku 30 minutowe;j
preinkubacji Asfl z réznymi izoformami CK2. Podczas gdy podjednostka CK2a' i jej
holoenzym CK2a’,f, byly hamowane, podjednostka CK2a i holoenzym CK2a,f, ulegaty

aktywacji.

Jak juz opisalam powyzej efekt inhibitorowy reakcji enzymatycznej moze by¢ zalezny od
uzywanego substratu biatkowego. Do sprawdzenie czy to takze dotyczy oddzialywania Asfl z
CK2 uzywatam rdzne, opisane wczesniej substraty dla drozdzowej CK2: Svfl, Fipl, EIfl,
P2B oraz krotki peptyd syntetyczny. Asfl powodowat zahamowanie fosforylacji wszystkich
biatek, jednak w ré6znym stopniu. Fosforylacja bialek P2B i Fipl przez CK2 hamowana byla
przez Asfl przy wartosci ICso odpowiednio 1,3 oraz 1,6 pM, podczas gdy dla biatek Svfl 1
Elfl wartosci ICsy wynosity tylko 9,8 i 6,0 uM. Fosforylacja krotkiego peptydu byta
hamowana nieznacznie przy 10 uM. Uzyskane wyniki byly podobne dla obu podjednostek
katalitycznych, jednak wartosci ICso dla CK2a byty wyzsze.

Po pierwszych wynikach zainteresowato mnie, ktory fragment Asfl jest niezbedny do
hamowania aktywnos$ci CK2. W tym celu klonowatam dwa fragmenty biatka: N-koncowy —
sekwencja aminokwasow 1-169 1 C-koncowy — aminokwasy 170-279. Pierwszy z nich jest
fragmentem wysoce konserwatywnym charakterystycznym dla tego typu bialek, a drugi
zawiera duzo kwasnych aminokwasow, i ktory prawdopodobnie jest odpowiedzialny za efekt
hamujacy. Analizy aktywno$ci enzymatycznych prowadzono w obecnosci 5 uM pelnego
Asfl lub jego fragmentow. Z otrzymanych wynikow wida¢, ze kwasny C-koniec Asfl
posiada podobny wplyw hamujacego na aktywnosci CK2 jak cate biatko podczas gdy

fragment N-koncowy nie posiada aktywnosci inhibitorowe;.

Koniec karboksylowy Asfl jest podobny do regionu pseudosubstratowego zawartego w
podjednostce regulatorowej B oraz do sekwencji konsensusowej rozpoznawanej przez CK2. Z
tego powodu mozliwym mechanizmem dzialania moze by¢ kompetycja z miejscem wigzania
substratu biatkowego kinazy. W celu sprawdzenia tego przypuszczenia powtarzatam badanie

aktywnos$ci enzymatycznej CK2 w obecnosci réznych stgzen Asfl 1 P2B jako substratu
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biatkowego. Wyniki réznily si¢ pomigdzy podjednostkami katalitycznymi. Podczas gdy
CK2a’ jest hamowana w zalezno$ci od stezenia P2B, stopien inhibicji CK2a pozostawat
niezmienny. Podobny eksperyment powtarzalam zmieniajac oprocz stezenia Asfl takze
stezenie ATP, azeby sprawdzi¢ kompetencyjnos¢ Asfl wobec ATP. Wyniki, ktore uzyskatam
ponownie byly rézne dla obu podjednostek katalitycznych. Wartosci zahamowania
aktywnosci CK2a’ przez Asfl byly prawie identyczne niezalezne od stezenie ATP, ale w
przypadku CK2a stopien hamowania fosforylacji byto wigkszy przy nizszych st¢zeniach ATP
w mieszaninie reakcyjnej. Wyniki te sugeruja, ze hamowanie CK2a przez biatko Asfl jest
kompetencyjne wobec ATP, gdy hamowanie CK2a’ jest kompetencyjne wobec substratu

biatkowego.

Po analizie wszystkich badan ciekawa bytam, czy efekty obserwowane w warunkach in vitro
tez beda widoczne w badaniach w drozdzach S. cerevisiae. Pierwszym krokiem bylo
klonowanie genu kodujacy biatko Asfl do wektora umozliwiajgcego nadekspresje w
drozdzach. Nastepnie rozne drozdzowe szczepy delecyjne (ACK2a 1 ACK2a’) byly
transformowane z wektorem zawierajacym Asfl. Prowadzono hodowle w pozywce YPD z
dodatkiem 2% galaktozy niezbednej do nadekspresji biatko Asfl w drozdzach. Wyniki badan
in vivo potwierdzily badania enzymatyczne. Interesowato mnie czy nadekspresja Asfl bedzie
miala wptyw na podziat komoérek. Szczepy drozdzowe hodowane przez 8 godzin i mierzono
w nich co 2 godziny gestos¢ optyczng. Porownujac wzrost komorek szczepdéw delecyjnych z
dzikiem szczepem BMAG64-1 okazato si¢, ze podzial komodrek byl hamowany w szczepie z
delecja genu kodujacego CK2a, tzn. w tym gdzie tylko biatko CK2a’ jest produkowane w
drozdzach. Z drugie strony drozdze produkujace tylko podjednostke CK2a urosty szybcie;.
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Najwazniejsze wyniki:

