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c) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z omowieniem ich ewentualnego
wykorzystania:

Mitochondria sg kluczowe dla fizjologii organizméw eukariotycznych. Podstawowa funkcja
mitochondridw to produkcja energii w postaci ATP. Mitochondria uczestniczg takze w wielu
podstawowych funkcjach komérkowych, takich jak homeostaza wapnia i zelaza, biosynteza hemu,
pirymidyn i steroidéw, B-oksydacja kwaséw ttuszczowych oraz apoptoza (Orrenius, Gogvadze and
Zhivotovsky 2007, Ott et al. 2007). Wszystkie te aktywnosci skorelowane sg z integralnoscig
mitochondrialnego DNA (mtDNA) w zwigzku 2z tym utrzymanie integralnosci genomu
mitochondrialnego jest niezbedne do prawidtowego funkcjonowania komoérek. Istnieje wiele biatek
zaangazowanych w replikacje i naprawe mtDNA, ale w komoérkach ludzkich tylko dwa: replikacyjna
polimeraza DNA gamma (Pol y) i wewnetrzbtonowa 5’-egzo / endonukleaza (EXOG), wystepujg
wytgcznie w mitochondriach (Akhmedov and Marin-Garcia 2015, Alexeyev et al. 2013, Kazak, Reyes and
Holt 2012). Podczas gdy Pol y bierze udziat zaréwno w replikacji, jak i w naprawie mtDNA, EXOG ma
kluczowe znaczenie dla naprawy ludzkiego mitochondrialnego genomu. Podwdjna rola Pol y w replikacji
i naprawie mtDNA jest niezbedna, a inaktywacja genu POLG, kodujgcego Pol y jest letalna w okresie
embrionalnym, co podkresla jej znaczenie w utrzymaniu zywotnosci mitochondridw, a co za tym idzie,
komérek (Hance, Ekstrand and Trifunovic 2005). Do tej pory zidentyfikowano ponad 300 punktowych
mutacji w Pol y ktére sg zwigzanie z chorobami mitochondrialnymi. Mutacje w Pol y s3 réwniez
najczestszg przyczyng dziedzicznych zaburzen mitochondrialnych (Copeland 2012, Copeland and
Longley 2014, Stumpf, Saneto and Copeland 2013). Funkcja wewnetrzbtonowej 5’-egzo / endonukleazy,
EXOG, okazuje sie podobnie kluczowa do prawidtowego funkcjonowania komodrek, poniewaz
inaktywacja (ang. knock-out; KO) tego genu u myszy jest rowniez letalna w okresie embrionalnym
(Szczesny, B. i Szymanski, M.R., dane nie opublikowane). Badania wykazaty, ze obnizenie poziomu
ekspresji (ang. depleation) EXOG powoduje akumulacje nienaprawionych produktéw posrednich (ang.
unrepaired intermediates) w mtDNA, powodujgcych dysfunkcje mitochondriéw. Co wiecej, badania
wykazaty, ze w przeciwienstwie do nukleaz FEN1 i DNA2, obecnos¢ EXOG w mitochondriach ma
kluczowe znaczenie dla zywotnosci komodrek (Tann et al. 2011). Te odkrycia rozszerzyty naszg wiedze
na temat udziatu Pol y i EXOG w metabolizmie mtDNA, jednak mechanizm dziatania tych biatek w
procesie replikacji i naprawy mtDNA jest wcigz niejasny.

Gtéwnym celem prac przedstawionych jako osiggniecie w moim przewodzie habilitacyjnym jest
charakterystyka funkcjonalna i strukturalna biatek Pol y i EXOG, odpowiedzialnych za replikacje oraz
naprawe mitochondrialnego DNA u ludzi. Przeprowadzone badania ukierunkowane byty na poznanie
zasad dziatania tych enzyméw w celu zrozumienia molekularnego mechanizmu naprawy i replikacji
ludzkiego mtDNA jak réwniez przyczyn toksycznosci lekéw antywirusowych i mutacji w ludzkim mtDNA,
zwigzanych z szeroko pojetymi chorobami mitochondrialnymi oraz normalnym procesem starzenia.
Prezentowane prace opierajg sie na wykorzystaniu technik biochemii, biofizyki oraz biologii
strukturalne;j.

Structural basis for processivity and antiviral drug toxicity in human mitochondrial DNA replicase.
Szymanski, M.R., Kuznetsov, V.B., Shumate, C., Meng, Q. Lee, Y-S., Patel, G., Patel, S.S., Yin W.Y. (2015).
EMBO J. 34(14):1959-70.

W przeciwienstwie do znajdujgcych sie w jagdrze komdrkowym polimeraz o wyspecjalizowanych
funkcjach (replikacja albo naprawa DNA), w mitochondriach Pol y jest odpowiedzialna zaréwno za

replikacje, jak i naprawe mtDNA. Pol y nalezy do rodziny A polimeraz DNA, a ludzki holoenzym Pol y
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sktada sie z podjednostki katalitycznej Pol yA i dimerycznej podjednostki pomocniczej Pol yB. Pol YA
posiada wszystkie miejsca aktywne holoenzymu: polimeraze (pol) do syntezy DNA, 3'-5' egzonukleaze
(exo) do korekty oraz liaze 5'dRP (5’ dezoksyrybofosforanu) do wycinania uszkodzonego nukleotydu
(Johnson et al. 2000, Lim, Longley and Copeland 1999). Pol yB nie posiada aktywnosci enzymatycznej,
ale reguluje wszystkie aktywnosci Pol yA w holoenzymie (Gellon et al. 2008, Johnson et al. 2000, Longley
et al. 1998a) zwiekszajac jego procesywnosc i powinowactwo do DNA, a takze przyspieszajgc szybkosc¢
reakcji syntezy (Johnson et al. 2000, Lee et al. 2010). Pol yB zwieksza rowniez aktywnos¢ liazy 5'dRP i
redukuje aktywnos¢ egzonukleazy (Pinz and Bogenhagen 2006). Miejsca aktywne odpowiedzialne za
pol i exo s3 od siebie oddalone o 35 A, natomiast miejsce aktywne liazy 5’dRP nie zostato dotad
strukturalnie opisane, a jej aktywnos¢ w Pol y, wykazywana w eksperymentach biochemicznych, jest
$ladowa. Nasuwa sie wiec pytanie w jaki sposéb te wszystkie aktywnosci holoenzymu Pol y s3
regulowane przez Pol yB?

Czestotliwos$¢ wstawiania btednych nukleotydéw podczas replikacji DNA katalizowanej przez Pol
y wynosi 10, co jest poréwnywalne z innymi polimerazami DNA o wysokiej doktadnosci (Lee and
Johnson 2006, Longley et al. 2001). Pol y wykazuje jednak nizszg zdolnos¢ rozrdzniania i wycinania
btedow przy uzyciu domeny egzonukleazowej niz jej jadrowe odpowiedniki. Ma to szczegdlne znaczenie
przy usuwaniu btedow powstajgcych podczas leczenia antyretrowirusowego przy uzyciu
nukleozydowych inhibitoréw odwrotnej transkryptazy (ang. Nucleoside analog Reverse Transcriptase
Inhibitors, NRTI). Dotyczy to w szczegdlnosci dideoksynukleotyddw, ktére hamujg poprawne dziatanie
polimerazy Pol y (Johnson and Johnson 2001, Johnson et al. 2001, Lee, Hanes and Johnson 2003). To
prowadzi do wystepowania od umiarkowanych do zagrazajacych zyciu efektéw ubocznych (Koczor and
Lewis 2010, McKenzie et al. 1995). Jakie sg strukturalne podstawy braku réznicowania NRTI przez Pol
v?

