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4. Badanie naukowe w ramach pracy magisterskiej i pracy doktorskiej

Studia i praca magisterska

W czasie moich studiow na Uniwersytecie Nauk Stosowanych Lausitz w
Senftenbergu miatam obowigzkowe semestralne (20 tygodni) praktyki w firmie
biotechnologicznej Medigene AG w Martinsried (Niemcy). W tym czasie miatam
okazje do opanowania wielu metod z zakresu biologii molekularnej i komdrkowe;.
Tematem mojej pracy bylo generowanie plazmidéw wirusa zwigzanego z
adenowirusem (AAV). Plazmidy te byly uzywane do stworzenia czutego testu do
ilosciowego oznaczenia czgsteczek rekombinowanego AAV. AAV sg uzywane do
transferu gendéw terapeutycznych. Podczas drugiej 6-tygodniowej praktyki
pracowatam w Instytucie Chordb Tropikalnych Bernhardt-Nocht w Hamburgu
(Niemcy). Podczas tego krotkiego pobytu poznatam rézne metody niezbedne dla
nadekspresji i oczyszczania biatek rekombinowanych oraz natywnych. Byto to
takze czescig mojej pracy magisterskiej pod koniec moich studiow. Oczyscitam
NTPazy/helikazy z czterech wirusow Flaviviridae z kultur komorkowych
zainfekowanych wirusem jak to byto 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 benzotriazoli i benzimidazoli wykazato, ze czgsteczki o wiekszej
hydrofobowosci osiggnietej dzieki halogenowaniu pierscienia benzolowego i przez
rozbudowe pierscienia triazolowego lub imidazolu sg bardzo silnymi inhibitorami
aktywnosci helikazy HCV NTPazy/helikazy. Inhibitory te byty syntetyzowane w
Laboratorium Antymetabolitéw Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii
Nauk w Warszawie. Poszukiwania posrod roznych analogdw benzotriazoli i

benzimidazoli wygenerowaty kilka silnych i bardzo selektywnych inhibitorow



aktywnosci helikazy HCV. Najlepszy profil aktywnosci/selektywnosci w stosunku
do aktywnosci helikazy HCV posiadaty halogenowane benzotriazole No-
metyltetrabromobenzotriazolu, N;-etylotetrabromobenzotriazolu i N>-
propylotetrabromobenzotriazolu wykazujgce hamowanie przy stezeniach rzedu 5,9

i 6,6 uM. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w:

1. Bretner M, Najda A, Podwinska R, Baier A, Paruch K, Lipniacki A, Piasek A,
Borowski P, Kulikowski T. (2004) Inhibitors of the NTPase/helicases of hepatitis C
and related Flaviviridae viruses. Acta Pol. Pharm. 61: 26-28.

2. Bretner M, Baier A, Kopanska K, Najda A, Schoof A, Reinholz M, Lipniacki A,
Piasek A, Kulikowski T, Borowski P. (2005) Synthesis and biological activity of 1H-
benzotriazole and 1H-benzimidazole analogues - inhibitors of the NTPase/helicase
of HCV and of some related Flaviviridae. Antivir. Chem. Chemother. 16: 315-326.

Praca doktorska

Po ukonczeniu studiéw aplikowatam o stypendium Marie-Curie (Marie Curie
Training Site-Education and Research in Molecular Biology) w Instytucie Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie. Tematem mojej rozprawy doktorskiej byty badania
inhibitorow aktywnosci NTPaz i helikaz Flaviviridae enzymu NTPazy/helikazy w
testach in vitro ATPazy i helikazy. 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. Zrédtem
NTPazy/helikazy z WNV byto medium zainfekowanych wirusem komérek Vero E6.
W badaniach efektu inhibitorowego stosowano wiele klas niespokrewnionych
czgsteczek. Pierwszg klasg czgsteczek stanowity pochodne fluorosulfonylowe
puryn, ktore wykazywaty aktywnosc inhibitorowg tylko po preinkubacji enzymu z
badanym zwigzkiem. Drugg klasg byly pochodne benzotriazolowe i
benzimidazolowe, ktére sg znanymi inhibitorami kinazy biatkowej CK2.

Przypuszczalny mechanizm dziatania tych czgstek w przypadku NTPazy/helikazy



polega na wigzaniu z duzym i matym rowkiem substratowego DNA lub RNA.
Badano rézne pochodne 1H-benzotriazolu i 1H-benzimidazolu ze wzgledu na ich
potencjat inhibitorowy, ale stwierdzono jedynie niewielki efekt w poréwnaniu ze
zwigzkami macierzystymi. Wszystkie testowane zwigzki okazaty sie bardzo
selektywnymi inhibitorami helikazy HCV. Trzecig klasg inhibitorow byty alkaloidy o
niskiej toksycznosci, mianowicie tropolony. Uzyskane wyniki sugerujg
jednoznacznie, ze tropolony i ich pochodne nie wigze sie ani z miejscem wigzania
ATP ani z miejscem wigzacym DNA. Obserwacja, ze mechanizm dziatania
tropolondw nie jest zwigzany z blokowaniem miejsca wigzania ATP potwierdzona
byta testem ATP-azowym. Nie mozna wykluczy¢, Zze pochodne policykliczne
tropolondw interkalujg w strukture DNA i w ten sposdb wzmacniajg efekt hamujacy
wzgledem helikaz. Ostatnig klasg substancji hamujgcych aktywnos¢ helikazy byty
leki o bazowym szkielecie antracykliny. Antracykliny dziatajg poprzez interakcje ze
strukturami DNA lub RNA. Wykazano, ze czgsteczki te byly silnymi inhibitorami
aktywnosci helikazowych Flaviviridae NTPaz/helikaz nawet w warunkach
standardowych. W przeciwienstwie do pierwszych trzech klas testowanych w tych
badaniach inhibitoréw helikazy, hamowanie przez antybiotyki obserwowano takze,
gdy jako substratu uzywano RNA. W Swietle tych wynikbw mozna sugerowac, ze
centra aktywne dwoch aktywnosci NTPazy/helikazy nie sg wprost zwigzane a
inhibitory okupujg miejsce allosteryczne regulujgce wybiorczo aktywnos$é

helikazowg. Wyniki tych prac byty czesciowo opublikowane w:

1. Bretner M, Schalinski S, Haag A, Lang M, Schmitz H, Baier A, Behrens SE,
Kulikowski T, Borowski P. (2004) Synthesis and evaluation of ATP-binding site
directed potential inhibitors of nucleoside triphosphatases/helicases and
polymerases of hepatitis C and other selected Flaviviridae viruses. Antivir. Chem.
Chemother. 15: 35-42.



2. Borowski P, Lang M, Haag A, Baier A. (2007) Tropolone and its derivatives as
inhibitors of the helicase activity of hepatitis C virus nucleotide
triphosphatase/helicase. Antivir. Chem. Chemother. 18: 103-109.

Tabela 1. Zestawienie osiggniecia przed uzyskaniem doktoratu

ilos¢ mpact Punkty cytowan
Factor MNiISW

Publikacje w czasopismach 1 0.465 15 5
posiadajace IF ’

Publikacje w innych 3 ) i a1
czasopismach recenzowanych

Rozdziaty w ksigzkach - - - -
Komunikaty konferencyjne 6 - - -
tacznie 0,465 15 46

5. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytut osiggniecia naukowego

Wybrane enzymy zaangazowane w stany chorobowe i ich regulacja

b) Publikacje wchodzace w skiad zgtaszanego osiggniecia naukowego

1. Ujjinamatada RK, Baier A, Borowski P, Hosmane RS. (2007) An analogue of
AICAR with dual inhibitory activity against WNV and HCV NTPase/helicase:
synthesis and in vitro screening of 4-carbamoyl-5-(4,6-diamino-2,5-dihydro-1,3,5-
triazin-2-yl)imidazole-1-beta-D-ribofuranoside. Bioorg. Med. Chem. Lett., 17: 2285-
2288.