W pracach omowionych powyzej wlaczonych do osiggni¢cia naukowego wykazatam:

—

. Po raz pierwszy zidentyfikowatam kinaz¢ biatkowa CK2 w morskim bezkrggowcu.

Przeprowadzitam klonowanie i scharakteryzowatam nowag kinaz¢ biatkowg CK2 z
matza Mytilus galloprovincialis, wyizolowatam z malza oraz oczyscilam enzym

rekombinowany.

Wykonatam klonowanie i scharakteryzowatam nowa kinazg¢ biatkowa CK2 z muszki

owocowej Ceratitis capitata, oczy$citam enzym rekombinowany.

Poréwnalam aktywnos$ci enzymatyczne oraz mechanizmu regulacji kinazy biatkowe;j

CK2 u r6znych organizméw eukariotycznych (cztowieka, matza i muszki).

Zidentyfikowalam nowe, wysoko specyficzne i silne inhibitory (pochodne /H-
benzimidazolu) ludzkiej kinazy biatkowej CK2, o wysokiej selektywnos$ci wobec
CK2a’. Po raz pierwszy wykonane zostaly analizy 1 odr6zniony wptyw inhibitoréw na

podjednostki katalityczne ludzkiej CK2.

Wykonatam badanie i analiz¢ oddziatywanie naturalnie wystepujacych flawonoidow na
aktywno$¢ katalityczng izoform ludzkiej kinazy biatkowej CK2. Zidentyfikowatam
nowe, silne inhibitory CK2: pedalityne, chryzoeriol 1 trycyne.

Przebadalam oddzialywanie biatka Asfl drozdzy na izoformy ludzkiej i drozdzowej
kinazy biatkowej CK2. Wykonatam analiza wptywu Asfl in vitro w badanich
enzymatycznych oraz in vivo przez analiz¢ wzrost S. cerevisiae po nadekspresji biatka

Asfl.

16



Zatacznik 2 — dr inz. Andrea Baier

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych
a) Badania nad hamowaniem helikazy HCV

Wirusy z rodziny Flaviviridae powoduja infekcje ludzi 1 zwierzat. Rodzina ta jest podzielona
na trzy rodzaje: flawiwirusow, hepaciwirusow i pestiwirusoOw. Jednym z najwazniejszych jej
przedstawicieli jest wirus zapalenia watroby typu C (HCV) nalezacy do rodzaju hepaciwirus.

Wirus ten wystepuje na calym swiecie bedac przyczyng ponad 300 milionow infekc;ji.

W Polsce wirusem HCV zainfekowanych jest 1,9 % populacji (ponad 700 000 o0so6b).
Przewiduje si¢, ze opoznienie w zapobieganiu tej infekcji w krajach UE doprowadzi do
wzrostu w kosztach leczenia o wiecej niz miliard Euro rocznie (Wiessing i in., 2003).
Najnowsze dostepne badania szacunkowe WHO dotyczace ilosci zgondw sugeruja, ze co

najmniej 500 000 zgondw rocznie spowodowane jest przez HCV.

W zwigzku z naturg wirusa, ktory jest okoto 10-krotnie bardziej infekcyjny od HIV, istnieje
duza ilo$¢ niezdiagnozowanych osobnikow. Z powodu wielu przypadkow bezobjawowego
przebiegu infekcji w okresie poczatkowym, wirus jest przenoszony przez zakazone osoby. W
koncu lat 90 XX w. okoto 59-65 % przypadkow zakazen spowodowane bylo przez szpitalne
procedury diagnostyczne lub lecznicze. Po wprowadzeniu badan krwi 1 preparatow
krwiopochodnych najwigkszym zrodiem nowych infekcji HCV sa iniekcje narkotykow
stosowanych przewaznie przez mtode osoby (czgstotliwos¢ wystgpowania w Polsce 80-90%).
Wozrastajgca liczba zarejestrowanych infekcji w Polsce jest wsparty przez fakt wystepowania
chronicznych zakazeh HCV u os6b w wieku 45 lat nie§wiadomych choroby do czasu
stwierdzenia zakazenia. Wglad w opublikowane dane Eurasian Harm Reduction Network
pokazuje, ze w Polsce wcigz pozostaje nie wykryte do 97 % infekcji HCV. Do dzisiaj nie ma

skutecznej szczepionki przeciwko temu wirusowi.