Mutacje w katalitycznej podjednostce Pol yA prowadzg do powstania szerokiego spektrum
zespotéw genetycznych, takich jak postepujgca zewnetrzna oftalmoplegia, miopatia, padaczka,
hipotonia noworodkowa, encefalopatia i zespét Alpersa (Chan and Copeland 2009, Graziewicz et al.
2004, Zeviani and Taroni 1994). W badaniach na zwierzetach homozygotyczne myszy z uszkodzong
domeng egzonukleazy w Pol yA wykazujg zwiekszong akumulacje mutacji punktowych i delecyjnych w
mtDNA, jak rowniez charakteryzujg sie zmniejszong diugoscig zycia i przedwczesnym starzeniem
(Trifunovic et al. 2004). Poznanie struktury apoenzymu Pol y okazato sie niewystarczajgce do
wyjasnienia dlaczego mutacje powodujg powstanie fenotypu chorobowego i w jaki sposéb majg one
wptyw na funkcje holoenzymu w procesie replikacji lub naprawy mtDNA (Lee, Kennedy and Yin 2009).
Zatozylismy, ze DNA i nukleotydy wywotujg zmiany konformacyjne, ktére zmieniajg znaczgco strukture
Pol y. Dlatego aby lepiej poznaé¢ molekularny mechanizm procesu replikacji i naprawy mtDNA oraz
zracjonalizowaé fenotypy mutantdw Pol y zwigzanych z chorobami mitochondrialnymi, postawilismy
sobie za zadanie rozwigzanie struktury holoenzymu ,,uchwyconego” w procesie replikacji mtDNA.

W celu krystalizacji kompleksu replikujgcego mtDNA zoptymalizowalismy nadprodukcje
katalitycznej podjednostki Pol yA w komdrkach owadzich z zastosowaniem bakulowirusego systemu
ekspresji, jednostke pomocniczg polimerazy, Pol yB, nadprodukowali$my natomiast w Escherichia coli.
Oba biatka oczyszczano réwnolegle poprzez nastepujgce po sobie chromatografie powinowactwa
zakonczone sgczeniem molekularnym. Oczyszczone w ten sposéb Pol yA i Pol yB potgczylismy i
holoenzym Pol y i wyizolowaliSmy przez ponowne sgczenie molekularne. Nastepnie kompleks zostat
zageszczony i bezposrednio uzyty do krystalizacji. Biorgc pod uwage opublikowane doniesienia, a takze
przypuszczalng wielkos¢ holoenzymu przetestowaliSmy réine dtugosci substratow DNA
(starter/matryca, ang. primer/template) o dtugosci pomiedzy 34 a 20 nt. Ostatecznie substrat o dtugosci
24/28 nt (starter/matryca) okazat sie by¢ najlepszy do otrzymania krysztatéw. Dodatkowo, by unikngc
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stymulacji reakcji replikacji, istotne byto uzycie CaCl, zamiast MgCl,. W celu zachowania dupleksu DNA
wykorzystaliSmy mutanta Pol yA, ktéry nie wykazuje aktywnosci egzonukleazy. Opublikowalismy dwie
struktury: holoenzymu w kompleksie z DNA, CaCl, dCTP oraz holoenzymu w kompleksie z DNA, CaCl; i
lekiem przeciwwirusowym pierwszej generacji Zalcytabing. Struktur nie mozna byto rozwigzaé za
pomocg metod podstawienia molekularnego (ang. Molecular Replacement, MR) uzywajac struktury
apoenzymu jako modelu. Metoda wysycenia krysztatdw w roztworach zawierajgcych jony metali
ciezkich réwniez okazata sie bezproduktywna. Dopiero znakowanie selenometioning zaréwno
podjednostki Pol yA, jak i Pol yB pozwolito uzyska¢ mapy gestosci elektronowej wysokiej jakosci
pozwalajgcych na budowe modeli przestrzennych regionéw, ktére ulegty strukturalnym zmianom
indukowanym przez wigzanie nukleotydu, Zalcytabine i DNA. Rozwigzane przez nas struktury sg
pierwszymi, ktére pokazujg wielopodjednostkowg replikaze DNA uchwycong podczas procesu syntezy
DNA. llustrujg one, w jaki sposdb dwie podjednostki ludzkiej mitochondrialnej polimerazy y koordynuja
funkcje w holoenzymie, aby osiggna¢ wysoka procesywnosc i regulacje aktywnosci polimerazy vis-a-vis
aktywnosci egzonukleazy. Rozwigzane przez nas struktury sugerujg rowniez mechanizm komunikacji
pomiedzy domeng polimerazowa a domeng egzonukleazowg w holoenzymie. Analiza strukturalna
sugeruje, ze silnie konserwowany w polimerazach mitochondrialnych region, sktadajacy sie z
aminokwasoéw 835-858 tworzgcy strukturalny motyw B-spinki, moze fizycznie i funkcjonalnie stuzy¢ jako
punkt kontrolny dla prawidtowego dziatania enzymu. Mutacje reszt aminokwasowych R852 i R853,
znajdujgcych sie w tym regionie drastycznie zmniejszajg aktywnosé polimerazy i wystepujg u pacjentéow
z chorobami mitochondrialnymi (Davidzon et al. 2006, Gonzdlez-Vioque et al. 2006, Kasiviswanathan et
al. 2009, Vasta et al. 2012). Otrzymane przez nas struktury zapewniajg mechanistyczny wglad w
przyczyny choréb zwigzanych z mutacjami w Pol y. Struktura replikujgcego kompleksu Pol y pozwala
nam réwniez mapowaé mutacje wystepujace u pacjentdw i korelowac je ze zmianami funkcji enzymu.
Ma to znaczenie diagnostyczne, poniewaz moze odpowiedzie¢ na pytanie czy mutacje o konkretnym
fenotypie, na przyktad takie ktorych efekty manifestujg sie w mtodym wieku, zlokalizowane sg w
konkretnych regionach struktury holoenzymu. W zwigzku z czym, na podstawie otrzymanych struktur
mozna przewidywac potencjat i fenotyp chorobowy nowych mutacji w Pol y. Obecnie we wspdtpracy z
klinicystami dokonujemy tego rodzaju analiz. Dodatkowo, opisywane przez nas struktury pokazujg, ze
Poly wigze inhibitor Zalcytabine i natywny substrat w prawie identyczny sposéb, ttumaczac na poziomie
molekularnym podatnosc¢ tej polimerazy na hamowanie przez leki antywirusowe (NRTIs).

Probing the Structural and Molecular Basis of Nucleotide Selectivity by Human Mitochondrial DNA
Polymerase y. Sohl, C.D*., Szymanski, M.R*., Mislak, A.C., Shumate, K.C., Amiralaei, S., Schinazi, F.R.,,
Anderson K.S., Yin W.Y. (2015). Proceedings of National Academy of Sciences of the United States of
America. 112(28):8596-601.

