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Enzym syntaza tymidylanowa (ST) katalizgakcf zaleznego od metylenotetrahydrofolianu prze-
ksztatcenia dezoksyurydyno-5'monofosforanu (dUNpR)wadzaca do powstania tymidyno-5'-
monofosforanu, naigcego do kluczowych substratéw w biosyntezie koméaego DNA. Najwczéniejsze
proby selektywnego zwalczania komérek nowotworowyetegaty na ingerencji w proces biosyntezy DNA.
Dlatego inhibicja ST jest od ponad 50 lat wykorgy&ina w chemioterapii nowotwordw. Pierwszym i do
dzis bardzo cgsto stosowanym lekiem, powodaym inhibicg ST w komérce, jest fluorouracyl, przeksztat-
cany w komorce do postaci dezoksynukleotydu, fldemmksyuryduno-5'-monofosforanu (FAUMP).
FAUMP jest silnym inhibitorem ST, ktéry jest pramzym "rozpoznawany" jako substrat, podlega normal-
nej reakcji katalizowanej przez ten enzym, aledydk pewnego etapu, gdy reakcja ta ulega zablokiowan
na skutek obecrdoi atomu fluoru w czsteczce inhibitora. Na tym etapie enzym, inhibdz metylenote-
trahydrofolian stanowikompleks powjzany kowalencyjnie. Wyniki badérystalograficznych tego kom-
pleksu staty si kamieniem milowym na drodze do poznania mechani@alcji katalizowanej przez ST.

N-hydroksy-dCMP (R-OH-dCMP) jest take silnym inhibitorem ST, podlegym normalnej reakcji
katalizowanej przez ten enzym przy udziale metyietnahydrofolianu. Prowadzi to do inaktywacji enzym
ktérej mechanizm nie zostat doktadnie poznany. gagwani bylémy od dawna w badania tego zjawiska i
udato nam si wczeniej znaczco pogebi¢ wiedz na jego temat, odkrywg pewne fakty, wskazgge na
roznice w stosunku do znanego mechanizmu dziataniaiRILBugerowato taze rozwizanie mechanizmu
moze pomac zrozumienieznane dat elementy mechanizmu reakcji katalizowanej prZeé£g@dobnie, jak
wczesniej pomogto w tym poznanie mechanizmu inhibicigr FAUMP) |, ale tade umaliwi ¢ zaprojekto-
wanie nowych inhibitoréw enzymu, potencjalnych lekdrzeciwnowotworowych.

Celem projektowanych badjest weryfikacja hipotezy, dotygzej mechanizmu inhibicji syntazy ty-
midylanowej przez ROH-dCMP, postawionej w konsekwencji naszych laktgstalograficznych, ktérych
wyniki rzucity na ten mechanizm nowe i zaskajagiswiatto. Wczeéniej przypuszczanage inhibitor tworzy,
podobnie jak FAUMP, kompleks z enzymem i metyletnateydrofolianem, co prowadzi z nieznanych po-
wododw do inaktywacji. Jednak przedzmu wyniki naszych wspomnianyclzjoada krystalograficznych,

a w szczegolniei rozwigzana z bardzo wysekozdzielczdcia struktura przestrzenna kompleksu ST, ktéry
wykrystalizowat w obecn@i N*-OH-dCMP i metylenotetrahydrofolianu. Strukturastayerujeze w obec-
nosci N*-OH-dCMP i metylenotetrahydrofolianu enzym katajizteakcg poronm, prowadzca do inakty-
wacji enzymu w wyniku nieodwracalnego awania samego inhibitora (w przypadku FAUMP inaktgjaa
zachodzi poprzez zgaanie inhibitora przy udziale metylenotetrahydriafiol,, z utworzeniem kowalencyj-
nie powhzanego kompleksu enzym-FdUMP-metylenotetrahydrafd)iktoremu w centrum aktywnym to-
warzyszy niekowalencyjnie zgdany dihydrofolian. Wspomnéenalezy, ze syntaza tymidylanowa katalizuje
reakcg, obejmujca dwa sprzzone elementy: (i) przeniesienie grupy metylenowejetylenotetrahydrofo-
lianu na paty atom wegla piescienia pirymidynowego dUMP i (ii) redukgiej grupy na koszt pozostatego
tetrahydrofolianu, niekowalencyjnie zygianego z biatkiem, ulegaiego przy tym utlenieniu do dihydrofo-
lianu. Analiza wspomnianej struktury wskazuje nzpra:zenie tych elementéw w warunkach obewiov
centrum aktywnym egteczki N-OH-dCMP, na ktég nie jest przenoszona grupa metylenowa (albo ptoduk
takiego przeniesienia jest nietrwaly i dlategomi po nimsladu), a mimo to pty atom wgla piescienia
pirymidynowego ulega redukcji, co widoczne jestlizivspomnianej wysokiej rozdzielcga. Tak wic
N*-OH-dCMP zaburza katalizowameakcg w zupetnie inny sposébnFdUMP, stanowic tym samym
potencjalnie bardzoarteczne narglzie badania mechanizmu tej reakcji, a w szczegdéinego jej etapu,

na ktérym naspuje utlenienie tetrahydrofolianu. Ten ostatni sz jest tym bardziej istotnye mecha-
nizm tego wianie etapu reakcji nie jest dobrze poznany.

Tak w¢c projektowane badania maja celu, poza lepszym zrozumieniem mechanizmuibicjhen-
zymu przez tytutowy inhibitor, wykorzystanie tejegizy przy projektowaniu nowych inhibitoréw, alezak
wykorzystanie ROH-dCMP jako nargzia przy badaniu mechanizmu reakgcji katalizowanegz ST. W
tym celu planowane jest zastosowanigsteczek -OH-dCMP oraz metylenotetrahydrofolianu, ktérych
wybrane atomy zostgreasgpione izotopami (atomy tego samego pierwiastkazoapliczbie neutronéw w
jadrze) trwatymi lub promieniotwdrczymi. Zastosowarta& ,znakowanych” zwgzkow w reakcji katalizo-
wanej przez enzym pozwdliedzi¢ losy wybranych grup chemicznych i odpowiedzi@a szereg pyta do-
tyczacych przebiegu reakcji. Ponadto, w celu sprawdzextiaeszt aminokwasowych podejrzewanych o
udziat we wizaniu tytutowego inhibitora, zbadanedzie kinetyka inhibicji przez NOH-dCMP 5 zmuto-
wanych biatek syntazy tymidylanowej, z ktérych wedtam jeden z tych aminokwasow zostat wymieniony
(metodami iynierii genetycznej) na inny. Ponadto, zostaniaspzona zdolng zmutowanych biatek do
katalizy zalenego od metylenotetrahydrofolianu przeksztatcedi®N-dCMP, prowadzego do trwate]
inaktywacji enzymu. Dodatkowo, w uzupetnieniu baglisperymentalnych, przewidziangksmdania obli-
czeniowe, polegage na modelowaniu molekularnym z zastosowaniem armekhkwantowej oraz mechani-
ki i dynamiki molekularnej, mage na celu zbadanie kolejnych etap6éw mechaniznikejieprowadacej do
uformowania kompleksu STOH-dCMP-DHF, zaobserwowanego w strukturze krystaij.