Wirusy nalezace do rodzaju flawiwirusow sg patogenami ludzkimi mogacymi by¢ przyczyna
piorunujacej choroby krwotocznej (wirus dengi — DENV) 1 wirusowego zapalenia mdzgu
(wirus japonskiego zapalenia mézgu — JEV, wirus zachodniego Nilu — WNV). Szacunkowo
corocznie rejestruje si¢ do 200 milionéw nowych przypadkow infekcji spowodowanych przez
wirusy rodziny Flaviviridae. Trzeci rodzaj Flaviviridae sa zwierzecymi wirusami
patogennymi, np. klasyczny pomér $win, wirusowa biegunka bydla 1 wirus choroby
granicznej. U zwierzat zainfekowanych tymi wirusami obserwuje si¢ rozwoj cig¢zkich chorob

czgsto zakonczonych ich $miercia.

17



Zatacznik 2 — dr inz. Andrea Baier

Flaviviridae sa matymi wirusami otoczkowymi o genomie ztozonym z dodatniego ssRNA.
Pojedyncza ramka odczytu jest otoczona przez zlokalizowane na koncach 5°- 1 3°- obszary
nieulegajace translacji. Kodowana przez genom poliproteina sktadajaca si¢ z 3000 do 3500
aminokwasOw jest rozcinana proteolitycznie na biatka strukturalne i niestrukturalne. Wiele
zespolow badawczych przyjelo odmienne strategie do zahamowania replikacji wirusa.
Jednym z potencjalnych celow sg aktywnosci NTPazy 1 helikazy zasocjowane z

niestrukturalnym biatkiem NS3.

NTPaza/helikaza rozplata helis¢ RNA 1 DNA poprzez rozerwanie wigzan wodorowych
taczacych dwie nici. Enzym sklada si¢ z trzech domen o podobnej wielkosci (1, 2 1 3)
oddzielonych  glebokimi  szczelinami 1  polaczonych  elastycznymi  odcinkami
aminokwasowymi zwanymi regionami zawiasu. NTPazy/helikazy sg enzymami wigzacymi i
wykorzystujacymi trifosfonukleotydy (NTP). Interakcja z nukleotydem moze zachodzi¢
dzieki dobrze scharakteryzowanej kieszeni wiazacej, wykrytej dzieki obecnosci bardzo
konserwatywnych motywow Walker’a A i B. Motywy te sktadaja si¢ z krotkich sekwencji
aminokwasowych zaangazowanych w wigzanie 1 hydrolize grup B- oraz y-fosforanowych
NTP. Innym waznym elementem, zwanym motywem VI, jest segment bogaty w Arg
zlokalizowany pomiedzy aminokwasami 1487 1 1500 poliproteiny HCV. Badania
krystalograficzne pozwalaja przypuszczaé, ze motyw ten odgrywa kluczowa rolg w wigzaniu
RNA i1 DNA. Inne badania krystalograficzne i modelowanie molekularne mocno sugeruja

jego udziat w wigzaniu NTP do NTPazy/helikazy i/lub w stabilizacji tego wigzania.

Cze$¢ praktyczng do mojej pracy magisterskiej wykonalam w Instytucie Chorob
Tropikalnych im. Bernhardta-Nochta w Hamburgu (Niemcy). Podczas tego pobytu poznatam
rézne metody niezbedne dla nadekspresji i oczyszczania bialek rekombinowanych oraz
natywnych. Oczyscitam NTPazy/helikazy z czterech wiruséw z rodziny Flaviviridae z kultur
komoérkowych zainfekowanych wirusem jak to bylo w przypadku wirusa Zachodniego Nilu
lub jako enzymy rekombinowane w E. coli, jak w przypadku wirusa zapalenia watroby typu
C, wirusa japonskiego zapalenia moézgu i wirusa dengi. Badanie szerokiego spektrum
pochodnych benzotriazoli 1 benzimidazoli wykazalo, zZe czasteczki o wigkszej
hydrofobowos$ci osiagnietej dzigki halogenowaniu pierscienia benzolowego 1 przez
rozbudowg pierscienia triazolowego lub imidazolu sg bardzo silnymi inhibitorami aktywnosci
helikazy WZW NTPazy/helikazy. Inhibitory te byly syntetyzowane w Laboratorium
Antymetabolitow Instytutu Biochemii 1 Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Poszukiwania posrdd réznych analogow benzotriazoli 1 benzimidazoli wygenerowaty kilka
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silnych 1 bardzo selektywnych inhibitorow aktywno$ci helikazy WZW. Najlepszy profil
aktywnosci/selektywnosci  w  stosunku do aktywnos$ci helikazy WZW posiadaty
halogenowane benzotriazole N;-metyltetrabromobenzotriazolu, Ni-
etylotetrabromobenzotriazolu i N,-propylotetrabromobenzotriazolu wykazujace hamowanie

przy stezeniach rzedu 5,9 1 6,6 uM [Zal. 4, 11.D2 i D3].