* réowny wkiad

Wprowadzona w roku 1996 skojarzona terapia przeciwretrowirusowa, HAART (ang. Highly
Active Antiretroviral Therapy), skutecznie hamuje replikacje HIV-1 (ang. Human Immunodeficiency
Virus, type 1) i poprawia przezywalnos¢ oraz jakos¢ zycia pacjentéw zakazonych wirusem HIV. HAART
polega na rdéwnoczesnym stosowaniu trzech lekéw antyretrowirusowych, najczesciej dwodch
nukleozydowych inhibitorow odwrotnej transkryptazy (NRTI) i jednego inhibitora proteazy. Takie
potgczenie wykazuje bardzo wysoka skutecznosé, stanowigc przetom w leczeniu osdb zakazonych HIV.
Aby by¢ skutecznym, leczenie antyretrowirusowe musi by¢ kontynuowane przez cate zycie, co skutkuje
kumulacjg efektéw ubocznych i powiktann zwigzanych z toksycznoscig lekéw antyretrowirusowych
ograniczajgc powodzenie leczenia (Vidal et al. 2011). Przyktady powikfan to potencjalnie Smiertelna
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kwasica mleczanowa, neuropatia, zespot lipodystrofii, kardiomiopatia, pancytopenia (Brinkman et al.
1998, Moyle 2000, Moyle et al. 2002). Nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy (NRTI) to
jeden z komponentéw HAART, ktéry zastosowano najwczes$niej w terapii oséb zakazonych HIV. NRTI to
analogi naturalnych nukleozyddéw, ale brakuje im grupy 3’OH, ktdra jest konieczna do wytworzenia
wigzan fosfodiestrowych pomiedzy nukleotydami w syntezowanym faricuchu DNA. Dzieki temu NRTI
hamujg dziatanie odwrotnej transkryptazy HIV (HIV-RT, ang. Reverse transcriptase), ktéra przepisuje
materiat genetyczny wirusa (RNA) na DNA, by po integracji z genomem komorki ludzkiej umozliwi¢
produkcje kolejnych czgsteczek wirusa i jego namnazanie. Jednak, NRTI hamujg nie tylko wirusowa
odwrotng transkryptaze, HIV-RT, ale mogg takze hamowa¢ niektére polimerazy DNA w komédrkach
ludzkich (Copeland, Chen i Wang 1992). Przyktadowo, NRTI hamujg dziatanie polimerazy DNA a i 3, ale
najbardziej wrazliwa na nie jest opisana wyzej mitochondrialna Pol y (Kohler and Lewis 2007, Sohl et al.
2015). Hamowanie Pol y odpowiedzialnej za replikacje mtDNA prowadzi do obnizenia poziomu mtDNA,
powoduje jego uszkodzenia oraz stres oksydacyjny, przyczyniajgc sie do omdwionych wczesniej
efektéw ubocznych zwianych ze stosowaniem NRTI (Chan and Copeland 2009, Chan et al. 2007, Kline
et al. 2009). Co interesujgce, niepozadane dziatanie NRTI, wynikajgce z blokowania aktywnosci ludzkiej
mitochondrialnej Pol y, nie jest doktadnie skorelowane ze skutecznoscia tych lekéw przeciwko HIV. Na
przyktad, NRTI emtrycytabina [(-) - 2,3’-dideoksy-5-fluoro-3’-tiorytydyna, (-)-FTC] i jej enancjomer (+)-
FTC sg tak samo wydajne w hamowaniu dziatania HIV-RT. Jednoczesnie, (+)-FTC jest znacznie bardziej
toksyczna niz (-)-FTC. Dlatego bazujgc na naszych odkryciach oméwionych w poprzednim rozdziale,
zadaliSmy pytanie czy taczagc metody strukturalne z analizg biochemiczng i kinetyczng mozemy
zrozumie¢ mechanistyczne podstawy dziatania i réznice pomiedzy Pol y i HIV-RT. Zatozylismy, ze
identyfikacja réznic strukturalnych pomiedzy zamierzonym celem terapii, czyli HIV-RT a niepozgdanym
celem czyli Pol y moze dostarczy¢ istotnych informacji przydatnych do projektowania bardziej
specyficznych lekéw o nizszej toksycznosci.

W niniejszej pracy przedstawilismy kluczowe réznice w oddziatywaniu NRTI z Pol y i HIV-RT.
Dzieki uzyciu metod strukturalnych, badan kinetycznych oraz ukierunkowanej mutagenezy,
pokazaliémy, ze Poly i HIV-RT wykorzystujg rézne mechanizmy wigzania substratu i inhibitora. Reszta
aminokwasowa 1948 w Pol yA, ktéry nie odgrywa znaczacej roli w wigzaniu i inkorporacji substratu, ma
istotne znaczenie dla selektywnosci wigzania (-)-FTC, podczas gdy homologiczna reszta R72 w HIV-RT
jest wazna zaréwno dla wigzania inhibitora, jak i substratu. Te wnioski majg fundamentalne znaczenie
w projektowaniu lekéw: pokazalismy, ze modyfikacja 5-F w (-)-FTC oddziatuje z resztg aminokwasowg
niezbedng do prawidtowej aktywnosci HIV-RT, jednoczesnie poprzez zwade steryczng jest ,,odpychana”
przez homologiczng reszte aminokwasowg w Pol y. Nasza praca, po raz pierwszy, opisuje mechanizm
zréznicowanej selektywnosci (-)-FTC i zapewnia strukturalne podstawy do opracowania nowych, pilnie
potrzebnych NRTI o podwyzszonej selektywnosci i nizszej toksycznosci. Warto rowniez podkresli¢, ze
ten kierunek badawczy jest nadal realizowany prze méj zespdl we wspodtpracy z laboratorium Prof.
Whitney Yin, z UTMB, Stany Zjednoczone.

DNA Polymerase-y R953C Mutant Linked to ART-Associated Mitochondrial Toxicity. Li, M., Mislak,
A.C, Foli, Y., Agbosu, E., Bose, V., Bhandari, S., Szymanski, M.R., Shumate, C.K., Yin, W., Anderson, K.S.,
Paintsil, E. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2016 Aug 22;60(9):5608-11.