”:2007: 2,604; MNiSW2007: 32; cytowah: 27
2. 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 CK23 cDNAs. Mar. Biotechnol., 13: 505-516.

1IF2011: 2,587; MNiSWzo]_]_: 35; Cytowah: 2




3. 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.

1IF2011: 1,896; MNiSW2011: 15; Cytowah: 1

4. 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-1H-benzimidazole derivatives. Eur. J. Med. Chem., 47: 345-350.

1IF5012: 3,499; MNiSWzoj_z: 35, cytowah: 1

5. 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.

”:2012: 0,818; MNiSW2012: 20; Cytowar'\: 0

6. Zhang N, Zhang P, Baier A, Cova L, Hosmane RS. (2014) Dual inhibition of
HCV and HIV by ring-expanded nucleosides containing the 5:7-fused imidazo[4,5-
e][1,3]diazepine ring system. In vitro results and implications. Bioorg. Med. Chem.
Lett., 24: 1154-1157.

1IF2013: 2,331; MNiSW2013: 25, Cytowah: 0

Artykut przegladowy i rozdziat:

1. Baier A. (2009) Inhibition of Flaviviridae replication complex: Assays to
Investigate the Modulating Effect of Potential Compounds. Curr. Enz. Inh., 5: 209-
222.

2. Baier A. Flaviviral Infections and Potential Targets for Antiviral Therapy. W:
Flavivirus Encephalitis. (edytor: D. Ruzek), InTech, 2011, 89-104.

Sumaryczny impact factor: 13,735; MNiSWo;3: 162



c) oméwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Gtownym celem badan jest charakterystyka potencjalnych celéw terapii réznych
chorob, jak infekcje wirusowe i rak.

Poszukiwanie nowych celdéw biatkowych oraz aktywnosci enzymatycznych do
terapii infekcji wirusowych i przeciwnowotworowych jest obiektem badan wielu
naukowcow na catym swiecie. Takimi enzymami mogg byc¢ kinaza biatkowa CK2 w
przypadku leczenia nowotworéw i aktywnosci NTPazy/helikazy Flaviviridae w
przypadku zakazen wirusowych. Obydwa enzymy majg jedng wspdlng ceche: sg
zalezne od ATP. Mozliwym mechanizmem dziatania potencjalnych inhibitorow jest
blokada miejsca wigzgcego ATP, ktore jest rozne dla obu enzymow.

Wirusy z rodziny Flaviviridae powodujg infekcje ludzi i zwierzat. Rodzina ta jest
podzielona na trzy rodzaje: flawiwiruséw, hepaciwiruséw i pestiwiruséw. Jednym z
najwazniejszych jej przedstawicieli jest wirus zapalenia watroby typu C nalezacy
do rodzaju hepaciwirus. Wirus ten wystepuje na catym swiecie bedgc przyczyng
ponad 300 milionéw infekcji.

W Polsce wirusem HCV zainfekowanych jest 1,9 % populacji (ponad 700 000
osob). Przewiduje sie, ze opdznienie 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 sugerujg, ze co najmniej 500 000 zgonow rocznie spowodowane
jest przez HCV.

W zwigzku z naturg wirusa, ktéry jest okoto 10-krotnie bardziej infekcyjny od HIV,
istnieje duza ilos¢ 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 zakazeh spowodowane byto przez szpitalne procedury diagnostyczne



lub lecznicze. Po wprowadzeniu badan krwi i preparatow krwiopochodnych
najwiekszym zrodtem nowych infekcji HCV sg iniekcje narkotykéw stosowanych
przewaznie przez mfode osoby (czestotliwos¢ wystepowania w Polsce 80-90%).
Wzrastajgca liczba zarejestrowanych infekcji w Polsce jest wsparty przez fakt
wystepowania chronicznych zakazen HCV u osdb w wieku 45 lat niesSwiadomych
choroby do czasu detekcji. Wzrost liczby nowych prognozowanych infekcji posréd
miodych (w wieku pomiedzy 15 a 29 lat) w sposéb zastraszajgcy uswiadamia o
fakcie braku efektywnej terapii przeciwko HCV (Czarkowski, 2006). 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 nalezgce do rodzaju flawiwirusow sg patogenami ludzkimi moggcymi byc¢
przyczyng piorunujgcej choroby krwotocznej (wirus dengi — DENV) i wirusowego
zapalenia mozgu (wirus japonskiego zapalenia mézgu — JEV, wirus zachodniego
Nilu — WNV). Trzeci rodzaj Flaviviridae sg zwierzecymi wirusami patogennymi, np.
klasyczny pomor swin, wirusowa biegunka bydfa i wirus choroby granicznej. U
zwierzat zainfekowanych tymi wirusami obserwuje sie rozwdj ciezkich chorob
czesto zakonczonych ich smiercig. Flaviviridae sg matymi wirusami otoczkowymi o
genomie ztozonym z dodatniego ssRNA. Pojedyncza ramka odczytu jest otoczona
przez zlokalizowane na koncach 5- i 3’- obszary nieulegajgce translaciji.
Kodowana przez genom poliproteina skfadajgca sie z 3000 do 3500 aminokwasow
jest rozcinana proteolitycznie na biatka strukturalne i niestrukturalne. Wiele
zespotdw badawczych przyjeto odmienne strategie do zahamowania replikacji
wirusa. Jednym z potencjalnych celow sg aktywnosci NTPazy i helikazy

zasocjowane z niestrukturalnym biatkiem NS3.



NTPaza/helikaza rozplata helise RNA i DNA poprzez rozerwanie wigzan
wodorowych tgczacych dwie nici. Enzym skfada sie z trzech domen o podobnej
wielkosci (1, 2 i 3) oddzielonych gtebokimi szczelinami i potgczonych elastycznymi
odcinkami aminokwasowymi zwanymi regionami zawiasu. NTPazy/helikazy sg
enzymami wigzgcymi i wykorzystujgcymi trifosfonukleotydy (NTP). Interakcja z
nukleotydem moze zachodzi¢ dzieki dobrze scharakteryzowanej kieszeni
wigzacej, wykrytej dzieki obecnosci bardzo konserwatywnych motywéw Walker'a
A i B. Motywy te sktadajg sie z krotkich sekwencji aminokwasowych
zaangazowanych w wigzanie i hydrolize grup B- oraz y-fosforanowych NTP. Innym
waznym elementem, zwanym motywem VI, jest segment bogaty w Arg
Zlokalizowany pomiedzy aminokwasami 1487 i 1500 poliproteiny HCV. Badania
krystalograficzne pozwalajg przypuszczac, ze motyw ten odgrywa kluczowg role w
wigzaniu RNA i DNA. Inne badania krystalograficzne i modelowanie molekularne
mocno sugerujg jego udziat w wigzaniu NTP do NTPazy/helikazy i/lub w
stabilizacji tego wigzania.

W roku 2007 po ukonczeniu doktoratu kontynuowatam badania naukowe nad
inhibitorami wiruséw z rodziny Flaviviridae. Badaniami inhibitorow objeto
NTPazy/helikazy czterech Flaviviridae, w tym WNV, JEV, DENV i HCV.