Po ukonczeniu studiow aplikowalam o stypendium Marie-Curie (Marie Curie Training Site-
Education and Research in Molecular Biology) w Instytucie Biochemii 1 Biofizyki PAN w
Warszawie. Tematem mojej rozprawy doktorskiej byly badania inhibitoréw aktywnosci
NTPaz i helikaz Flaviviridae w testach in vitro. NTPazy/helikazy HCV, JEV i DENV uzyte w
badaniach uzyskano drogg nadekspresji w E. coli biatka fuzyjnego znakowanego tagiem
histydynowym i ich oczyszczeniu do stanu homogennosci. Zrodtem NTPazy/helikazy z WNV
byto medium zainfekowanych wirusem komodrek Vero E6. Jako substratow uzywano dwoch
zhybrydyzowanych oligonukleotydow RNA lub DNA tworzacych czeSciowo ni¢ podwdjna.
Krétszy oligonukleotyd (26-mer) byl znakowany radioaktywnie z zastosowaniem kinazy

polinukleotydowej T4 i mieszany z dluzszym oligonukleotydem w celu hybrydyzacji.

W latach 2003-2005 pracowatam w projekcie ,,Design of novel inhibitors of HCV RNA
helicase — potential antivirals for treatment and protection against hepatitis C virus-induced
diseases” kierowane przez prof. dr hab. T. Kulikowski z IBB PAN w Warszawie [Zal. 4,
ITI.A1 i ITLLE]. W badaniach efektu inhibitorowego stosowano wiele klas niespokrewnionych
czasteczek. Pierwsza klasg czasteczek stanowity pochodne fluorosulfonylowe puryn, ktore
wykazywaty aktywno$¢ inhibitorowa tylko po preinkubacji enzymu z badanym zwigzkiem
[Zal. 4, 11.D1]. Druga klasa byly pochodne benzotriazolowe i benzimidazolowe, ktore sa
znanymi inhibitorami kinazy biatkowej CK2. Przypuszczalny mechanizm dziatania tych
czastek w przypadku NTPazy/helikazy polega na wigzaniu z duzym i malym rowkiem
substratowego DNA lub RNA. Badano rézne pochodne /H-benzotriazolu i / H-benzimidazolu
ze wzgledu na ich potencjat inhibitorowy, ale stwierdzono jedynie niewielki efekt w
poréwnaniu ze zwigzkami macierzystymi. Wszystkie testowane zwigzki okazaty si¢ bardzo
selektywnymi inhibitorami helikazy HCV. Trzecig klasg inhibitoréw byty alkaloidy o niskiej
toksyczno$ci, mianowicie tropolony. Uzyskane wyniki sugeruja jednoznacznie, ze tropolony i
ich pochodne nie wiaze si¢ ani z miejscem wigzania ATP ani z miejscem wigzacym DNA.
Obserwacja, ze mechanizm dziatania tropolondéw nie jest zwigzany z blokowaniem miejsca
wigzania ATP potwierdzona zostata testem ATP-azowym. Nie mozna wykluczy¢, ze

pochodne policykliczne tropolonéw interkalujg w struktur¢ DNA 1 w ten sposob wzmacniajg
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efekt hamujacy wzgledem helikaz [Zal. 4, I1.D4]. Ostatnig klasa substancji hamujacych
aktywno$¢ helikazy byty leki o bazowym szkielecie antracykliny. Antracykliny dziatajg
poprzez interakcj¢ ze strukturami DNA lub RNA. Wykazano, Ze czasteczki te byly silnymi
inhibitorami aktywnos$ci helikazowych Flaviviridae NTPaz/helikaz nawet w warunkach
standardowych. W przeciwienstwie do pierwszych trzech klas testowanych w tych badaniach
inhibitorow helikazy, hamowanie przez antybiotyki obserwowano takze, gdy jako substratu
uzywano RNA. W $wietle tych wynikow mozna sugerowaé, ze centra aktywne dwoch
aktywno$ci NTPazy/helikazy nie s3 wprost zwigzane a inhibitory okupuja miejsce

allosteryczne regulujace wybidrczo aktywnos$¢ helikazowa.