Omoéwione powyzej prace opisujg zaréwno podatnos¢ Pol y na dziatanie NRTI oraz skutki
uboczne zwigzane ze stosowaniem HAART. Co ciekawe, nie wszyscy pacjenci poddani temu samemu
schematowi leczenia, odczuwajg skutki uboczne w réwnym stopniu, co sugeruje, ze toksycznos¢ moze
by¢ spowodowana genetycznie uwarunkowanymi predyspozycjami lub innymi warunkami
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srodowiskowymi (Naviaux et al. 1999). Mutacyjne warianty genu POLG mogg wptywac na funkcje Pol
Y, @ tym samym na farmakokinetyke niektérych lekéw w zwigzku z czym zasugerowano, ze zmiany w
toksycznosci zwigzanej z HAART mogga wynika¢ czesciowo z polimorfizméw obserwowanych w genie
POLG (Carr and Cooper 2000, Feng et al. 2001, Johnson et al. 2001). Innymi stowy, genetyczne
uwarunkowania pacjenta wptywajg na korzystne lub niekorzystne efekty okreslonej terapii (Dalal,
Shankarkumar and Ghosh 2015, Vidal et al. 2011). Aby zrozumie¢ role wariantéw Pol y w toksycznosci
zwigzanej z HAART, wykonalismy retrospektywng analize danych i prébek pobranych podczas badan
HAART-zaleznej toksycznos$ci mitochondrialnej. W wyniku analizy zidentyfikowalismy pacjenta, u
ktérego objawy toksycznosci mitochondrialnej pojawity sie po 10 latach stosowania kuracji zawierajacej
inhibitor Lamiwudyne (3TC). OdkryliSmy u niego heterozygotyczng mutacje C2857T—>R953C w eksonie
18, w wyniku ktorej reszta aminokwasowa R953 w Pol y zmieniona jest na cysteine. Biorgc pod uwage,
ze R953 znajduje sie w centrum aktywnym Pol y i jest wysoce konserwowany, mutacje w tym obszarze
mogg prowadzi¢ do utraty mtDNA i sg zwigzane z chorobami mitochondrialnymi. W niniejszej publikacji
wykazali$my, ze pacjent z mutacjg R953C miat znacznie nizszg liczbe kopii mtDNA w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Co ciekawe, pokazalismy, ze powinowactwo mutanta R953C do DNA nie rézni sie znaczgco
od powinowactwa dzikiej formy biatka i jest zgodne z niskim nanomolowym powinowactwem opisanym
uprzednio dla Pol y (Lim et al. 2003, Sohl et al. 2013). Aby zrozumie¢, w jaki sposéb mutacja R953C
przyczynia sie do toksycznosci indukowanej przez HAART, zbadaliSmy inkorporacje naturalnego
nukleotydu (dCTP) w pordwnaniu do inkorporacji aktywnej tréjfosforanowej formy inhibitora 3TC. W
serii pomiardow kinetycznych pokazaliémy, ze mutant Pol y R953C ma zmniejszong zdolnos¢ do wigzania
dCTP (8-krotnie) i zmniejszong zdolno$é odrdznienia leku od substratu (4-krotnie). Aby wyjasnic¢
zmniejszong zdolnos$¢ mutanta Pol y R953C do rozrdzniania miedzy (-)-3TCi dCTP opracowalismy model
strukturalny oraz rozwigzalismy strukture krystaliczng mutanta R953C Pol y w kompleksie z DNA i dCTP.
Zaréwno w modelu, jak i w strukturze krystalicznej reszta R953 znajduje sie w O-helisie, ktdra tworzy
miejsce wigzania dNTP w czasie syntezy DNA. Poniewaz oddziatywania R953 z resztami E1056 i Y986,
mogg stabilizowaé O-helise i wptywaé na aktywnos¢ polimerazy, mutacja R953C w Pol y moze zaktdcaé
sie¢ oddziatywan, powodujac niewielkie przesuniecie O-helisy, zmniejszajgc tym samym powinowactwo
do nukleotydu oraz powodujac utrate zdolnosci odrdznienia leku od substratu. Zaleznosci te moga
wyjasnic¢ zwigzek miedzy mutacjg Pol y R953C a toksycznoscia wywotang przez HAART. Na podstawie
naszych wynikdéw oraz wczesniej opublikowanych danych postawiliSmy hipoteze, ze mutacje i/lub
polimorfizmy Pol y mogg predysponowaé pacjentéw do indukowanej przez HAART toksycznosci
mitochondrialnej. Zasugerowalismy, ze biorgc pod uwage szybko malejgce koszty testowania
genotypowego oraz szybki rozwoju farmakogenetyki wskazane jest indywidualne podejscie do pacjenta
umozliwiajgce maksymalizacje efektu terapeutycznego i minimalizacje skutkéw ubocznych
wynikajgcych z podawania NRTI.

A novel domain in human EXOG converts apoptotic endonuclease to DNA- repair exonuclease.
Szymanski, M.R., Yu, A., Gmyrek, A.M., White, M.A., Molineux, |J., Lee, J.C., Yin W.Y. Nature
Communications. 2017 May 3;8:14959.

Artykut rekomendowany i umieszczony na portal Faculty1000

Dopiero stosunkowo niedawno stato sie jasne, ze naprawa przez wycinanie zasady (ang. DNA
Base Excision Repair pathway, BER) jest dominujgcg Sciezkg naprawy DNA w mitochondriach (Driggers,
LeDoux and Wilson 1993, Larsen, Rasmussen and Rasmussen 2005, Mandavilli, Santos and Van Houten
2002). Jednak wiekszo$¢ naszej wiedzy na temat mitochondrialnej naprawy BER (mtBER) opiera sie na
obserwacjach pochodzgcych z BER w jadrze komdrkowym. Mimo, ze mitochondrialna BER jest znacznie
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mniej poznana, sg przypuszczenia, ze zachodzi w inny sposéb niz BER w jadrze (Krokan and Bjgras 2013,
Larsen et al. 2005). Gtéwng przyczyng tych przypuszczen jest fakt, ze w mitochondriach nie ma
wyspecjalizowanej polimerazy odpowiedzialnej za naprawe mitochondrialnego DNA, a replikaza, Pol y,
petni dwie funkcje - jest niezbedna dla replikacji i naprawy mtDNA (Longley et al. 1998a, Longley et al.
1998b). Niesie to za sobg wiele konsekwencji, przyktadowo, Pol y ma stabg aktywnos¢ liazy dRP i jest
mato prawdopodobne, aby poradzita sobie ze zwiekszong liczbg miejsc pozbawionych zasad (ang.
Abasic sites, AP) bez pomocy innych enzymdw (Pinz and Bogenhagen 2000, Stierum, Dianov and Bohr
1999). Dodatkowo, Pol y jest mato skuteczna przy wypetnianiu brakujacych pojedynczych nukleotydéw
(ang. single nucleotide gap filling) oraz nie posiada aktywnosci rozplatania nici DNA (ang. strand
displacement), czyli wszystkich funkcji niezbednych do przeprowadzenia kanonicznej naprawy BER (He
et al. 2013). Pomimo tych ograniczen ludzkie mitochondria doskonale radzg sobie z naprawg DNA. Jest
mozliwe miedzy innymi dzieki obecnosci wewnatrzbtonowej 5’-egzo / endonukleazy EXOG (Tann et al.
2011). EXOG wystepuje wytgcznie w mitochondriach. Jej brak powoduje akumulacje uszkodzen w
mitochondrialnym DNA, ale nie w jagdrowym DNA, zwieksza stres oksydacyjny oraz prowadzi do
dysfunkcji mitochondréw (Tann et al. 2011). Ektopiczna ekspresja genu kodujacego EXOG zwieksza
odpornosc¢ proliferujgcych mioblastow na stres oksydacyjny (Szczesny et al. 2013). Co wazne, EXOG
wystepuje w kompleksie z innymi mitochondrialnymi enzymami naprawczymi szlaku BER: APE1, Poly i
Ligazg Ill, zwanym po angielsku , mitochondrial repairosome”. Wykazano tez, ze oddziatywania
pomiedzy biatkami w obrebie ,kompleksu naprawczego sg wzmacniane przez stres oksydacyjny
(Szczesny et al. 2014).

Sekwencja aminokwasowa EXOG sugeruje, ze nalezy ona do BBa-Me rodziny nukleaz, ktéra
zawiera grupe niespecyficznych endonukleaz, np. EndoG (Cymerman et al. 2008). Niespecyficzna
aktywnos¢ EndoG umozliwia funkcjonowanie tego enzymu w procesie apoptozy wymagajgcym
trawienia jednoniciowego DNA (ssDNA), dwuniciowego DNA (dsDNA) oraz RNA, jest jednak
niekompatybilna z precyzyjng aktywnoscig egzonukleazy, wymagang do modyfikacji 5° kornca DNA w
procesie naprawy BER. EXOG jest paralogiem EndoG posiadajgcym zaréwno aktywno$é endonukleazy
jak tez 5’-egzonukleazy. Niewiele jednak wiadomo na temat regulacji tych aktywnosci.

