Enzymy sg to biatka produkowane w zywych organizmach i katalizujgce przebieg szeregu reakcji metabolicznych. Reakcje
katalizowane przez enzymy odgrywajg wazng role we wszystkich procesach zyciowych komdrki. Kazdy z nich zajmuje okreslone
miejsce i petni okreslong funkcje w organizmie a zaburzenia w jego funkcjonowaniu mogg by¢ fatalne w skutkach. Jednym z
rodzajow enzymow sa kinazy biatkowe, czyli enzymy katalizujace reakcje fosforylacji (przenoszenia grupy fosforanowej) ktérych
substratami sg biatka. Peinig one wiele kluczowych funkcji w wielu szlakach sygnatowych a zaburzenie w ich dzialaniu czy
wystepowaniu czesto prowadzi do powstawania komorek rakowych. Dlatego tez kinazy biatkowe pozostajg jednym z gtéwnych
celéw w nowych terapiach przeciwnowotworowych.

Stale poszukuje sie nowych zwigzkéw blokujacych aktywnos$¢ (inhibitoréw) tych kinaz wykorzystujac wiele réznych podejs¢ w
tym celu. Najczesciej wykorzystywanie sg zwigzki, ktére budowa przypominajg czasteczke ATP (ktora jest zrodtem grupy
fosforanowej niezbednej do procesu fosforylacji) i wigza sie w miejscu wigzania ATP blokujgc w ten sposdb mozliwosé
zwiazania whasciwej czasteczki ATP. Innym sposobem jest wykorzystanie czasteczki ktéra ma za zadanie imitowaé biatko bedace
substratem danej kinazy i wigza¢ sie w miejscu wigzania substratu. Jest to mozliwe, poniewaz kazda kinaza rozpoznaje
specyficzng sekwencje biatka substratowego, a wiec czasteczka posiadajaca ten fragment sekwencji bedzie réwniez przez ta
kinaze rozpoznawana.

Podejsciem taczacym dwie powyzsze metody jest wykorzystanie czasteczki bedacej potaczeniem tych dwéch (tzw. inhibitor bi-
substratowy). W ten spos6b powstata czasteczka blokuje zaréwno miejsce wigzania ATP jak i substratu. Dobrze zaprojektowana
czasteczka powinna wigza¢ sie mocniej niz kazdy z poszczeg6lnych elementéw i by¢ bardziej specyficzna wzgledem konkretnej
kinazy.

Podejscie to jednak zostato zaniedbane, a kilka znanych inhibitoréw tego rodzaju powstato bez doktadnej analizy i szczegétowego
zgtebienia problemu. Dlatego tez, w tym projekcie mam zamiar przetestowaé sposob zaproponowanego przez nas projektowania
takich inhibitoréw.

W tym celu wykorzystam modelowa kinaze biatkowa jaka jest kinaza biatkowa CK2. Jest to stale aktywna, wszechobecna w
organizmach eukariotycznych kinaza. Odgrywa ona kluczowga role w funkcjonowaniu organizmu i wiele grup badawczych za cel
obrato sobie znalezienie silnych, specyficznych inhibitorow CK2. Zostata ona tez bezposrednio powigzania z wystepowaniem
nowotworéw. Zaohserwowano, ze w wielu rodzajach komorek nowotworowych wystepuje podwyzszony jej poziom.

Aby zaprojektowac odpowiedni inhibitor bi-substratowy bede niezaleznie poszukiwaé czesci wigzacej sie w miejscu wigzania
ATP i czesci wigzacej sie w miejscu wigzania substratu biatkowego. Wybrane zostang tylko zwiazki o budowie umozliwiajacej
ich potaczenie w przysztosci. Nastepnie znalezione w ten sposdb zwigzki zostang przebadane wspdlnie by wykluczyé wpltyw
zwigzania jednego sktadnika na wiazanie drugiego. Zwiazki te musza wigza¢ sie catkowicie niezaleznie by

w przysztosci mogly utworzy¢ jedna silnie wigzacg sie czasteczke. Nastepnie sprawdzone zostang sposoby potaczenia tych dwéch
czasteczek. Zostanie to wykonane poprzez zmierzenie sity wigzania inhibitorow wigzacych sie w miejscu wigzania ATP
przedtuzonych o fragment drugiego inhibitora. Ostatnim etapem bedzie synteza wybranego w ten sposob inhibitora bi-
substratowego (sktadajacego sie z dwoch wybranych czesci i odpowiedniego potaczenia) i przebadanie jego sity wigzania do
kinazy CK2. Bedzie to sposob na sprawdzenie skutecznosci zaproponowanego podejscia.

Site wigzania zaréwno poszczeg6lnych fragmentéw jak i catego inhibitora bede mierzy¢ za pomoca trzech r6znych metod. Dwie z
nich pozwalajg na bezposredni pomiar sity wiazania, natomiast metoda kt6rg bede wykorzystywac jako pierwszy sposéb na
odrzucenie stabo wigzacych sie zwigzkdéw bedzie pomiar temperatury w jakiej kompleks inhibitora z kinazg CK2 zmienia
strukture (denaturuje). Poréwnanie temperatury denaturacji kompleksu z temperaturg denaturacji samego biatka, w naszym
przypadku kinazy CK2, daje posrednio informacje o sile wigzania inhibitora do tej kinazy (im silniej sie wigze tym temperatura
WYZ5za).

Jesli przedstawiony sposéb poszukiwania nowych inhibitoréw bi-substratowych (poprzez szukanie kazdej jego czesci osobno i
potaczenie ich na koniec po dokfadnej analizie) okaze sie skuteczny bedzie to platforma dla szybkich badafh przesiewowych
prowadzonych bez koniecznosci ktopotliwej syntezy finalnego inhibitora bi-substratowego. Znacznie utatwi i przyspieszy to
poszukiwanie i konstrukcje nowych inhibitoréw dla kinaz biatkowych. Otrzymane wyniki moga tez sta¢ sie punktem wyjsciowym
do zaprojektowania nowego, bardziej specyficznego inhibitora kinazy CK2.



