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Enzymy s3 biomolekularnymi katalizatorami, ktore przyspieszaja reakcje biochemiczne i w ten
sposob podtrzymuja funkcje zyciowe. Nawet wirusy koduja w swoich genomach enzymy potrzebne
do katalizy proceséw niezbednych do replikacji wirusa. Istotnie, jesli praca tych enzymoéw zostanie
zablokowana to zatrzymana zostanie infekcja wirusowa u ludzi. Jednak, aby zaprojektowaé
odpowiednig czasteczke blokujaca enzymy wirusa, i w nastepstwie lek przeciwwirusowy, musimy
zrozumie¢ jak te enzymy dzialaja, tj., zrozumie¢ na poziomie molekularnym mechanizmy
prowadzace do katalizowania reakcji.

Aby zrozumie¢ jak dziataja enzymy musimy okresli¢ szybkosci reakcji i uzyskac liczbowe
miary, takie jak state kinetyczne charakteryzujace efektywno§¢ enzymu. Znajomo$¢ statych
kinetycznych pomoze nam odpowiedzie¢ na nastgpujace fundamentalne pytania: jaki jest
mechanizm katalizy, jaka jest funkcja danego enzymu w szlakach biochemicznych i jego globalna
rola w metabolizmie, co kontroluje aktywno$¢ enzymu i jak ta aktywno$¢ moze zostaé
zablokowana. Jak opisano powyzej funkcja enzymdéw jest niezwykle istotna, wigc w projekcie
bedziemy badac¢ reakcje biochemiczne katalizowane przez rdzne enzymy wirusow.

Kolejnym kluczowym elementem potrzebnym do zrozumienia reakcji enzymatycznych jest
fakt, ze te reakcje zachodza w komorkach, ktore oprocz wody zawieraja wiele innych wigkszych
czasteczek takich jak biatka, kwasy nukleinowe, rybosomy, lipidy, metabolity itd. Do tej pory
parametry kinetyczne reakcji enzymatycznych byly zwykle wyznaczane w roztworach wodnych nie
zawierajacych innych wigkszych molekut. Te roztwory nie odpowiadaja rzeczywistej sytuacji w
komorce i sg dalekie od warunkéw fizjologicznych. Aby okresli¢ prawdziwg dynamike i kinetyke
enzymOé6w musimy mie¢ na uwadze, ze komodrki zawieraja okolo 200-400 g/L innych
makroczasteczek. Jest wiec oczywistym, ze takie skomplikowane s$rodowisko musi zostaé
uwzglednione, aby otrzymaé wiarygodng informacje biochemiczng.

Dlatego tez w tym projekcie okreslimy jak takie tfoczne srodowisko wplywa na konformacje i
kinetyke wybranych enzymow wirusowych. Wielosktadnikowe $rodowisko komoérkowe bedziemy
nasladowac¢ przez dodawanie do roztwordéw innych makroczasteczek o roznych masach i fadunkach
oraz w rdznych stezeniach. Przeprowadzimy zaréwno symulacje dynamiki molekularnej in silico
jak 1 doswiadczalne badania in vitro. Uwazamy, ze potaczenie symulacji komputerowych i
doswiadczen biochemicznych pozwoli lepiej zbada¢ ten ambitny temat.

Bedziemy bada¢ trzy enzymy, ktore hydrolizuja peptydy i sa nazywane proteazami. Jeden
enzym to trypsyna, znany enzym trawienny, ktory bedzie uzyty jako kontrola poprawno$ci badan.
Kolejne dwa enzymy to proteazy wirusowe: jedna kodowana przez ludzkiego wirusa niedoboru
odpornosci (ang. human immunodeficiency virus type 1, HIV-1) i druga proteaza kodowana przez
wirusa zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C virus, HCV). Te proteazy wirusowe s3
wewnetrznie dynamiczne. Sg takze celami dla lekéw przeciwwirusowych, a wirusami HIV-1 1 HCV
jest stale zainfekowanych, odpowiednio, okoto 40 i 170 milioné6w ludzi na $wiecie. Wiedza
uzyskana w wyniku realizacji tego projektu na temat dynamiki strukturalnej i kinetyki tych dwoch
proteaz wirusowych w warunkach nasladujgcych srodowisko komorkowe pomoze zaprojektowac
bardziej efektywne inhibitory prowadzace dalej do lekow przeciwwirusowych.

Podsumowujac, nasze badania pozwolg zanalizowaé¢ i1 skorelowa¢ dynamike enzyméow z
kinetyka ich dzialania w warunkach ttoku nasladujacego srodowisko komorkowe. Wyniki projektu
przyczynig si¢ do zrozumienia mechanizmu aktywno$ci enzymatycznej dwoch enzymow
wirusowych, ktére hydrolizujg peptydy. Wiedza ta moze pomdc w dalszym projektowaniu lekow
przeciwwirusowych.