Enzymy HCV, JEV i DENV uzyte w badaniach uzyskano drogg ekspresji w E. coli
BL21(DE3)trxB jako biatka fuzyjne z tagiem His poprzez dodanie induktora 0,5
mM IPTG (izopropylo [3-D-1-tiogalaktopyranozydu) oraz 4 godzinny wzrost hodowli
w temp. 37 °C, po ktorej komorki odwirowywano. Biatka oczyszczano do stanu
homogennosci z zastosowaniem dwuetapowej procedury oczyszczania z
zastosowaniem chromatografii powinowactwa na Ni- lub Co-NTA agarozie i
chromatografii sitowej na Superdex G-200. Zrédtem NTPazy/helikazy z WNV byto

medium komérek Vero E6 zainfekowane wirusem. Po oczyszczaniu na agarozie
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Reactive Red 120 i zelu Superdex G-200 otrzymano homogeny enzym. Jako
substratow uzywano dwoch zhybrydyzowanych oligonukleotydéw RNA lub DNA
tworzgcych czesciowo ni¢ podwdjng. Krotszy oligonukleotyd (26-mer) byt
znakowany radioaktywnie z zastosowaniem kinazy polinukleotydowej T4 i
mieszany z dtuzszym oligonukleotydem w celu hybrydyzacji.

Z uzyskanych wczesniej wynikow wiadomo byto, ze czgsteczki imitujgce ATP lub
adenozyne jak rowniez pochodne analogow guanozyny hamujg aktywnosc
helikazy wirusa zapalenia watroby typu C i wirusa zachodniego Nilu. Serie
inhibitorow badatam we wspotpracy z Zaktadem Chemii i Biochemii Uniwersytetu
w Maryland Baltimore County. W pierwszych badaniach testowatam 15 analogéw
AICAR (5-amino-1-B-D-rybofuranosyl-imidazol-4-karboksyamid) na ich efekt
inhibitorowy wzgledem helikaz Flaviviridae (Ujjinamatada i in., 2007; zatgcznik 3,
[.B.1). AICAR jest analogiem nukleozydéw purynowych i wnika do komérek serca
gdzie hamuje aktywnosc¢ kinazy i deaminazy adenozyny. Jeden z tych zwigzkéw
(4-karbamoylo-5-(4,6-diamino-2,5-dihydro-1,3,5-triazin-2-yl)imidazol-1-3-D-
ribofuranozydu) wykazywat wysoki potencjat inhibitorowy wzgledem aktywnosci
WNYV i HCV rozplatajgcych substratowy DNA. Badanie zdolnosci tego analogu
nukleotydowego do hamowania aktywnosci NTPazy/helikazy w przypadku
substratu RNA dato wynik negatywny. Aby zrozumieé to zjawisko analizowano
potencjalng interakcje pomiedzy inhibitorem a substratem. W tym celu substrat i
inhibitor inkubowano tgcznie a nastepnie poddawano separacji na zelu
poliakrylamidowym. Badane probki jak i kontrole migrowaty w Zelu identycznie co
wskazuje na brak silnych wigzan pomiedzy nimi.

W kolejnych badaniach nad inhibitorami replikacji HCV testowano nowe analogi
nukleotydéw o powiekszonym pierscieniu (REN) (Zhang i in., 2014; zatgcznik 3,

[.B.6). Uzyte zwigzki byly wczeséniej testowane jako inhibitory replikacji ludzkiego
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wirusa niedoboru odpornosci (HIV) i helikazy WNV. Badano wptyw na aktywnosc¢
helikazy HCV dla 11 z nich. Wczesniej odnotowano, ze podobne zwigzki posiadajg
aktywnosc¢ antyhelikalng ale nie wykazujg hamujacego wptywu na mitochondrialng
helikaze ludzkg Suv3 (Zhang i in., 2003). Badania takie zostaty wigczone do
doswiadczen w celu oszacowania selektywnosci i toksycznosci tych zwigzkdw.
Mozna byto zaobserwowac, ze dwa z badanych zwigzkéw znaczgco redukowato
aktywnosc¢ rozplatajgcg katalizowang przez helikaze HCV. Wszystkie pozostate
zwigzki nie wykazujg aktywnosci nawet w wysokich stezeniach. Obydwa zwigzki
aktywne posiadajg jedng bardzo charakterystyczng ceche, dtugi alkilowy tancuch
przytgczony w pozycji 6. W pierwszych badaniach przeprowadzonych z REN jako
inhibitorami helikaz zaobserwowano podobnie, iz czgsteczki z dtuzszymi
tancuchami bocznymi sg silniejszymi inhibitorami.

Szacunkowo corocznie rejestruje sie do 200 milionéw nowych przypadkéw infekciji
spowodowanych przez wirusy rodziny Flaviviridae takich jak wirus zapalenia
watroby typu C (HCV), wirus Zachodniego Nilu (WNV), wirus dengi (DENV) i wirus
japonskiego zapalenia moézgu (JEV).

W artykule przeglagdowym przedyskutowano i poréwnano stosowane w ostatnim
czasie metody poszukiwan inhibitorow kompleksu replikacyjnego Flaviviridae
(Baier, 2009; zatgcznik 3, 1.B.2). Do dzisiaj nie ma efektywnej metody terapii
antywirusowej skierowanej przeciwko wirusom Flaviviridae. Dla replikacji
wszystkich wiruséw niezbedna jest prawidtowa funkcja biatek niestrukturalnych.
Blokada ich aktywnosci prowadzi do zahamowania propagacji wirusow. Z tego
powodu, aktywnosci tréjfosfatazy nukleotydowej (NTPaza) jak i helikazy biatka
NS3 i zalezna od RNA polimeraza RNA (RdRp) biatka NS5 (lub NS5B) wydajg sie
by¢ niezwykle atrakcyjnymi celami dla zwigzkéw antywirusowych. W zwigzku z

tym niezbedne jest systematyczne sprawdzenie bibliotek zwigzkéw chemicznych i
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analiza komputerowa ktora doprowadzi do opracowania efektywnych inhibitorow
kompleksu replikacyjnego Flaviviridae.

W tej pracy przegladowej podsumowano i przedyskutowano najskuteczniejsze
metody bazujgce na rdéznych technikach oznaczenia ilosciowego aktywnosci
enzymatycznych z zastosowaniem radioizotopow, fluorescenciji, kolorymetrii jak
rowniez sprzegniete z inng reakcjg enzymatyczng. Metody te mogg stuzy¢ jako
punkt wyjScia do stworzenia systemoéw o wysokiej wydajnosci (HTS)
pozwalajgcych na wydajniejsze metody skriningu.