Ponadto, pomimo wykazania, ze EXOG petni role kluczowe]j 5’-egzonukleazy w procesie mtBER,
jak dotad mechanizm jej dziatania jest stabo poznany. Badania utrudniaty problemy w uzyskaniu
odpowiednich ilosci dobrze sfatdowanego i aktywnego enzymu. EXOG jest biatkiem btonowym, ktére
lokuje sie w wewnetrznej bfonie mitochondrialnej dzieki N-kofAcowej domenie transbtonowej
(Cymerman et al. 2008). Dlatego, w celu izolacji EXOG usunelismy zarédwno aminokwasy
odpowiedzialne za jego umiejscowienie w wewnetrznej btonie mitochondrialnej jak tez przewidywany
region nieuporzgdkowany na N-koncu sekwencji biatka (AN58-EXOG). Nastepnie, w oparciu o
wczesniejsze doniesienia opracowalismy wydajng metode oczyszczania EXOG z ciat inkluzyjnych (Kieper
et al. 2010), ktéra umozliwita otrzymanie poprawnie sfatdowanego, aktywnego biatka.

Aby uzyska¢ wglad w mechanizm dziatania EXOG w procesie mtBER, rozwigzalismy strukture
krystaliczng EXOG w obecnoéci jonéw Mg?* z rozdzielczoscig 1,81 A. Struktura apoenzymu EXOG
pokazuje, ze jest to symetryczny homodimer zbudowany z domeny katalitycznej, przypominajacej
strukture apoptotycznej endonukleasy EndoG oraz C-koncowej domeny ,skrzydtowej” (ang. wing
domain) zbudowanej z trzech a-helis (ang. three helix bundle). Miejsce aktywne znajduje sie w
pozytywnie natadowanej szczelinie powstatej pomiedzy domenami i zawiera katalityczng reszte H140
oraz jon Mg?* skoordynowany w geometrii oktaedrycznej przez pieé czasteczek wody i 5-N reszty N171.
Aby potwierdzi¢ obecno$¢ metalu w miejscu aktywnym, rozwigzaliSmy drugg strukture EXOG w
obecnosci jonu Mn?* (rozdzielczoé¢ pomiaru 2,6 A). Nastepnie badajac aktywno$¢ enzymatyczng EXOG
wykazaliémy, ze EXOG wycina dinukleotydy z korica 5° (Cymerman et al. 2008, Tann et al. 2011).
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Aktywnos¢ ta odrdznia EXOG od typowych egzonukleaz, ktére hydrolizujg wigzanie fosfodiestrowe
miedzy pierwszym i drugim nukleotydem (produkujgc mononukleotydy). Stosujac metody kinetyczne
wykazaliémy réwniez, ze w dimerze EXOG, w danym momencie aktywne jest tylko jedno miejsce
wigzania substratu, a dysocjacja produktu reakcji jest bardzo wolnym procesem. Aby okresli¢, czy oba
monomery dimeru EXOG majg zdolnos¢ wigzania DNA uzylisSmy mutanta z nieaktywng nukleazg (EXOG-
H140A). Przy uzyciu izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego (ITC) pokazalismy, ze dimer
EXOG moze wigzaé dwie czasteczki DNA z réznym powinowactwem, co sugeruje, ze w okreslonych
stezeniach DNA i EXOG tylko jeden monomer EXOG moze by¢ zwigzany z DNA. Ttumaczy to aktywnos¢
tylko jednego miejsca wigzania obserwowang w doswiadczeniach kinetycznych.

Aby uzyska¢ strukturalny wglad we witasciwosci enzymatyczne EXOG, wariant enzymu z
nieaktywng nukleazg (EXOG-H140A) zostat uzyty do kokrystalizacji z dwuniciowym DNA o dtugosci 10
par zasad. Strukture kompleksu EXOG-dsDNA w obecnosci jonu Mg?* rozwigzalismy z rozdzielczo$cig
1,85 A poprzez metode podstawienia molekularnego za pomoca struktury apoenzymu EXOG jako
modelu. Aby zweryfikowa¢ obecnos$é i wig jonu metalu w miejscu aktywnym rozwigzaliémy kolejna
strukture kompleks EXOG-dsDNA-Mn?* (rozdzielczoéé pomiaru 2,6 A). Jon Mg?*, koordynowany przez
pie¢ czasteczek wody oraz 8-N N171 w strukturze EXOG-Mg?*, w kompleksie EXOG-dsDNA-Mg?* jest
nadal w koordynacji oktaedrycznej, ale z trzema czgsteczkami wody, 6-N N171 i dwoma atomami tlenu
wigzania fosfodiestrowego pomiedzy drugim i trzecim nukleotydem substratu DNA. Struktura
kompleksu EXOG-dsDNA-Mg?* pokazuje, ze wigzanie z DNA nie zmienia struktury rdzenia enzymu,
jednakze dwie domeny skrzydtowe przyjmujg inng konformacje, co skutkuje tym, ze jedno miejsce
aktywne w kompleksie z DNA podlega zmianie konformacji z ,zamknietej” na ,otwartg”. W
konsekwencji, po zwigzaniu DNA, dwa miejsca aktywne rdinig sie konformacyjnie -jedno jest
»,zamkniete” a drugie ,otwartg”. Dodatkowo domena skrzydtowa w otwartej jest mniej uporzagdkowana
niz w strukturze apoenzymu. To moze mie¢ krytyczne znaczenie dla oddziatywania enzymu z innymi
biatkami biorgcymi udziat w mtBER. Analiza struktury EXOG-dsDNA pokazata, ze wigzanie DNA przy
udziale domeny skrzydtowej zapewnia precyzyjne pozycjonowanie substratu DNA do naciecia pomiedzy
2 i 3 nukleotydem. Ten mechanizm umozliwia EXOG ciecie DNA co dwa nukleotydy. Dodatkowo analiza
struktury EXOG w kompleksie z DNA pokazata, ze aminokwasy znajdujace sie w domenie skrzydtowej
oddziatujg z atomem fosforu na koricu 5’ stabilizujgc oddziatywania z DNA, co prowadzi do wolnego
uwalniania produktu reakcji. Obserwacje te zweryfikowaliSmy poprzez zastosowanie mutantéw
punktowych oraz mutanta delecyjnego domeny skrzydtowej (EXOG-AC68). Wykazalismy, ze mutacja
EXOG-AC68 eliminuje reszty zaangazowane w wigzanie 5’-P zaréwno substratu, jak i produktu. Ponadto,
w zmutowanym biatku miejsce aktywne jest catkowicie otwarte, a enzym traci zdolnos¢ do
kontrolowanej hydrolizy DNA, co dwa nukleotydy, jak i specyficzno$é wobec substrtu BER. Co ciekawe,
aktywnos¢ endonukleazy w EXOG-AC68 wzrasta oSmiokrotnie w poréwnaniu z natywnym enzymem i
jest zblizona do aktywnosci niespecyficznej nukleazy EndoG. Opisane w niniejszej publikacji wyniki
sugerujg, ze pojawienie sie domeny skrzydtowej w EXOG przeksztatfcito niespecyficzng nukleaze w
egzonukleaze specyficzng dla substratu mtBER.

W kanonicznym procesie BER funkcje biatek naprawczych moga byé zatrzymane przez
tworzenie wigzan kowalencyjnych z utlenionymi resztami rybozy na 5’ koncu uszkodzonego kwasu
nukleinowego. Poniewaz w EXOG miejsce aktywne jest odlegte od 5’ korica a do naciecia substratu DNA
dochodzi pomiedzy 2 i 3 nukleotydem, zasugerowalismy, ze EXOG moze przetwarzac uszkodzony koniec
5’ niezaleznie od struktury chemicznej, omijajac potencjalng blokade szlaku naprawy DNA. Na
podstawie naszych wynikdw zaproponowalismy nowy model procesu BER umozliwiajgcy naprawe
mitochondrialnego DNA poprzez kontrolowany mechanizm ,ciecia i wypetniania” (ang. cut-and-fill),
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ktory generuje optymalny substrat dla Pol y bez potrzeby rozplatania nici DNA (ang. strand
displacement).

