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1 Cel projektu

Rozpowszechniony enzym (biatko przyspieszajace dana reakcje) jakim jest syntaza tymidylanowa (TS) pelni
wyjatkowo wazng role. Odpowiedzialny jest za synteze dTMP, czyli czasteczki, ktora stuzy do budowy DNA. W
komoérkach ludzkich i zwierzecych jest jedynym zrodtem tejze molekutly. Ze wzgledu na funkcje jaka pelni jest
celem wielu terapii przeciwnowotworowych, przeciwwirusowych czy przeciw-pasozytniczych. Z tego wzgledu,
réwniez znalazla sie w centrum zainteresowan badan proponowanych w tym projekcie. TS posiada specyficzne
aminokwasy (czasteczki budulcowe bialek), ktore po nagwietleniu promieniowaniem UV same moga $wieci¢
(fluorescencja). Dzieki specjalnej aparaturze fluorescencje mozna rejestrowaé¢. Co wiecej, pod wyplywem wia-
zania czy oddzialywan z innymi czasteczkami, substratami czy inhibitorami, wtasciwosci fluorescencyjne moga
sie zmienia¢. Pozwala to na interpretacje danych w postaci np. zmian strukturalnych badanego biatka. Co
za tym idzie, na lepsze poznanie mechanizmu dziatania, ktéry w przypadku TS jest do$é¢ skomplikowany i do
tej pory catkowicie nie poznany. Co wiecej niedawne badania wykazaly, ze enzym ten moze przeprowadzaé
cze$¢ reakcji przy uzyciu innej niz substrat czasteczki. Celem tego projektu jest zbadanie tych zaskakujacych
wladciwosci. Kolejnym celem jaki przy$wieca temu projektowi to analiza hamowania reakcji przez inhibitor-
N4-QOH-dCMP, ktoéry charakteryzuje sie bardzo nietypowym i zadziwiajacym mechanizmem prowadzacym do
reakcji poronnej. Dzieki poréwnaniu danych pochodzacych z komplekséow enzymu z N*-OH-dCMP z danymi z
innym inhibitorem -FAUMP - ktérego mechanizm jest poznany, prawdopodobnie uda sie odpowiedzie¢ na nurtu-
jace nas pytania zwigzane z mechanizmem dziatania N4-OH-dCMP. Dodatkowo, dzieki rozwigzanym strukturom
tréjwymiarowym biatka, ktore sa dostepne w bazie PDB, planowane jest powigzanie zmian fluorescencyjnych z
wynikajacymi ze wspomnianych struktur zmian w aranzacji czasteczek. Co wiecej, znajomosé wplywu zmian
w aranzacji struktury na fluorescencje pozwoli réwniez na sprawdzenie czy wyniki w istocie sg rownowazne z
danymi krystalograficznymi i vice versa. Polaczenie rezultatéw ze strukturami 3D umozliwi stworzenie szeroko
analitycznego projektu, ktéry postuzy jako model do interpretacji danych pochodzacych z do§wiadczen z TS z
innych 7rodet.

Syntazy tymidylanowe to grupa biatek pochodzacych z réznych organizméw ktéra jest niezwykle konser-
watywna (tzn. ze bialka sa do siebie bardzo podobne). W zwiazku z tym do badani wybrany zostal enzym
pochodzacy od myszy (mTS) jako model do studiowania zmian parametréw fluorescencyjnych pod wplywem
wiazania czasteczek.

2 Realizowane badania

Cele zostana zrealizowane przy uzyciu spektroskopii absorpcyjnej, emisyjnej oraz czasowo-rozdzielczej. Wszyst-
kie te metody zwiazane sa ze wspomniana fluorescencja. Aby czasteczka mogta emitowa¢ foton ($wieci¢) musi
najpierw pochtonaé swiatto. Do badania ilodci §wiatta pochlonietego stuzy spektroskopia absorpcyjna. Dzieki
zmianie pochlaniania $wiatta, pod wplywem laczenia sie dwoch czasteczek (np. enzym i inhibitor, enzym i sub-
strat) lub wiekszej ilodci czasteczek, mamy mozliwosé obserwowania oddziatlywan i ich interpretacji. Podobnie,
technika wykorzystujaca wspomniana fluorescencje i jej zmiany w wyniku tworzenia kompleksow (spektroskopia
emisyjna), utatwi wyjasnienie frapujacych nas problemoéw. Trzecia metoda (spektroskopia czasowo-rozdzielcza)
stuzy do pomiar6w czasu, w ktoérym badana czasteczka emituje (czas zycia fluorescencji). Takie pomiary sa
bardzo czutle i dostarczaja wielu cennych informacji na temat sity czy rodzaju oddziatywan, ktére postuza do
analizy przedstawionego problemu.

Wspomniana wczesniej analiza struktur bialek bedzie wykonana z pomoca dostepnego programu VMD i
narzedzia MultiSeq. Program ten stuzy do analizy i poréwnan sekwencji oraz struktur bialek.

3 Powody podjecia tematyki badawczej

Opisanie mechanizmu katalizy mTS i jej inhibicji moze pozytywnie wplynaé¢ na rozwdj terapii, leczenia choréb
oraz projektowania lekéw, co z punktu widzenia spoleczenistwa stanowi ogromng zalete. W dalszej perspektywie,
daje to mozliwos¢ bardziej efektywnej walki z rakiem i racjonalnej terapii przeciwnowotworowej. Jednoczes$nie,
co powinno zostac¢ podkreslone, dzieki konserwatywnosci enzymu, uzyskane wyniki znajda szerokie zastosowanie
jako model do interpretacji oddziatywan TS z réznych zrédetl z ligandami.