Chociaz wiele zwigzkéw jest stosowane przeciwko infekcji Flaviviridae, prawie w
kazdym przypadku mechanizm ich dziatania pozostaje nieznany. W ostatnich
latach wtozono wiele wysitku w poszukiwanie obiecujgcych inhibitorow przeciwko
infekcji Flaviviridae czego rezultatem byto skierowanie do préb klinicznych kilku z
nich. Jak pokazano w pracy istnieje szereg testow do badania aktywnosci
enzymatycznych kompleksu replikacyjnego. Kazdy z nich ma zalety ale z drugiej
strony i wady. W niektérych przypadkach roznig sie one ekstremalnie
wiarygodnoscig, czutoscig, kosztami i praktycznoscig zastosowania. Przyczyng
problemow zwigzanych z opracowywaniem zwigzkdw antywirusowych jest ztozona
struktura systemu replikacyjnego jak rowniez wzajemna zaleznosS¢ enzymow.
Celem jest opracowanie prostych w zastosowaniu testéw enzymatycznych i nie
wymagajgcych kosztownego wyposazenia. Do uzyskania prostego i bezpiecznego
do zastosowania testu przystosowano kilka metod. Pochodne fluoroscencyjne
mogg mie¢ wptyw na aktywnos¢ helikazowg i nie mogg by¢ stosowane w kazdym
przypadku. W podstawowych testach helikazowych z uzyciem radioizotopow,
elektrochemiluminescencji i testu ELISA mierzony jest tylko jeden parameter. W
wielu przypadkach wymagane jest posiadanie kosztownego wyposazenia i

srodkow bezpieczenstwa. Byto by ciekawe poréwnac efekt inhibitorowy uzyskany
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dla kilku substancji przy uzyciu réznych metod. Tylko kilka doniesien pokazuje
testowanie tych samych substancji przy uzyciu réznych metod. Niestety w tych
przypadkach efekt hamujgcy byt rézny. Uzyskiwane wyniki wskazujg na potrzebe
opracowania bardziej miarodajnych metod.

W rozdziale ksigzkowym opisano cykl replikacyjny flaviwiruséw oraz potencjalne
cele inhibitoréw dla terapii antywirusowej (Baier, 2011; zatgcznik 3, 1.B.3). Ten
rodzaj sktada sie z ponad 70 gatunkdéw, ktore na podstawie filogenetycznych
analiz podzielone sg na 14 klas zgrupowanych w trzy gromady: przenoszong
przez komary, kleszcze i nieznane. Wszystkie wirusy grozne dla ludzi nalezg do
gromad przenoszonych przez komary i kleszcze, i mogg by¢ przyczyng ciezkiego,
szybko postepujgcej choroby krwotocznej i wirusowego zapalenia moézgu. Do
dzisiaj nie ma efektywnej terapii antywirusowej skierowanej przeciwko wirusom
Flaviviridae.

Posrod wiruséw rodziny Flaviviridae replikacja genomowa zachodzi w podobny
sposob. Po zwigzaniu do komorki przez specyficzne receptory i wniknieciu wirusa
w procesie endocytozy zaleznej od receptora, wirusowy RNA jest rozpakowywany
poprzez fuzje membran a w procesie zaleznym of IRES- lub struktury kapu
inicjowany jest proces translacji. Wirusowy RNA ulega translacji do pojedynczej
wirusowej poliproteiny, ktéra jest ko- i potranslacyjnie rozcinana przez proteazy
wirusa i gospodarza. Synteza RNA zachodzi w zlokalizowanych w otoczce
jadrowej cytoplazmatycznych kompleksach replikacyjnych. Wszystkie biatka
niestrukturalne (NS) wydaja sie by¢ zaangazowane w replikacje RNA. Blokada ich
aktywnosci prowadzi do zahamowania propagacji wirusa. Genomowy RNA jest
zamkniety w biatkowej powtoce zbudowanej z biatek kapsydowych, otoczonej
przez wirusowe biatka powierzchniowe osadzone w membranach lipidowych

pochodzenia komodrkowego (ztozenie wirusa). Czgsteczka wirusa paczkuje
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poprzez membrany wewnatrzkomorkowe do pecherzykow cytoplazmatycznych.
Poprzez komorkowy szlak sekrecyjny czgsteczki wirusa transportowane sg do
membran komorkowych i ulegajg procesowi dojrzewania. Uwolnienie wirusa do
przestrzeni zewngtrzkomoérkowej zwigzane jest z fuzjg pecherzyka z membrang
plazmatyczng. Kazdy z tych etapéw moze by¢ potencjalnym celem dla czagstek

antywirusowych.

Podsumowane powyzej wyniki byty opublikowane w:

Ujjinamatada RK, Baier A, Borowski P, Hosmane RS. (2007) An analogue of
AICAR with dual inhibitory activity against WNV and HCV NTPase/helicase:
synthesis and in vitro screening of 4-carbamoyl-5-(4,6-diamino-2,5-dihydro-1,3,5-
triazin-2-yl)imidazole-1-beta-D-ribofuranoside. Bioorg. Med. Chem. Lett., 17: 2285-
2288.

Baier A. (2009) Inhibition of Flaviviridae replication complex: Assays to Investigate
the Modulating Effect of Potential Compounds. Curr. Enz. Inh., 5: 209-222.

Baier A. Flaviviral Infections and Potential Targets for Antiviral Therapy. W:
Flavivirus Encephalitis. (Ed. D. Ruzek), InTech, 2011, 89-104.

Zhang N, Zhang P, Baier A, Cova L, Hosmane RS. (2014) Dual inhibition of HCV
and HIV by ring-expanded nucleosides containing the 5:7-fused imidazo[4,5-
e][1,3]diazepine ring system. In vitro results and implications. Bioorg. Med. Chem.
Lett., 24: 1154-1157.

CK2 jest wszechobecng Ser/Thr kinazg biatkowg wykorzystujgcg jako donor
fosforanu zaréwno ATP jak i GTP. W niektérych przypadkach jest ona zdolna do
fosforylacji reszt Tyr. Nalezy ona do najbardziej konserwatywnych ewolucyjnie
kinaz biatkowych. CK2 odgrywa kluczowe role w regulacji cyklu komdérkowego,
przetrwaniu komorki i apoptozie jak réwniez w szeregu stanéw patologicznych jak

choroby nowotworowe i neurodegeneracyjne (choroby Alzheimera i Parkinsona)
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oraz infekcje wirusowe. CK2 jest jedng z najbardziej plejotropowych kinaz
biatkowych dla ktérej znanych jest obecnie setki substratéw biatkowych. Skoro
lista celéw CK2 wcigz wzrasta staje sie ewidentne, Zze posiada ona potencjat do
udziatu w regulacji fundamentalnych proceséw komoérkowych takich jak ekspresja
gendw, synteza Dbiatka, proliferacja i dyferencjacja/transformacja. W
przeciwienstwie do wiekszosci kinaz biatkowych, podjednostki katalityczne CK2
nigdy nie zostaty stwierdzone w nieaktywnej konformacji z powodu swojej
unikalnego ograniczenia intramolekularnego. Aktywnos¢ CK2 zostata stwierdzona
w ekstraktach komérkowych i tkankowych nawet w nieobecnosci kofaktorow (np.
wtoérnych przekaznikow) lub kiedy ulegnie ekspresji w bakterii. Fakty te prowadzg
do ogodlnego wniosku, iz CK2 jest nieregulowana i aktywna konstytutywnie.
Jakkolwiek istniejg mechanizmy uczestniczace w regulacji CK2 w komorce.
Obejmujg one regulowang ekspresje i skfadanie enzymu, regulacje poprzez
odwracalng fosforylacje podjednostek regulatorowych [ jak i podjednostki
katalitycznej a, oraz interakcje regulatorowe. Taki brak ewidentnych regulacji
inhibitorowych mogg odzwierciedlaé plejotropie tego enzymu ale mogg takze byc¢
odpowiedzialne za potencjat patogenny tej kinazy, ktorej nienormalnie wysoka
aktywnos$¢ zostata powigzana z wieloma chorobami.