5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo badawczych:

a) badania przeprowadzone przed doktoratem w czasie studiéw na Biology and Biochemistry
Department, University of Houston, Teksas, Stany Zjednoczone:

Tematyka badan: Charakterystyka strukturalna i funkcjonalna biatek btonowych.

Gtéwnym celem projektu byto oczyszczenie i krystalizacja biatka btonowego HMWI1B
wielkoczgsteczkowej adhezyny z bakterii Haemophilus influenzae, patogenu uktadu oddechowego u
ludzi. Charakterystyka funkcjonalna oraz okreslenie struktury HMW1B przy uzyciu krystalografii
rentgenowskiej miato na celu zrozumienie, w jaki sposéb patogen oddziatuje z gospodarzem, co w
przysztosci mogtoby prowadzi¢ do opracowania nowych lekédw. Otrzymane przeze mnie krysztaty
HMW1B rozpraszaty promieniowanie Rentgenowskie do rozdzielczosci 2.8 A (analiza dyfrakcyjna
zostata przeprowadzona w Argonne National Laboratory Chicago, Stany Zjednoczone). Zachecajgce
wyniki wstepnych badan strukturalnych ukierunkowaty dalsze prace nad oczyszczaniem wariantu biatka
HMW1B znakowanego selenometioning i dogtebng analize strukturalng. Wyniki prowadzonych badan
pozwolity na wyjasnienie mechanizmu wigzania biatek HMW1A i HMW1B do siebie i zostaty
opublikowane w czasopismie Journal of Biological Chemistry:

Duret, G., Szymanski, M., Choi, K.J., Yeo, H.J., and Delcour, A.H. (2008). The TpsB translocator HMW 1B
of haemophilus influenzae forms a large conductance channel. Journal of Biological Chemistry. 283,
15771-15778.

b) badania przeprowadzone w czasie studidw doktoranckich na Biochemistry and Molecular Biology
Department, University of Texas Medical Branch w Galveston, Teksas, Stany Zjednoczone:

Tematyka badan: Inicjowane przez helikaze tworzenie sie kompleksow makromolekularnych
zaangazowanych w replikacje i naprawe DNA.

Wszystkie organizmy zawierajg ztozone, wielobiatkowe, kompleksy molekularne ktére petnig rdézne
funkcje niezbedne do zycia. Wiekszos¢ proceséw komérkowych wymaga skomplikowanej czasowej i
przestrzennej koordynacji wzajemnego wigzania i dysocjacji wielu biatek, kofaktoréw i kwaséw
nukleinowych. Helikazy sg integralng czescig wielobiatkowych komplekséw molekularnych i odgrywaja
kluczowa role w procesie ich tworzenia. Zrozumienie tych ztozonych proceséw jest kluczowe dla
poznania podstawowych mechanizmdéw reakcji biologicznych, co nastepnie moze prowadzi¢ do
zrozumienia mechanizmdéw patogenezy chordb u ludzi. Celem projektu byto zrozumienie
zainicjowanego przez helikaze tworzenia kompleksdw makromolekularnych zaangazowanych w
replikacje i naprawe DNA. Badalismy molekularne podstawy interakcji miedzy biatkami biorgcymi udziat
w tworzeniu pre-primosomu, kompleksu pozwalajgcego na ponowng inicjacje zatrzymanego procesu
replikacji u bakterii Escherichia coli. W czasie realizacji projektu zastosowaliémy miedzy innymi
ilosciowe metody termodynamiczne w celu badania oddziatywania helikazy PriA z jedno- i
dwuniciowym DNA oraz z DNA z uszkodzeniem typu ,gap” (ang. gapped DNA substrate). Ponadto
zdefiniowaliémy potozenie miejsc wigzania ATP, ADP i DNA w obrebie N-koncowej domeny biatka PriA
oraz odkrylismy allosteryczne interakcje pomiedzy tymi miejscami. Wykorzystalismy metody
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biochemiczne i biofizyczne do okreslenia statej wigzania i stechiometrii kompleksu biatka PriB z DNA.
Ponadto badaliSmy energetyke oddziatywarnn miedzy helikazg PriA i biatkiem PriB. Badania te
obejmowaty zastosowanie metod pomiaru anizotropii fluorescencji, ultrawirowania analitycznego,
FRET (ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer), kalorymetrii izotermicznej (ITC), sieciowania UV i
biochemicznych testéw aktywnosci helikazy. W czasie studiéw doktorskich w tym temacie
opublikowatem 10 recenzowanych publikacji i przygotowatem 19 doniesien konferencyjnych
opisujgcych wyniki prowadzonych badan, ktére pozwolity lepiej zrozumie¢ molekularne mechanizmy
tworzenia tych kluczowych dla funkcjonowania komérki kompleksdw makromolekularnych:

Szymanski, M.R., Jezewska, M.J., Bujalowski, W. (2013). The Escherichia Coli Primosomal DnaT Protein
Exists in Solution as a Monomer — Trimer Equilibrium System. Biochemistry. 52, 1845-57.

Szymanski, M.R., Jezewska, M.J., Bujalowski, W. (2013). Energetics of the Escherichia Coli DnaT Protein
Trimerization Reaction. Biochemistry. 52, 1858-73.

Szymanski, M.R., Bujalowski, P.J., Jezewska, M.J., Gmyrek, A.M., and Bujalowski, W. (2011). The N-
terminal domain of the Escherichia coli PriA helicase contains both the DNA- and nucleotide-binding
sites. Energetics of domain-DNA interactions and allosteric effect of the nucleotide cofactors.
Biochemistry. 50, 9167-9183.

Szymanski, M.R., Jezewska, M.J., and Bujalowski, W. (2011). Binding of Two PriA-PriB Complexes to the
Primosome Assembly Site Initiates Primosome Formation. Journal of Molecular Biology. 411, 123-142.

Szymanski, M.R., Jezewska, M.J., and Bujalowski, W. (2010). The Escherichia coli PriA helicase-double-
stranded DNA complex: location of the strong DNA-binding subsite on the helicase domain of the
protein and the affinity control by the two nucleotide-binding sites of the enzyme. Journal of Molecular
Biology. 402, 344-362.

Szymanski, M.R., Jezewska, M.J., and Bujalowski, W. (2010). Interactions of the Escherichia coli
primosomal PriB protein with the single-stranded DNA. Stoichiometries, intrinsic affinities,
cooperativities, and base specificities. Journal of Molecular Biology. 398, 8-25.

Szymanski, M.R., Jezewska, M.J)., and Bujalowski, W. (2010). The Escherichia coli PriA helicase
specifically recognizes gapped DNA substrates: effect of the two nucleotide-binding sites of the enzyme
on the recognition process. Journal of Biological Chemistry. 285, 9683-9696.

Roychowdhury, A., Szymanski, M.R., Jezewska, M.J., and Bujalowski, W. (2009). Interactions of the
Escherichia coli DnaB-DnaC protein complex with nucleotide cofactors. 1. Allosteric conformational
transitions of the complex. Biochemistry. 48, 6712-6729.

Roychowdhury, A., Szymanski, M.R., Jezewska, M.J., and Bujalowski, W. (2009). Mechanism of NTP

hydrolysis by the Escherichia coli primary replicative helicase DnaB protein. 2. Nucleotide and nucleic
acid specificities. Biochemistry. 48, 6730-6746.
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Roychowdhury, A., Szymanski, M.R., Jezewska, M.J., and Bujalowski, W. (2009). Escherichia coli DnaB
helicase-DnaC protein complex: allosteric effects of the nucleotides on the nucleic acid binding and the
kinetic mechanism of NTP hydrolysis. 3. Biochemistry. 48, 6747-6763.