W roku 2007 po ukonczeniu doktoratu kontynuowalam badania naukowe nad inhibitorami
wirusow z rodziny Flaviviridae. Badaniami inhibitorow objeto NTPazy/helikazy czterech

Flaviviridae, w tym WNV, JEV, DENV i HCV.

Z uzyskanych wcze$niej wynikéw wiadomo bylo, Ze czasteczki imitujace ATP lub adenozyne
jak rowniez pochodne analogéw guanozyny hamuja aktywno$¢ helikazy wirusa zapalenia
watroby typu C i1 wirusa zachodniego Nilu. Seri¢ inhibitorow badalam we wspotpracy z
Zaktadem Chemii 1 Biochemii Uniwersytetu w Maryland Baltimore County. W pierwszych
badaniach testowatam 15 analogow AICAR (5-amino-1-B-D-rybofuranosyl-imidazol-4-
karboksyamid) na ich efekt inhibitorowy wzgledem helikaz Flaviviridae [Zal. 4, 11.A1].
AICAR jest analogiem nukleozydéw purynowych i wnika do komorek serca gdzie hamuje
aktywno$¢ kinazy 1 deaminazy adenozyny. Jeden z tych zwigzkow (4-karbamoylo-5-(4,6-
diamino-2,5-dihydro-1,3,5-triazin-2-yl)imidazol-1-B-D-ribofuranozydu) wykazywal wysoki
potencjat inhibitorowy wzgledem aktywnosci WNV 1 HCV rozplatajacych substratowy DNA.
Badanie zdolno$ci tego analogu nukleotydowego do hamowania aktywnosci NTPazy/helikazy
w przypadku substratu RNA dato wynik negatywny. Aby zrozumie¢ tego zjawisko
analizowatam potencjalng interakcje pomiedzy inhibitorem a substratem. W tym celu substrat
1 inhibitor inkubowano tacznie a nast¢gpnie poddawano separacji na zelu poliakrylamidowym.
Badane probki jak i kontrole migrowaly w zelu identycznie co wskazuje na brak silnych

wigzan pomiedzy nimi.

W kolejnych badaniach nad inhibitorami replikacji HCV, po uzyskaniu finansowania projektu
badawczego przez NIH [Zal. 4, II. 13; III.A2], sprawdzalam nowe analogi nukleotydow o
powiekszonym pierscieniu (REN) [Zal. 4, I1.A7]. Uzyte zwiagzki byly wcze$niej testowane
jako inhibitory replikacji ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci (HIV) i helikazy WNV.
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Badano wplyw na aktywnos$¢ helikazy HCV dla 11 z nich. Wczesniej odnotowano, ze
podobne zwiazki posiadaja aktywnos$¢ antyhelikalng ale nie wykazujga hamujacego wptywu na
mitochondrialng helikaz¢ ludzka Suv3 (Zhang i in., 2003). Badania takie wlaczylam do moich
doswiadczen w celu oszacowania selektywnosci i toksycznosci tych zwigzkoéw. Mozna byto
zaobserwowac, ze dwa z badanych zwigzkow znaczaco redukowato aktywno$¢ rozplatajaca
katalizowang przez helikazg¢ HCV. Wszystkie pozostate zwigzki nie wykazywaty aktywnosci
nawet w wysokich stezeniach. Obydwa zwiagzki aktywne posiadaja jedna bardzo
charakterystyczng ceche, dlugi alkilowy tancuch przylaczony w pozycji 6. W pierwszych
badaniach przeprowadzonych z REN jako inhibitorami helikaz zaobserwowano podobnie, 1z

czasteczki z dtuzszymi tancuchami bocznymi sg silniejszymi inhibitorami.

W dalszym etapie wspoipracy z Uniwersytetem Maryland w Baltimore County badalam
modulujacy wpltyw analogéw UK-1 na aktywno$¢ helikazy 1 replikacj¢ wirusa zapalenia
watroby typu C [Zal. 4, I1.A6]. UK-1 jest metabolitem Streptomyces nie posiadajagcym zadnej
aktywno$ci hamujacej wzrost bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych, drozdzy Ilub
grzybow. Ponadto posiada on szerokie spektrum antynowotworowe oraz zdolno$¢ do
chelatowania magnezu 1 cynku. Ostatnia wlasciwo$¢ jest szczegllnie interesujaca w
przypadku udoskonalenia waznych terapeutycznie inhibitorow enzyméw zaleznych od Mg**
przeksztalcajacych kwasy nukleinowe. Pierwotnie te czasteczki byly testowane w kierunku
efektu inhibitorowego na integrazie HIV-1 odpowiedzialnej za inkorporacje wirusowego
DNA do genomu gospodarza. Zadna z tych czasteczek nie wykazywala potencjalne;
aktywnos$ci hamujacej replikacje HIV. Nastepnym celem byla aktywnos$¢ helikazowa
niektorych wirusow Flaviviridae, ktora jest takze zalezna od jonow Mg*". UK-1 i wickszo$¢
analogow okazala si¢ nieskuteczna w hamowaniu aktywnosci helikazy biatko NS3 z HCV,
WNV, JEV 1 DENV w niskich st¢zeniach mikromolarnych. Dwa z badanych zwiazkow
hamowaty aktywno$¢ helikazy HCV wykazujac jednocze$nie nizsza toksyczno$¢ niz
substancje nieaktywne. Wyniki te sprawily, ze czasteczki te przetestowano w systemie
replikonu na ich zdolno$¢ do zahamowania replikacji wirusa. Wszystkie testowane czasteczki
znaczaco lepiej hamowaly replikacje niz aktywnos¢ helikazy. Wszystkie badane substancje
nie wptywaty na inne enzymy docelowe takie jak aktywno§¢ NTPazy NS3 i zaleznej od RNA
polimerazy RNA NS5B.