Typowa CK2 zbudowana jest z dimeru utworzonego przez podjednostki
regulatorowe (B), do ktérych sg zwigzane dwie podjednostki katalityczne (a). Z
wielu badan wiadomo, ze obydwie podjednostki wystepujag w komorce takze w
formie monomerycznej. llos¢ wystepujgcych podjednostek jest rézny w réznych
organizmach. Ludzka CK2 posiada trzy rézne podjednostki katalityczne ale tylko
jedng podjednostke regulatorowg. Z drugiej strony u roslin mozemy znalez¢ o

wiele wiecej izoform podjednostek a i B (Riera i in., 2001). W drozdzach wystepujg

16



dwie podjednostki katalityczne i dwie regulatorowe. Ciekawe jest, Ze obydwie B i 8’
sg niezbedne dla uformowania dimeru | finalnie holoenzymu (Kubinski i in, 2007).

CK2 zostata zidentyfikowana u wielu organizmodw, jak cztowiek, ryby, owady i
drozdze. Wczesniej nikt nie opisat kinazy biatkowej CK2 u matzy, jak omutek
Mytilus galloprovincialis. Bardales i wspotpracownicy (Bardales i in., 2007) opisali
aktywnos¢ fosforylujgcg nieoczyszczony ekstrakt z tkanki plaszcza M.
galloprovincialis uzywajgcej GTP jako donora fosforanu i hamowanej przez
selektywne inhibitory CK2 (emodyne i apigening). Z tego powodu we wspotpracy z
Zaktadem Genetyki i Biotechnologii Uniwersytetu w Atenach (the National and
Kapodistrian University of Athens, Greece) prowadziliSmy badania podjednostki
katalitycznej i regulatorowej CK2 z M. galloprovincialis (Kolaiti i in., 2011; zatgcznik
3, 1.B.2). Do izolacji natywnej CK2 uzyto tej samej strategii jakg wczesnigj
stosowano do oczyszczenia CK2 z Saccharomyces cerevisiae (Domanska i in.,
2005). W pierwszym etapie, dezintegrowano i homogenizowano skrzela a
uzyskany ekstrakt frakcji rozpuszczalnej nanoszono na kolumne DEAE-celulozy.
Biatka eluowano buforem zawierajgcym rosngce stezenie NaCl. Punkt
izoelektryczny (pl) drozdzowej podjednostki katalitycznej wynosi 8,8 i zawarta jest
ona we frakcji niezwigzanej z nosnikiem (DEQ). Holoenzym jest eluowany 0,5 M
NaCl. W przypadku M. galloprovincialis aktywnos$¢ enzymatyczna CK2 byta
wykryta zarébwno we frakcji biatek niezwigzanych jak i eluowanych przy stezeniu
350-400 mM NaCl (DE400). Obydwie frakcje byly nastepnie oczyszczane na P-
celulozie i biatko eluowano gradientem az do 1M NaCl. Frakcje analizowano
ponownie na zawartos¢ aktywnosci fosfotransferazowej. Dla uzyskania najwyzszej
czystosci frakcje zawierajgce aktywnos¢ CK2 oczyszczano na heparyno-agarozie.
Finalnie w oczyszczanych frakcjach biatkowych identyfikowano obecnos¢ kinazy

biatkowej CK2 stosujgc specyficzne przeciwciata anty-CK2a. Nastepnie obydwie
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probki kinazowe (DEO i DE400) charakteryzowano enzymatycznie. Aby osiggnac
ten cel uzyto znanych modulatoréw aktywnosci CK2 jak: GTP, 4,5,6,7-tetrabromo-
1H-benzimidazol (TBBz), 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzotriazol (TBBt), heparyne i
NaCl. CK2 nalezy do nielicznych kinaz biatkowych zdolnych do wykorzystywania
GTP jako kosubstrat. Podwyzszanie stezenia GTP prowadzi do obnizenia
transferu znakowanego radioaktywnie gamma fosforanu z czgsteczki ATP.
Kompetytywny efekt dziatania GTP byt 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 aktywnos¢ holoenzymu ulegata stymulacji. Taki efekt znany jest dla innych
CK2 jak ludzka czy enzym z kietkdw kukurydzy. Badano tez wptyw hamujgcy
selektywnych inhibitorow CK2 TBBz i TBBt. Uzyskane wyniki potwierdzity
poprzednie badania z innymi kinazami gdzie obydwa inhibitory wykazujg wysoka
aktywnos¢é w stosunku do obydwu form molekularnych enzymu. Kolejnym testem
potwierdzajgcym obecno$¢ 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). Stwierdzono, ze tylko CK2 fosforyluje kwasne biatka rybosomowe.
Po rozdziale elektroforetycznym, renaturacji kinazy i reakcji fosforylacji z
wykorzystaniem znakowanego radioaktywnie ATP, za pomocag autoradiografii
zostat zlokalizowany prgzek biatkowy o masie okoto 41 kDa odpowiadajgcej
podjednostce katalitycznej kinazy. W nastepnym etapie na podstawie znanych
konserwatywnych motywéw obecnych w podjednostkach a i B CK2 okreslono ich
geny oraz wklonowano w wektor ekspresyjny pRSET w celu przeprowadzenia

dalszych badan.
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W celu uzyskania najwyzszego poziomu nadekspresji obydwu podjednostek
badano rézne szczepy E. coli stosujgc zmienne warunki wzrostu kultur: rézng
temperature i czas hodowli, zmienne stezenia induktora ekspresji — IPTG.
Optymalnymi ustalonymi warunkami nadekspresji byty: szczep E. coli
BL21(DE3)trxB, temperatura 37°C, indukcja 0,3 mM IPTG a nastepnie 4 godzinna
hodowla komorek.

Ceratitis capitata jest muszkg owocowg obszaru srédziemnomorskiego, ktéra
rozprzestrzenita sie inwazyjnie w wielu czesciach $wiata. Z powodu jej zdolnosci
do powodowania znacznych szkod w uprawach owocéw uwazana jest za jedng z
najwazniejszych ekonomicznie gatunkéw muszki owocowej na swiecie. Podobnie
jak w przypadku CK2a maitza M. galloprovincialis sekwencja genu dla podjednostki
katalitycznej C. capitata nie byta znana. Dla jej uzyskania przyjeto podobng
strategie klonowania. Startery zostaty zaprojektowane w oparciu o wysoce
konserwatywne sekwencje podjednostek CK2a z innych organizmow
eukariotycznych (Kouyanou-Koutsoukou i in., 2011; zatgcznik 3, 1.B.3). Sekwencja
podjednostki CK2p zostata opublikowana wczes$niej. Zaprojektowane zgodnie z
pierwszymi i ostatnimi nukleotydami startery uzyte zostaly w standardowej
procedurze PCR. Uzyskane plazmidy uzyto do transformacji réznych szczepow E.
coli. Podobnie jak dla M. galloprovincialis podjednostek CK2 poziom nadekspresji
ustalano z zastosowaniem réznych szczepdw bakteryjnych i 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 rekombinanowane byty uzywane w dalszych badaniach
poréwnujgcych kinaze z M. galloprovincialis i C. capitata z biatkami z innych

organizmow. Obecnos¢ podjednostki CK2B prowadzi zwykle do wzrostu
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aktywnosci fosforylacyjnej holoenzymu. Tak jest takze w przypadku nowo
zidentyfikowanych aktywnosci CK2 z C. capitata i M. galloprovincialis. Nizsza
wrazliwos¢ podjednostki katalitycznej na NaCl w poréwnaniu do odpowiedniego
holoenzymu byta juz opisywana dla wielu enzyméw CK2. Moze by¢ to wyjasnione
poprzez funkcje ochronng podjednostki regulatorowej. W przypadku holoenzymu
ludzkiego, kukurydzy lub matza obserwuje sie ich aktywacje przy nizszych
stezeniach soli. Inaczej jest w przypadku holoenzymu z C. capitata gdzie nie
obserwowano takiego efektu. Poréwnano roznice w optymalnej temperaturze
reakcji pomiedzy CK2 ludzkim, matza i muszki. Podczas gdy dla ludzkiej CK2
optimum obserwowano dla 37 °C optima dla dwdch pozostatych enzymow
wynosity 25 °C i 18 °C, odpowiednio dla C. capitata i M. galloprovincialis. Jaki jest
powdd tych rozbieznosci ciggle nie wiadomo.