Dodatkowo, oprécz opisanego powyzej gtdwnego projektu w czasie studidw doktoranckich
zainicjowatem i realizowatem kilka projektéw we wspétpracy z innymi grupami badawczymi z catego
Swiata. Projekty te zostaty opisuje ponize;j:

Tematyka badan: Molekularne podstawy oddziatywan biatek gospodarza z biatkami wirusa. Podczas
infekcji wirusowej antywirusowe biatka gospodarza i biatka wirusa infekujgcego oddziatujg ze sobg, co
umozliwia replikacje wirusa prowadzac do patogenezy, a wielu przypadkach réwniez do onkogenezy.
Jednak w przypadku wiekszosci wiruséw niewiele wiadomo na temat interakcji miedzy biatkami
wirusowymi i komérkowymi. Zrozumienie molekularnych mechanizméw oddziatywan biatek wirus-
gospodarz pozwoli na zbadanie strategii wykorzystywanych przez wirusy do manipulowania komérkami
gospodarza i moze pomdc w odkryciu nowy celéw do interwencji terapeutycznej.

i) Wirus Dengue nalezy do rodziny Flaviviridae i jest czynnikiem etiologicznym gorgczki Dengue,
choroby atakujacej 100 milionéw ludzi kazdego roku. Maty genom RNA (10,7 kpz) tego wirusa o
dodatniej polarnosci nici koduje tylko 10 biatek: podjednostki kapsydu i otoczki oraz biatka
przedbtonowe, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B i NS5. Biatka te ulegajg proteolitycznemu cieciu
przez wirusowe i komorkowe proteazy, dzieki czemu stajg sie aktywnymi jednostkami. Biatko NS5 jest
wirusowg polimerazg zalezng od RNA, ktéra moze katalizowaé synteze RNA de novo (synteza ta nie
wymaga startera, chociaz wymaga obecnosci kofaktora GTP). Interakcje z jednoniciowym RNA
wystarczajg do zainicjowania i dalszej syntezy kwasu nukleinowego oraz wptywajg na funkcjonowanie
enzymu. Nasza praca udokumentowata pierwszg iloSciowa analize oddziatywan polimerazy Dengue z
jednoniciowym i dwuniciowym RNA i DNA. Badania te stanowig podstawe do zrozumienia
molekularnego mechanizmu dziatania NS5, co w przyszto$ci moze przyczyni¢ sie do opracowania
nowych celdw interwencji terapeutycznej przeciwko temu wirusowi.

Szymanski, M.R., Jezewska, M.J., Bujalowski, P.J., Bussetta, C., Ye, M., Choi K.H., Bujalowski, W. (2011).
Full-Length Dengue Virus RNA Dependent RNA Polymerase — RNA/ DNA Complexes. Stoichiometries
and Energetics of Intrinsic Affinities, Cooperativities, Base and Conformational Specificities. Journal of
Biological Chemistry. 286, 33095-33108.

ii) Wirus klasycznego pomoru swin (CSFV) powoduje powazne straty w hodowli trzody chlewnej,
poniewaz jest wysoce chorobotworczy i moze powodowaé masowg Smieré zwierzat. Wykazalismy, ze
pestwirusy, takie jak wirus klasycznego pomoru $win (CSFV) wykorzystujg biatko wirusowe Npro do
blokowania odpowiedzi antywirusowej komérek gospodarza. Ustalilismy, ze biatko Npro zawiera na
swoim C-koncu nie opisany wczesniej motyw sekwencyjny TRASH Cys-X21-Cys-X3-Cys (gdzie X jest
dowolnym aminokwasem) wigzacy jon metali. Przy uzyciu spektrometrii mas oraz atomowej
spektroskopii absorpcyjnej wykazalismy, ze biatko Npro koordynuje pojedynczy jon cynku. Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen z zastosowaniem miejscowo specyficznej mutagenezy oraz analizy
biochemicznej pokazaty, ze reszty cysteiny w motywie TRASH s3 wymagane do wigzania cynku i
wptywajg na stabilno$é biatka. Indywidualne substytucje cystein w motywie TRASH znosza
oddziatywania IRF3 (ang. Interferon Regulatory Factor 3) z biatkiem Npro i powodujg zahamowanie
degradacji IRF3 w komdrkach zakazonych CSFV. W ten sposéb pokazalismy bezposrednig funkcjonalng
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zaleznos¢ pomiedzy zdolnoscig biatka Npro do koordynowania jonu cynku i jego zdolnoscig do
zaktécania szlaku prowadzgcego do odpowiedzi przeciwwirusowych, takich jak degradacja wirusowego
RNA, hamowanie transkrypcji oraz translacji komérkowej a ostatecznie Smier¢ komérki. Praca opisujgca
wyniki naszych badan jest efektem wspdtpracy miedzynarodowej i zostata opublikowana w czasopismie
Journal of Molecular Biology:

Szymanski, M.R., Fiebach, A.R., Tratschin, J.D., Gut, M., Ramanujam, V.M., Gottipati, K., Patel, P., Ye,
M., Ruggli, N., and Choi, K.H. (2009). Zinc binding in pestivirus N(pro) is required for interferon
regulatory factor 3 interaction and degradation. Journal of Molecular Biology. 391, 438-449.

iii) Wirus afrykanskiego pomoru swin (ASFV) jest czynnikiem etiologicznym odpowiedzialnym za ostrg,
wysoce smiertelng gorgczke krwotoczng u swin domowych. Mechanizm zaangarzowany w infekcje
komorki gospodarza nie zostat doktadnie poznany. Wirus afrykanskiego pomoru swin koduje
wyspecjalizowane biatko naprawcze, polimeraze X, ktdre umozliwia naprawe uszkodzonego wirusowi
DNA. Wyjasnienie mechanizmu oddziatywania polimerazy X ASFV z kwasem nukleinowym jest
szczegblnie wazne, poniewaz polimerazy naprawcze DNA muszg rozpoznawaé specyficzng strukture
uszkodzonego kwasu nukleinowego. Kinetyczny i termodynamiczny mechanizm oddziatywan miedzy
polimerazg X a DNA zostat przez nas opisany w dwdch réwnolegtych publikacjach w czasopismie
Biophysical Chemistry:

Jezewska, M.J., Szymanski, M.R., and Bujalowski, W. (2011). Interactions of the DNA polymerase X from
African Swine Fever Virus with the ssDNA. Properties of the total DNA-binding site and the strong DNA-
binding subsite. Biophysical Chemistry. 158, 26-37.

Jezewska, M.J., Szymanski, M.R., and Bujalowski, W. (2011). Kinetic mechanism of the ssDNA
recognition by the polymerase X from African Swine Fever Virus. Dynamics and energetics of
intermediate formations. Biophysical Chemistry. 158, 9-20.