Oprocz zwigzkow chemicznych takze peptydy sa potencjalnymi kandydatami na inhibitory
replikacji wirusowej. W przypadku Flaviviridae peptydy sa znanymi inhibitorami aktywnos$ci

proteazy serynowej NS2 i proteazy podobnej do chymotrypsyny NS3. W tym przypadku
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zastosowano trzy zestawy 5 peptydow odtwarzajacych motyw VI NTPazy/helikazy z HCV,
WNV 1 JEV w dwoéch wersjach skroconej i wydhuzonej [Zal. 4, I1.A3]. Aktywnos¢
rozplatajaca NTPazy/helikazy HCV byla analizowana w obecnosci kazdego z nich.
Poréwnanie uzyskanych wynikow wykazato, ze 14 aminokwasowy peptyd o sekwencji
aminokwasowej zgodnej z motywem VI NTPazy/helikazy HCV (RRGRTGRGRRGIYR) jest
najsilniejszym inhibitorem, ktory przy stezeniu 0,2 uM hamuje enzym w 50 % (wartos¢ ICso).
Peptydy zawierajace dodatkowe aminokwasy lub peptydy krotsze od motywu VI wykazywaly
znaczaco stabszy efekt hamujacy. Peptyd o przypadkowej sekwencji hamowat aktywno$¢
helikazy w stopniu marginalnym. Analogiczne peptydy pochodzace z motywu VI WNV 1 JEV
byty stabymi inhibitorami o prawie 1000-krotnie wyzszych wartosciach 1Csy. Podkresla to, ze
peptydy o sekwencji 1 dlugosci dokladnie korespondujacej z motywem VI czasteczki
NTPazy/helikazy sg niezbedne do jej hamowania. Motyw VI NTPazy/helikazy HCV zawiera
wiecej reszt Arg niz peptydy pochodzace z WNV lub JEV co powoduje ich wyzsza
hydrofobowos¢. Wszystkie peptydy byly nastepnie badane na aktywno$¢ inhibitorowsa
skierowang przeciwko helikazom JEV i1 WNV. Niespodziewanie obydwa enzymy byty duzo
stabiej hamowane przez badane peptydy niz aktywno$¢ helikazy HCV. Podobnie jak w
przypadku enzymu z HCV 14 aminokwasowy peptyd wywieratl najsilniejszy efekt na obydwie
flawiwirusowe helikazy wykazujgc wartosci ICso réwne 2,7 1 21,1 pM odpowiednio dla
aktywnosci helikaz z WNV 1 JEV. Poniewaz motyw VI zaangazowany jest w wigzanie ATP
badano wptyw peptydow na aktywnos¢ NTPazy. Niezaleznie od modyfikacji warunkow
reakcji takich jak rozne stezenia ATP czy preinkubacja enzymu z peptydem nie obserwowano
wplywu inhibitorowego. W kolejnych badaniach wykonanych przez Gozdek i in. (2008)
pokazano, ze peptyd oplata domeng 1 1 wypetnia szczeling pomigdzy domenami 1 i1 2 jak

réwniez pomiedzy domenami 11 3.
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b) Wplyw oddzialywania ATPazy/helikazy HCV z kinaza bialkowa typu C (PKC) w