Przewidywane  sekwencje  aminokwasowe podjednostek  katalitycznych
regulatorowych M. galloprovincialis i C. capitata wykazujg wysokag
konserwatywno$¢ charakterystyczng dla CK2. Poréwnanie sekwencji
aminokwasowych wskazuje na 88 % identycznos¢ i 94 % podobienstwo pomiedzy
CK2a ludzkim i muszki oraz 86 % identyczno$¢ oraz 91 % podobienstwo
pomiedzy CK2a ludzkim i matza. Podczas kiedy ludzka CK2a sktada sie z 391
aminokwaséw o ciezarze molekularnym okoto 45 kDa uzyskane sekwencje
aminokwasowe CK2a z M. galloprovincialis i C. capitata sktadajg sie odpowiednio
tylko z 356 i 338 aminokwasow (Kouyanou-Koutsoukou i in., 2012; zatgcznik 3,
[.B.6). Podjednostki CK23 majg podobng wielko$¢ do ludzkiej (215 aa) i sktadajg
sie z 221 (M. galloprovincialis) i 215 (C. capitata) aminokwaséw. Wartosci pl
podjednostek regulatorowych sg na podobnym poziomie od 4,35 w przypadku S.

cerevisiae i 5,30 dla M. galloprovincialis i C. capitata. Dla podjednostek
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katalitycznych réznice w wartosciach pl sg o wiele wyzsze, siegajgce od 6,68 w
przypadku C. elegans do 8,83 w przypadku S. cerevisiae.

Jak wspomniano wczesniej TBBt i TBBz nalezg do selektywnych inhibitorow CK2.
Juz w latach osiemdziesigtych ubiegtego stulecia pochodna TBBz, 5,6—dichloro-1-
B-D-rybofuranozylobenzimidazol (DRB), zostata opisana jako inhibitor CK2. Od
tego czasu szereg grup badawczych poszukiwato nowych, silniejszych jego
analogow i innych klas zwigzkoéw o dziataniu inhibitorowym. W badaniach z 2011
roku (Janeczko i in., 2011; zatgcznik 3, |1.B.2) opisano, ze typowe modulatory CK2
wptywajg w roznym stopniu na pie¢ izoform drozdzowej CK2. Zaskakujgco
obserwowano rozny efekt nie tylko pomiedzy podjednostkami katalitycznymi i 3
formami holoenzymu ale takze miedzy dwoma podjednostkami katalitycznymi
CK2a i CK2a'. Ponadto by zbadac¢ specyficznos¢ modulatoréw w badania
wigczono cztery substraty in vivo z S. cerevisiae. W kolejnych badaniach
(Janeczko i in., 2012; zatgcznik 3, 1.B.4) testowano aktywnos$¢ inhibitorowg kilka
pochodnych 4,5,6,7-tetrabromo- i 4,5,6,7-tetrajodo-1H-benzimidazolu w stosunku
do ludzkich podjednostek katalitycznych CK2a i CK2a’. Do dzisiaj wiekszos¢
publikacji dotyczacych inhibitoréw CK2 nie rozgranicza pomiedzy dwoma
podjednostkami katalitycznymi chociaz wiadomo, ze spetniajg one rézne funkcje w
komorce. Pamietajgc wyniki uzyskane w poprzednich badaniach uzyto dwa rézne
substraty biatkowe: drozdzowe kwasne biatko rybosomowe P2B i syntetyczny
peptyd RRRADDSDDDDD. Zwykle to aktywnosé CK2a’ byta bardziej wrazliwa od
CK2a na dziatanie testowanych zwigzkéw bromopochodnych. Wprowadzenie
tancuchéw bocznych (CH,CO,H, (CH;),CO2H, (CH,);CO,H) w pozycji 2 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
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efektem. Podczas kiedy czgsteczka 5f (R1 - CHj3, R2 — (CH3)3CO,H) wykazuje
duzo stabsze wiasciwosci inhibitorowe dla syntetycznego peptydu niz dla
substratowego biatka P2B, czgsteczka 5b (R1 - CH3, R2 — CH,CO,H) wykazuje
lepsze witasciwosci inhibitorowe kiedy substratem jest syntetyczny peptyd
substratowy. Badania prowadzone wczesniej przez inny zespot badawczy z Wioch
(Gianoncelli i in., 2009) wykazaty, iz jodowane pochodne inhibitoréw wykazujg
wyzszg aktywnos¢ inhibitorowg w stosunku do holoenzymu. Byto wiec ciekawe by
sprawdzi¢ czy prawidtowosc¢ ta jest stuszna dla obu podjednostek katalitycznych
CK2a i CK2a'. | tak w przypadku 4,5,6,7-tetrajodo-1H-benzimidazolu, jodowanego
analogu TBBz, czgsteczka zawierajgca podstawnik karboksymetylowy w pozycji 1
(2e) posiada wyzszg aktywnos¢ 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 grupe analogow TBBz. Znanym inhibitorem CK2 jest DMAT, analog
podstawiony w pozycji 2 grupg dimetyloaminy. Oceniono aktywnos¢ inhibitorowg
nowo zsyntetyzowanych czgsteczek podstawionych w pozycji 1 resztg: metylowg
(1Me-DMAT), karboksymetylowg (2c) lub karboksypropylowa (2d) i poréwnano z
wartosciami uzyskanymi dla DMAT i TBBz. Analiza tych wynikow wskazuje, ze
pochodna karboksylowa DMAT wykazuje najlepszg aktywnosc¢ inhibitorowg
sposrod wszystkich badanych w tej pracy analogéw TBBz. Kolejne podstawienia w
pozycji 1 prowadzi do obnizenia aktywnosci inhibitorowej czgsteczek i wyzszych
wartosci K niz dla czgsteczek o krotszym tancuchu bocznym w pozycji 1. Analog
DMAT podstawiony grupg karboksypropylowg posiada wyzszg aktywnosc
inhibitorowg niz analogiczna pochodna TBBz w stosunku do CK2a’ ale jest mniegj

efektywny w przypadku CK2a.
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Podsumowane powyzej wyniki byty opublikowane w:

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 CK2(3 cDNAs. Mar. Biotechnol., 13: 505-516.

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.

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.

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-1H-benzimidazole derivatives. Eur. J. Med. Chem., 47: 345-350.
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Najwazniejsze wyniki:

1. Rozwdj nowej klasy inhibitoréw NTPazy/helikazy HCV.

2. ldentyfikacja inhibitoréow HCV o wyzszym wptywie na replikon HCV od

standardowej terapii z zastosowaniem rybawiryny.

3. Klonowanie i charakterystyka nowych aktywnosci CK2 z matza Mytilus

galloprovincialis i muszki owocowej Ceratitis capitata.