Tematyka badan: Charakterystyka strukturalna i funkcjonalna biatek zaangazowanych w replikacje i
naprawe DNA.

i) Dziatanie ludzkich biatek replikacyjnych i ich udziat w powstaniu nowotworéw. Wierne
propagowanie materiatu genetycznego jest niezbedne do zycia, wiec replikacja DNA musi by¢ scisle
regulowana, aby zapewni¢ najwyzszg precyzje i doktadnosé tego procesu. Jednak proces ten jest stale
zagrozony ze wzgledu wptyw czynnikéw srodowiskowych i metabolizmu komdérkowego, ktére indukuja
uszkodzenia DNA. U cztowieka, polimeraza DNA B (pol B) odpowiada za integralnos¢ genomu dokonujac
napraw przez wycinanie zasady (ang. Base Excision Repair, BER). Polimeraza ta jest rowniez niezbedna
do replikacji DNA, rekombinacji i odpornosci na leki. Zaburzenie dziatania tego enzymu jest skorelowane
z wieloma rodzajami nowotworéw, w tym z rakiem okreznicy i odbytu, rakiem zotgdka i rakiem gruczotu
krokowego. Dlatego niezbedne jest mechanistyczne zrozumienie gtdwnej funkcji tego enzymu:
oddziatywanie z DNA. W artykule opublikowanym w Biophysical Chemistry w 2011 roku, zbadalismy
kinetyczny i termodynamiczny mechanizm interakcji pol B z DNA.

Jezewska, M.J., Szymanski, M.R., and Bujalowski, W. (2011). The primary DNA binding subsite of the

rat pol beta. Energetics of interactions of the 8-kDa domain of the enzyme with the ssDNA. Biophysical
Chemistry. 156, 115-127.
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ii) Kinetyczny mechanizm dziatania bakteryjnych biatek replikacyjnych. RepA jest heksameryczng
helikazg DNA niezbedng do replikacji niekoniugujacego plazmidu o szerokim spektrum gospodarzy (ang.
broad-host range nonconjugative plasmid) RSF1010, ktéry nadaje bakteriom opornos¢ na sulfonamidy
i streptomycyne. Wykorzystujgc metode zatrzymanego przeptywu (ang. stopped flow), a takze metody
ultrawirowania analitycznego, badalismy kinetyczny mechanizm rozpoznawania jednoniciowego DNA
przez kanat wewnetrzny heksameru RepA. Wykazaliémy, ze oddziatywanie RepA z jednoniciowym DNA
zachodzi zgodnie z czteroetapowym mechanizmem. Na etapie rozpoznawania jednoniciowy DNA wigze
sie w miejscu znajdujgcym sie poza kanatem wewnetrznym helikazy RepA. Z kolei wigzanie DNA
wewnatrz kanatu jest skorelowane z duzymi zmianami konformacyjnymi struktury enzymu, co prowadzi
do czesciowego zamkniecia struktury nad wigzanym DNA. Badania te pokazaty, ze wprowadzenie DNA
do kanatu wewnetrznego heksameru jest procesem wieloetapowym, w ktérym rdzne etapy reakcji
zachodzg w bardzo rdéinych zakresach czasowych. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w
nastepujacych pracach:

Andreeva, |.E., Szymanski, M.R., Jezewska, M.J., Galletto, R., and Bujalowski, W. (2009). Dynamics of
the ssDNA recognition by the RepA hexameric helicase of plasmid RSF1010: analyses using fluorescence
stopped-flow intensity and anisotropy methods. Journal of Molecular Biology. 388, 751-775.

Andreeva, |.E., Roychowdhury, A., Szymanski, M.R., Jezewska, M.J., and Bujalowski, W. (2009).
Mechanisms of interactions of the nucleotide cofactor with the RepA protein of plasmid RSF1010.
Binding dynamics studied using the fluorescence stopped-flow method. Biochemistry. 48, 10620-
10636.

c) aktualna pracai plany na przysztosc¢

W pazdzierniku 2017 r., po otrzymaniu dwdch grantéw umozliwiajgcych otwarcie samodzielnej
grupy badawczej: POLONEZ Fellowship (NCN) oraz First TEAM (FNP), rozpoczatem prace na stanowisku
Adiunkta / Kierownika Pracowni Biologii Strukturalnej na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Dodatkowo w grudniu 2018 r., jako
jeden z trzech polskich naukowcdéw, uzyskatem réwniez prestizowy Installation Grant przyznany mi
przez Europejskg Organizacje Biologii Molekularnej (EMBO) na wsparcie dziatarht mojego laboratorium.
Obecnie kieruje czteroosobowym zespotem sktadajgcym sie z dwdch asystentéw oraz dwodch
doktorantéw. Badania mojej grupy skupiajg sie na poznaniu mechanizméw tworzenia oraz struktury i
funkcji wieloczgsteczkowych komplekséw makromolekularnych zaangazowanych w kluczowe procesy
komérkowe. Gtéwnymi metodami badawczymi sg krystalografia rentgenowska i mikroskopia
elektronowa oraz analizy biochemiczne i biofizyczne funkcjonalnosci i oddziatywan biatek, kwasow
nukleinowych i ich kompleksow. W projekcie First Team (FNP) pt. , Targeting mitochondrial DNA repair
for novel anti-cancer therapies” (2018-2021) skupiamy sie na badaniach struktury i funkcji
mitochondrialnej nukleazy btonowej, EXOG. Badania prowadzone w tym projekcie mogg przyczynié sie
do opracowania inhibitoréw specyficznie hamujgcych aktywnos$¢ tego enzymu. Inhibicja EXOG w
komoédrkach nowotworowych moze zwiekszyé liczbe mutacji w mitochondrialnym DNA, podnoszac ich
wrazliwos¢ na tradycyjng chemioterapie. Projekt jest realizowany przy wspdtpracy z Prof. Bartoszem
Szczesnym z University of Texas Medical Branch w Galveston, Teksas, Stany Zjednoczone.

W projekcie NCN pt. ,Unraveling the molecular basis of DNA damage recognition and processing
in human mitochondria” uzyskanym w ramach konkursu POLONEZ 2, naszym celem jest badanie
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molekularnego mechanizmu rozpoznawania i ciecia uszkodzonego DNA przez nukleaze EXOG. Wyniki
uzyskane dotychczas podczas realizacji tego projektu zostaty wykorzystane w aplikacji o ERC Starting
Grant 2019, ztozony w pazdzierniku 2018 r.

Ponadto kontynuuje wspétprace z grupg Prof. Andrew Fire ze Stanford University, California,
Stany Zjednoczone, w projekcie majgcym na celu poznanie sekwencji i wiasciwosci strukturalnych
matryc RNA replikowanych przez polimerazy transkrypcyjne. Kontynuuje rowniez wspotprace z grupa
Prof. Marc Morais z University of Texas Medical Branch w Galveston, Teksas, Stany Zjednoczone,
dotyczagcg mechanizmu dziatania biatek, tzw. ,molekularnych silnikow”, odpowiedzialnych za
umieszczanie ujemnie natadowanego kwasu nukleinowego w zamkniete]j przestrzeni kapsydu wiruséw.
Mechanizm dziatania tych biatek polega na przeksztatcaniu energii chemicznej pochodzacej z hydrolizy
ATP w ukierunkowany ruch mechaniczny wymagany do translokacji genomu do wnetrza wirionu. Do tej
pory, aby uzyska¢ pseudoatomowy model kompleksu motorycznego i zrozumie¢ mechanizm dziatania
»Silnikdw”  pakujgcych genom, uzyliSmy kombinacji technik ultrawirowania w réwnowadze
sedymentacyjnej, niskokagtowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego (ang. Small-angle X-
ray scattering, SAXS), mikroskopii krioelektronowej (cryo-EM) i krystalografii rentgenowskiej oraz
biochemii enzymatycznej. Kontynuujemy rowniez wspodtprace z grupa Prof. Wtodka Bujatowskiego,
University of Texas Medical Branch w Galveston, Teksas, Stany Zjednoczone, w celu okreslenia struktury
primosomu z E. coli za pomoca krystalografii rentgenowskiej i mikroskopii krioelektronowej.
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