nowotworzeniu

Innym tematem moich prac badawczych jest interakcja niestrukturalnego biatka 3 wirusa
zapalenia watroby typu C 1 kinazy bialkowej PKC. Ta kinaza biatkowa zbudowana jest z
dwoéch strukturalnych subdomen réznigcych si¢ petniong funkcja: domeng regulatorowag
zlokalizowang na koncu N i karboksyterminalng subdomena katalityczng. Subdomena
katalityczna zawiera krotki motyw bogaty w reszty argininy zwany pseudosubstratowg
domena autoinhibitorowa, poza tym znajduja si¢ tu miejsca wigzania dla aktywatoréw
allosterycznych takich jak fosfatydyloseryna (PS), diacyloglicerol (DAG) lub 12-O-
tetradekanoylforbol-13-octan (TPA) i Ca?". Jest wiadomo, ze syntetyczne peptydy
reprodukujace sekwencje aminokwasowg pseudosubstratowej domeny autoinhibitorowe;,
zwanej pseudosubstratami, jak np. peptyd PKC-(19-31), hamuja kompetytywnie aktywno$é¢
enzymatyczng PKC. Konstelacja aminokwaséw zasadowych (argininy i lizyny) oraz
hydrofobowych (leucyny, izoleucyny i waliny) determinuje specyficzno$¢ rozpoznawania i
wigzania substratow a takze reguluje aktywnos$¢ enzymatyczng poprzez pseudosubstratowg
domena autoinhibitorowa (autoregulacja). Dlatego obecno$¢ biatek wirusowych
posiadajacych sekwencje bogate w argining — podobne do sekwencji istotnych — moze
prowadzi¢ do zakldécenia réwnowagi pomiedzy receptorami komoérkowymi i kinazami

biatkowymi.

We wczesniejszych eksperymentach wykazano, ze HCV NS3 hamuje funkcje PKC takie jak
aktywno$¢ katalityczna, translokacja enzymu pomiedzy kompartymentami komorkowymi i
asocjacja ze specyficznymi receptorami PKC. Opisany wcze$niej bogaty w Arg motyw VI
NTPazy/helikazy HCV bardzo przypomina domeng autoinhibitorowa PKC i hamuje kompety-
tywnie aktywnos$¢ PKC. Orientacja bogatego w Arg motywu VI NTPazy/helikazy i jego do-
stepnos¢ dla PKC moze zaleze¢ od réznych czynnikow takich jak wigzanie substratu polinu-
kleotydowego 1 orientacja elastycznej pe¢tli utworzonej przez aminokwasy 1458-1476. Dla
okreslenia funkcji tej petli skonstruowano mutant delecyjny domeny 2 [Zal. 4, I1.A2]. Dele-
cja aminokwasow 1458-1476 prowadzi do znaczacych rdznic pomigdzy konstruktami wzgle-
dem interakcji z dSRNA, stopnia i sposobu inhibicji PKC a takze kompetycji PKC 1 dSRNA w
wigzaniu motywu bogatego w Arg. Interakcja pomigedzy HCV NS3 i PKC nast¢gpowala jedy-
nie z jedng trzecig fragmentu NTPazy/helikazy (domena 2) zawierajacego motyw VI, ktory
jest nieaktywny katalitycznie. Nie musi to znalez¢ doktadnego odbicia w warunkach in vivo.

Ponadto okazato si¢ niezbedne by sprawdzi¢ czy cala domena NTPazy/helikazy NS3 moze
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hamowac¢ PKC niezaleznie od swej aktywnosci NTPazy. Aby to osiggna¢ badatam dwa frag-
menty NS3. Pierwszy z nich jest w petni katalitycznie aktywnym biatkiem HCV NS3 podczas
kiedy drugi zawiera mutacj¢ punktowa D1316A prowadzaca do utraty aktywnosci ATPazy
[Zal. 4, II.AS]. Wyniki potwierdzily wcze$niejsze doswiadczenia z mniejszymi niefizjolo-
gicznymi fragmentami NS3. Ponadto okreslitam specyficznos¢ wzgledem izoenzymoéw PKC
oraz sposob hamowania PKC modulowany przez NS3 NTPaze¢/helikaze. Wykazano, ze
wszystkie izoformy PKC s3 hamowane przy niskich mikromolarnych wartosciach 1Csy przez
NS3 niezaleznie od aktywnos$ci NTPazy NS3. Te wyniki moga mie¢ znaczenie fizjologiczne
poniewaz cztonkowie rodziny PKC odgrywaja wazng role w proliferacji komorek, apoptozie 1
przetrwaniu komorek. Zaburzenie aktywnos$ci PKC moze prowadzi¢ do nowotworzenia. Jest
mozliwe, ze regulowana przez NS3 inhibicja PKC jest zaangazowana w patogenez¢ moleku-
larng infekcji HCV, szczeg6lnie w rozwdj zasocjowanego z HCV raka watrobowo komorko-

wego.