4. Rozwoj nowych silnych inhibitorow ludzkiej kinazy biatkowej CK2.

5. Podstawowe informacje dotyczgce mechanizmu regulacji aktywnosci kinazy

biatkowej CK2 z roznych organizméw (cztowieka, matza i muszki).
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6. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych

a) Dalsze badania nad hamowaniem helikazy HCV

W nastepnych doswiadczeniach badano modulujgcy wptyw analogdw UK-1 na
aktywnos¢ helikazy i replikacje wirusa zapalenia watroby typu C (Ward i in., 2014;
zatgcznik 3, 11.B.5). UK-1 jest metabolitem Streptomyces nie posiadajgcym zadnej
aktywnosci hamujgcej wzrost bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych, drozdzy
lub grzybow. Ponadto posiada on szerokie spektrum antynowotworowe oraz
zdolnosc¢ do chelatowania magnezu i cynku. Ostatnia wiasciwosc jest szczegolnie
interesujgca w przypadku udoskonalenia waznych terapeutycznie inhibitorow
enzymow zaleznych od Mg?* przeksztatcajacych kwasy nukleinowe. Pierwotnie te
czgsteczki byty testowane w kierunku efektu inhibitorowego na integrazie HIV-1
odpowiedzialnej za inkorporacje wirusowego DNA do genomu gospodarza. Zadna
z tych czgsteczek nie wykazywata potencjalnej aktywnosci hamujgcej replikacje
HIV. Nastepnym celem byla aktywnos¢ helikazowa niektérych wirusow
Flaviviridae, ktora jest takze zalezna od jondw Mg®*. UK-1 i wiekszo$é analogéw
okazata sie nieskuteczna w hamowaniu aktywnosci helikazy NS3 z HCV, WNV,
JEV i DENV w niskich stezeniach mikromolarnych. Dwie z badanych czgsteczek
hamowaty aktywnos¢ helikazy HCV wykazujgc jednoczesnie nizszg toksycznosé
niz substancje nieaktywne. Wyniki te sprawity, ze czgsteczki te przetestowano w
systemie replikonu na ich zdolnos¢ do zahamowania replikacji wirusa. Wszystkie
testowane czasteczki znaczgco lepiej hamowaty replikacje niz aktywnos$c¢ helikazy.
Wszystkie badane czgsteczki nie wptywaty na inne enzymy docelowe takie jak
aktywnos¢ NTPazy NS3 i zaleznej od RNA polimerazy RNA NS5B.

Oprocz zwigzkow chemicznych takze peptydy sg potencjalnymi kandydatami na
inhibitory replikacji wirusowej. W przypadku Flaviviridae peptydy sg znanymi

inhibitorami aktywnosci proteazy serynowej NS2 i proteazy podobnej do
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chymotrypsyny NS3. W tym przypadku zastosowano trzy zestawy 5 peptydow
odtwarzajgcych motyw VI NTPazy/helikazy z HCV, WNV i JEV w dwdch wersjach
skréconej i wydtuzonej (Borowski i in., 2008; zatgcznik 3, 11.B.2). Aktywnosc
rozplatajgca NTPazy/helikazy HCV byta analizowana w obecnosci kazdego z nich.
Poréwnanie uzyskanych wynikow wykazato, ze 14 aminokwasowy peptyd o
sekwencji zgodnej z motywem VI NTPazy/helikazy HCV (RRGRTGRGRRGIYR)
jest najsilniejszym inhibitorem, ktory przy stezeniu 0,2 yM hamuje 50 % enzymu
(wartos¢ ICsp). Peptydy zawierajgce dodatkowe aminokwasy lub peptydy krotsze
od motywu VI wykazywaty znaczgco stabszy efekt hamujgcy. Peptyd o
przypadkowej sekwencji hamowat aktywno$¢ helikazy w stopniu marginalnym.
Analogiczne peptydy pochodzgce z motywu VI WNV i JEV byty stabymi
inhibitorami o prawie 1000-krotnie wyzszych wartosciach ICso. Podkresla to, ze
peptydy o sekwencji i dtugosci doktadnie korespondujgcej z motywem VI
czgsteczki NTPazy/helikazy sg niezbedne do hamowania. Motyw VI
NTPazy/helikazy HCV zawiera wigcej reszt Arg niz peptydy pochodzgce z WNV
lub JEV co powoduje ich wyzszg hydrofobowos$¢. Wszystkie peptydy byly
nastepnie badane na aktywnos¢ inhibitorowg skierowang przeciwko helikazom
JEV i WNV. Niespodziewanie obydwa enzymy byty duzo stabiej hamowane przez
badane peptydy niz aktywnos¢ helikazy HCV. Podobnie jak w przypadku enzymu
z HCV 14 aminokwasowy peptyd wywierat najsilniejszy efekt na obydwie
flawiwirusowe helikazy wykazujgc wartosci ICso rowne 2,7 i 21,1 yM odpowiednio
dla aktywnosci helikaz z WNV i JEV. Poniewaz motyw VI zaangazowany jest w
wigzanie ATP badano wptyw peptyddéw na aktywnos¢ NTPazy. Niezaleznie od
modyfikacji warunkoéw reakcji takich jak rézne stezenia ATP czy preinkubacja
enzymu z peptydem nie obserwowano wptywu inhibitorowego. W Kkolejnych

badaniach wykonanych przez Gozdek i in. (Gozdek A, Zhukov I, Polkowska A,
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Poznanski J, Stankiewicz-Drogon A, Pawlowicz JM, Zagorski-Ostoja W, Borowski
P, Boguszewska-Chachulska AM. (2008) Antimicrob. Agents Chemother., 52: 393-
401) pokazano, ze peptyd oplata domene 1 i wypetnia szczeling pomiedzy

domenami 1i 2 jak rowniez pomiedzy domenami 1i 3.

b) Hamowanie kinazy biatkowej typu C (PKC) jako cel w terapii
antynowotworowej

Innym tematem moich prac badawczych jest interakcja niestrukturalnego biatka 3
wirusa zapalenia watroby typu C i kinazy biatkowej PKC. Ta kinaza biatkowa
zbudowana jest z dwoch strukturalnych subdomen réznigcych sie petniong
funkcjg: domeng regulatorowg zlokalizowang na koncu N i karboksyterminalng
subdomeng katalityczng. Subdomena katalityczna zawiera krotki motyw bogaty w
reszty argininy zwany pseudosubstratowg domeng autoinhibitorowg, poza tym
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 reprodukujgce sekwencje aminokwasowg
pseudosubstratowej domeny autoinhibitorowej, zwanej pseudosubstratami, jak np.
peptyd PKC-(19-31), hamujg kompetytywnie aktywnos$¢ enzymatyczng PKC.
Konstelacja zasadowych (arginina i lizyna) i hydrofobowych (leucyna, izoleucyna i
walina) aminokwasow determinuje specyficzno$¢ rozpoznawania i wigzania
substratow a takze reguluje aktywnosé enzymatyczng poprzez pseudosubstratowg
domeng autoinhibitorowg (autoregulacja). Dlatego obecnos¢ biatek wirusowych
posiadajgcych sekwencje bogate w arginine — podobne do sekwencji istotnych —
moze prowadzi¢ do zakitdcenia rownowagi pomiedzy receptorami komorkowymi i

