
1 Cel projektu

Rozpowszechniony enzym (biaªko przyspieszaj¡ce dan¡ reakcj¦) jakim jest syntaza tymidylanowa (TS) peªni
wyj¡tkowo wa»n¡ rol¦. Odpowiedzialny jest za syntez¦ dTMP, czyli cz¡steczki, która sªu»y do budowy DNA. W
komórkach ludzkich i zwierz¦cych jest jedynym ¹ródªem tej»e molekuªy. Ze wzgl¦du na funkcj¦ jak¡ peªni jest
celem wielu terapii przeciwnowotworowych, przeciwwirusowych czy przeciw-paso»ytniczych. Z tego wzgl¦du,
równie» znalazªa si¦ w centrum zainteresowa« bada« proponowanych w tym projekcie. TS posiada specy�czne
aminokwasy (cz¡steczki budulcowe biaªek), które po na±wietleniu promieniowaniem UV same mog¡ ±wieci¢
(�uorescencja). Dzi¦ki specjalnej aparaturze �uorescencj¦ mo»na rejestrowa¢. Co wi¦cej, pod wypªywem wi¡-
zania czy oddziaªywa« z innymi cz¡steczkami, substratami czy inhibitorami, wªa±ciwo±ci �uorescencyjne mog¡
si¦ zmienia¢. Pozwala to na interpretacj¦ danych w postaci np. zmian strukturalnych badanego biaªka. Co
za tym idzie, na lepsze poznanie mechanizmu dziaªania, który w przypadku TS jest do±¢ skomplikowany i do
tej pory caªkowicie nie poznany. Co wi¦cej niedawne badania wykazaªy, »e enzym ten mo»e przeprowadza¢
cz¦±¢ reakcji przy u»yciu innej ni» substrat cz¡steczki. Celem tego projektu jest zbadanie tych zaskakuj¡cych
wªa±ciwo±ci. Kolejnym celem jaki przy±wieca temu projektowi to analiza hamowania reakcji przez inhibitor-
N4-OH-dCMP, który charakteryzuje si¦ bardzo nietypowym i zadziwiaj¡cym mechanizmem prowadz¡cym do
reakcji poronnej. Dzi¦ki porównaniu danych pochodz¡cych z kompleksów enzymu z N4-OH-dCMP z danymi z
innym inhibitorem -FdUMP - którego mechanizm jest poznany, prawdopodobnie uda si¦ odpowiedzie¢ na nurtu-
j¡ce nas pytania zwi¡zane z mechanizmem dziaªania N4-OH-dCMP. Dodatkowo, dzi¦ki rozwi¡zanym strukturom
trójwymiarowym biaªka, które s¡ dost¦pne w bazie PDB, planowane jest powi¡zanie zmian �uorescencyjnych z
wynikaj¡cymi ze wspomnianych struktur zmian w aran»acji cz¡steczek. Co wiecej, znajomo±¢ wpªywu zmian
w aran»acji struktury na �uorescencj¦ pozwoli równie» na sprawdzenie czy wyniki w istocie s¡ równowa»ne z
danymi krystalogra�cznymi i vice versa. Poª¡czenie rezultatów ze strukturami 3D umo»liwi stworzenie szeroko
analitycznego projektu, który posªu»y jako model do interpretacji danych pochodz¡cych z do±wiadcze« z TS z
innych ¹ródeª.

Syntazy tymidylanowe to grupa biaªek pochodz¡cych z ró»nych organizmów która jest niezwykle konser-
watywna (tzn. »e biaªka s¡ do siebie bardzo podobne). W zwi¡zku z tym do bada« wybrany zostaª enzym
pochodz¡cy od myszy (mTS) jako model do studiowania zmian parametrów �uorescencyjnych pod wpªywem
wi¡zania cz¡steczek.

2 Realizowane badania

Cele zostan¡ zrealizowane przy u»yciu spektroskopii absorpcyjnej, emisyjnej oraz czasowo-rozdzielczej. Wszyst-
kie te metody zwi¡zane s¡ ze wspomnian¡ �uorescencj¡. Aby cz¡steczka mogªa emitowa¢ foton (±wieci¢) musi
najpierw pochªon¡¢ ±wiatªo. Do badania ilo±ci ±wiatªa pochªoni¦tego sªu»y spektroskopia absorpcyjna. Dzi¦ki
zmianie pochªaniania ±wiatªa, pod wpªywem ª¡czenia si¦ dwóch cz¡steczek (np. enzym i inhibitor, enzym i sub-
strat) lub wi¦kszej ilo±ci cz¡steczek, mamy mo»liwo±¢ obserwowania oddziaªywa« i ich interpretacji. Podobnie,
technika wykorzystuj¡ca wspomnian¡ �uorescencj¦ i jej zmiany w wyniku tworzenia kompleksów (spektroskopia
emisyjna), uªatwi wyja±nienie frapuj¡cych nas problemów. Trzecia metoda (spektroskopia czasowo-rozdzielcza)
sªu»y do pomiarów czasu, w którym badana cz¡steczka emituje (czas »ycia �uorescencji). Takie pomiary s¡
bardzo czuªe i dostarczaj¡ wielu cennych informacji na temat siªy czy rodzaju oddziaªywa«, które posªu»¡ do
analizy przedstawionego problemu.

Wspomniana wcze±niej analiza struktur biaªek b¦dzie wykonana z pomoc¡ dost¦pnego programu VMD i
narz¦dzia MultiSeq. Program ten sªu»y do analizy i porówna« sekwencji oraz struktur biaªek.

3 Powody podj¦cia tematyki badawczej

Opisanie mechanizmu katalizy mTS i jej inhibicji mo»e pozytywnie wpªyn¡¢ na rozwój terapii, leczenia chorób
oraz projektowania leków, co z punktu widzenia spoªecze«stwa stanowi ogromn¡ zalet¦. W dalszej perspektywie,
daje to mo»liwo±¢ bardziej efektywnej walki z rakiem i racjonalnej terapii przeciwnowotworowej. Jednocze±nie,
co powinno zosta¢ podkre±lone, dzi¦ki konserwatywno±ci enzymu, uzyskane wyniki znajd¡ szerokie zastosowanie
jako model do interpretacji oddziaªywa« TS z ró»nych ¹ródeª z ligandami.
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