Ponadto jestem autorka dodatkowych 6 rozdzialow ksigzkowych (3 w jezyku polskim, 3 w
jezyku angielskim) 1 2 prac przegladowych. Wygltaszatam 5 referatow na konferencjach
mig¢dzynarodowych i krajowych. Ponadto przedstawiatam wyniki swoich badan w postaci 22

doniesien posterowych [Zal. 4].
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6. Dalsze plany naukowe

Obecnie jestem kierownikiem 1 projektu we wspotpracy z University of Massachusetts w
Bostonie 1 wykonawca w projekcie we wspotpracy z Instytutem Agrofizyki PAN w Lublinie.

Bytam wykonawca w 4 projektach naukowych [Zal. 4, I1.I1 do 16].

W najblizszej przysztosci planuje okreslic powod roznic w efekcie inhibitorowym niektorych
benzimidazoli i naturalnych inhibitorow izolowanych z ro$lin skierowanych przeciwko
aktywnos$cig enzymatycznym CK2a i CK2a'. Moze to dopomoc w znalezieniu specyficznych
1 silnych inhibitorow. Do tego celu planuje uzyskac¢ konstrukty podjednostek katalitycznych z

mutacjami w miejsce wigzania ATP.

Ponadto réznice w mechanizmie regulacji aktywnosci CK2 réznych organizméw,
szczegblnie efekt temperaturowy w stosunku do aktywno$ci enzymu moze by¢ punktem
startu do wynalezienia nowych silnych inhibitorow CK2. Dla osiagni¢cia tego celu
poréwnanie sekwencji aminokwasowej CK2a ludzkiej, matza 1 muszki oraz analizy z
wykorzystaniem mutacji punktowych sa planowane do =zidentyfikowania sekwencji

odpowiedzialnych za réznice w profilach zaleznosci temperaturowej enzymu.

Wstepny wyniki wskazuja, ze fosforylacja seryny przez kinaz¢ biatkowa PKC w regionie
odpowiedzialnym za rozpoznanie substratu biatkowego ma wptywu na stopien fosforylacji
substratu [Zal. 4, III.B21]. Do dalszej analizy tego faktu planuje zmieni¢ sekwencja
aminokwasowe Ww tym regionie, a nastgpnie analizowa¢ 1 poréwnywacé aktywnos¢
enzymatyczng izoform CK2. Analizowata tez bed¢ kooperatywny wpltyw fosforylacji
podjednostek katalitycznych CK2 1 podjednostki regulatorowej B na specyficzno$¢

substratowa kinazy.
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7. Aktywnosci organizacyjne

Bytam wspoélorganizatorem 2 konferencji naukowych organizowanych na Katolickim

Uniwersytecie Lubelskim Jana Pawta II [Zal. 4].

Od 2011 r. prowadze zajecia (wyktady i1 ¢wiczenia) dla studentow kierunku Biotechnologii (I
1 II stopnia) oraz od 2017 roku na kierunku Biotechnologii w jezyku angielskim (I stopnia) na

Wydziale Biologii i Nauk o Srodowisku KUL [Zal. 4].

Od 2009 r. jestem opiekunem naukowym dla 30 studentow w ramach pracowni dyplomowe;j
w Katedrze Biologii Molekularnej oraz bytam promotorem 12 prac licencjackich w latach
2011/12 1 2012/13. Jestem opiekunem roku studentow Biotechnologii od 2013/14 [Zal. 4].

Petitam funkcje recenzenta w 25 pracach licencjackich oraz 45 magisterskich.

Bylam recenzentem wielu publikacji naukowych dla migdzynarodowych czasopism, takich
jak np. Virology Journal, Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, American Journal of

Research in Medical Sciences, PLOS ONE i Pharmaceuticals [Zal. 4].

Oprécz dziatalnosci naukowo—dydaktycznej angazowalam si¢ rowniez w prace na rzecz
Uniwersytetu i Wydzialu. W latach 2014-2016 uczestniczylam w pracach Senackiej
Podkomisji ds. Promocji 1 Wspotpracy z Zagranica. Jestem cztonkiem zespotu ds. opisow

przedmiotow/sylabusow Wydziatlowej Komisji ds. Jakosci Ksztalcenia [Zal. 4].

Jestem czlonkiem Komisji Przetargowej ds. zakupi aparatury naukowej 1 odczynnikow

chemicznych na KUL.
Od 2009 jestem koordynatorem programu ERASMUS+ w Instytucie Biotechnologii KUL.

Od 2016 roku bior¢ czynny udzial w popularyzacji nauki poprzez udziat w Lubelskim
Festiwalu Nauki oraz w Nocy Biologéw. Prowadzitam zaj¢cia laboratoryjne dla ucznidéw klas
licealnych w ramach projektu ,Licea powiatu ryckiego — szkotami réwnych szans”
wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego
(czerwiec 2013). Prowadze zajecia laboratoryjne dla uczniow szkot licealnych i technikow z

Lublina i Chelma.
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