kinazami biatkowymi.
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We wczesniejszych eksperymentach wykazano, ze HCV NS3 hamuje funkcje PKC
takie jak aktywnosc¢ katalityczna, translokacja enzymu pomiedzy kompartymentami
komorkowymi i asocjacja ze specyficznymi receptorami PKC. Opisany wczes$niej
bogaty w Arg motyw VI NTPazy/helikazy HCV bardzo przypomina domene
autoinhibitorowg PKC i hamuje kompetytywnie aktywno$¢ PKC. Orientacja
bogatego w Arg motywu VI NTPazy/helikazy i jego dostepnos¢ dla PKC moze
zaleze¢ od réznych czynnikow takich jak wigzanie substratu polinukleotydowego i
orientacja elastycznej petli utworzonej przez aminokwasy 1458-1476. Dla
okreslenia funkcji tej petli skonstruowano mutant delecyjny domeny 2. Delecja
aminokwasow 1458-1476 prowadzi do znaczgcych réznic pomiedzy konstruktami
wzgledem interakcji z dsRNA, stopnia i sposobu inhibicji PKC a takze kompetycji
PKC i dsRNA w wigzaniu motywu bogatego w Arg. Interakcja pomiedzy HCV NS3
i PKC nastepowata jedynie z jedng trzecig fragmentu NTPazy/helikazy (domena 2)
zawierajgcego motyw VI, ktéry jest nieaktywny katalitycznie. Nie musi to znalez¢
dokfadnego odbicia w warunkach in vivo. Ponadto okazato sie niezbedne by
sprawdzi¢ czy cata domena NTPazy/helikazy NS3 moze hamowaé¢ PKC
niezaleznie od swej aktywnosci NTPazy. Aby to osiggngé¢ badano dwa fragmenty
NS3. Pierwszy z nich jest w peini katalitycznie aktywnym biatkiem HCV NS3
podczas kiedy drugi zawiera mutacje punktowg D1316A prowadzgcg do utraty
aktywnosci ATPazy. Wyniki potwierdzity wczesniejsze doswiadczenia z mniejszymi
niefizjologicznymi fragmentami NS3. Ponadto okreslono specyficznos¢ wzgledem
izoenzymow PKC oraz sposob hamowania PKC modulowany przez NS3
NTPaze/helikaze. Wykazano, ze wszystkie izoformy PKC sg hamowane przy
niskich mikromolarnych wartosciach 1Csy przez NS3 niezaleznie od aktywnosci
NTPazy NS3. Te wyniki mogg mie¢ znaczenie fizjologiczne poniewaz cztonkowie

rodziny PKC odgrywajg wazng role w proliferacji komérek, apoptozie i przetrwaniu

28



komorek. Zaburzenie aktywnosci PKC moze prowadzi¢ do nowotworzenia. Jest
mozliwe, ze regulowana przez NS3 inhibicia PKC jest zaangazowana w
patogeneze molekularng infekcji HCV, szczegodlnie w rozwdj zasocjowanego z
HCV raka watrobowo komoérkowego.

W innych badaniach znane inhibitory CK2 analizowano pod wzgledem ich wptywu
na aktywnos¢ 11 izoform PKC. Badania obejmowaty okoto 50 pochodnych
benzotriazolu i benzimidazolu. Obserwowano zalezne od izoform rdznice we
wptywie tych substancji ale w tym samym czasie objawity sie podobienstwa w
kazdej z klas PKC (klasycznej, nowej i nietypowej). Fakt ten moze by¢ wazny dla
przysztego projektowania skutecznych inhibitoréw. Chociaz wszystkie izoformy
PKC posiadajg podobng strukture, to réznig sie w swojej wrazliwosci na
aktywatory allosteryczne, powinowactwo substratowe jak tez jako cel translokacji
w kompartymentach komorkowych. W kazdym rodzaju tkanek i komorek ekspresji
ulega indywidualny zestaw izoform. Dlatego nalezy wzig¢ pod rozwage, ze
izoformy roznig sie pod wzgledem kontroli w czasie wzrostu komorek i innych

procesach biologicznych.

Uzyskane wyniki opublikowane zostaty w recenzowanych czasopismach:

1. Ward DN, Talley DC, Tavag M, Menji S, Schaughency P, Baier A, Smith PJ.
(2014) UK-1 and structural analogs are potent inhibitors of hepatitis C virus
replication. Bioorg. Med. Chem. Lett., 24: 609-612.

”:2013: 2.331; MNiSW2013: 25

2. Borowski P, Heising M, Baretto Miranda |, Liao C-L, Choe J, Baier A. (2008)
Viral NS3 helicase activity is inhibited by peptides reproducing the Arg-rich

conserved motif of the enzyme (motif VI). Biochem. Pharm., 76: 28-38.

IF>00s: 4,838; MNiSWzoogZ 32
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3. Hartjen P, Medom BK, Reinholz M, Borowski P, Baier A. (2009) Regulation of
the biochemical function of motif VI of HCV NTPase/helicase by the conserved
Phe-loop. Biochimie, 91: 252-260.

IF>000: 3,897; MNiSWzoogZ 27

4. Hartjen P, Hoéchst B, Heim D, von der Kammer H, Lucke J, Reinholz M, Baier
A, Smeets R, Wege H, Borowski P, Schulze Zur Wiesch J. (2013) The
NTPase/helicase domain of hepatitis C virus nonstructural protein 3 inhibits protein
kinase C independently of its NTPase activity. Cell. Mol. Biol. Lett.,18: 447-458.

”:2013: 1,953; MNiSWzoogZ 15

Ponadto jestem autorkg 7 rozdziatow ksigzkowych (3 w jezyku polskim, 3 w jezyku
angielskim), 1 pracy przeglgdowej i 1 publikacji recenzowanej. Wygtaszatam 4
referaty na konferencjach miedzynarodowych i krajowych. Ponadto
przedstawiatam wyniki w postaci 17 doniesien posterowych (zatgcznik 3).

Tabela 2. Zestawienie pozostatych osiagnieé¢ naukowych po uzyskaniu
doktoratu

Jezyk Impact Punkty ,
angielski | polski Factor MNiSW Cytowan
Publikacje w
czasopismach 5 - 14,915 114 14
posiadajgce IF
Publikacje w innych -
czasopismach - - - -
recenzowanych
Rozdziaty w ksigzkach 3 3 - - -
Komunikaty 10
konferencyjne
tacznie 18 3 14,915 114 14
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7. Dalsze plany naukowe

We wspoétpracy z prof. Paulem Smith’em z Uniwersytetu Maryland w Baltimore
County bedziemy bada¢ nowe inhibitory NTPazy/helikazy HCV i aktywnosci

proteazowych i okresla¢ ich mechanizm dziatania.

W najblizszej przysztosci planuje okreslic powdd roéznic w efekcie inhibitorowym
niektérych benzimidazoli i naturalnych inhibitoréw izolowanych z roslin
skierowanych przeciwko aktywnoscig enzymatycznym CK2a i CK2a'. Moze to

dopomoc w znalezieniu specyficznych i silnych inhibitoréw.

Ponadto réznice w mechanizmie regulacji aktywnosci CK2 réznych organizméw,
szczegolnie efekt temperaturowy w stosunku do aktywnosci enzymu moze byc¢
punktem startu w wynalezieniu nowych silnych inhibitorow CK2. Dla osiggniecia
tego celu poréwnanie sekwencji aminokwasowej CK2a ludzkiej, matza i muszki
oraz analizy mutacji punktowych sg planowane do zidentyfikowania sekwencji

odpowiedzialnych za réznice w profilach zaleznosci temperaturowej enzymu.

Interakcja kinazy biatkowej PKC i HCV wydaje sie odgrywa¢ wazng role w
rozwoju raka watrobowokomérkowego bedacego skutkiem zakazenia HCV. Jego

mechanizm wcigz pozostaje nieznany.

31



