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Modelowanie reakcji fosforylacji katalizowanej ludzkg kinazg tymidynowsg 1. Konieczny
element racjonalnego projektowania radiouczulajagcych analogdéw tymidyny.

Radioterapia, cho¢ czgsto nieodzowna, wykorzystywana w terapii nowotworow od dziesiecioleci, jest
przyczyna wielu efektow ubocznych, bedacych wynikiem dziatania promieniowania jonizujacego na
otaczajace napromieniany region zdrowe tkanki. Sytuacja przedstawia si¢ jeszcze gorzej w przypadku
wystepowania charakterystycznej dla nowotworow litych hipoksji. Niedotlenienie komorki powoduje, ze jest
ona nawet trzykrotnie bardziej oporna na dziatanie promieniowania, a w konsekwencji wymaga wigkszych
dawek do osiagnigcia efektu terapeutycznego. Jedng z metod wykorzystywanych do modyfikowania tego
zjawiska jest uzycie radiosensybilizatorow w ramach kombinowanej chemioradioterapii, miedzy innymi
5-podstawionych pochodnych uracylu (5-XU), ktore maja zdolno$¢ zarowno do selektywnego uwrazliwiania
komorek nowotworowych na promieniowanie jonizujace, jak i dziatania w warunkach hipoksji.

Nalezace do tej grupy S5-jodo i 5-bromo-2’-deoksyurydyna (5-1U, 5-BrU) byly badane juz od dawna
w kontekscie radiosensybilizacji, rowniez w ramach testow klinicznych. 5-XU dziatajg po wbudowaniu
w ni¢ DNA i przylaczeniu powstalego w trakcie radiolizy wody solwatowanego elektronu. Prowadzi to do
dysocjacji pochodnej, a powstajacy reaktywny rodnik zlokalizowany na zasadzie azotowej, jest zdolny do
indukowania uszkodzen w znakowanym DNA. Znajomo$¢ tego mechanizmu pozwolita nam zaproponowac
przy uzyciu metod komputerowych, szereg nowych, obiecujacych radiosensybilizatorow ulegajacych
efektywnie dysocjacyjnemu przytaczeniu elektronu (DEA, ang. Dissociative Electron Attachment).

Korzystna charakterystyka DEA jest jednak jedynie warunkiem koniecznym, umozliwiajgcym dziatanie
sensybilizatorow typu 5-XU. Jak wspomniano powyzej, aby dziata¢ 5-XU musi wbudowac¢ si¢ do nici DNA.
Innymi stowy, moze zdarzy¢ si¢ tak, ze cho¢ nowo proponowany zwigzek ma pozadany profil DEA, nie
ulegnie wiaczeniu do DNA nowotworu, pozostajac bezuzytecznym z punktu widzenia radiosensybilizacji.
Pierwszym etapem na drodze do efektywnego radiouczulania in vivo jest fosforylacja 5-XU. Fosforany
dodawane sg najpierw przez ludzka kinaze tymidynowa 1 (hTK1), a nastepnie kinazg¢ tymidylanowg i kinaze
difosforanowa nukleozydow. Dopiero w postaci trifosforanu pochodna 5-XU moze zosta¢ wbudowana w DNA
przez odpowiednie polimerazy. Efektywny radiosensybilizator musi by¢ wigc dobrym substratem dla kinaz
i polimeraz. Ze wzgledu na wyjatkowa specyficzno$¢ substratowa hTK 1 z duza doza pewnosci mozna zatozy¢,
ze jesli 5-XU bedzie przez nig fosforylowany, to bedzie tez dobrym substratem dla pozostatych enzymoéow —
pierwszy etap jest powszechnie uwazany za waskie gardto catego procesu i dlatego to on bedzie tematem
niniejszego projektu.

Naszym celem jest konstrukcja wiarygodnego petmoatomowego modelu hTKI1, ktory zostanie uzyty
do sprawdzenia czy proponowane 5-XU sa jego dobrymi substratami, wyznaczenia barier kinetycznych
i bodZcow termodynamicznych zwigzanych z fosforylacjg oraz ostatecznie zdecydowania czy synteza nowych
zwigzkow i ich badania eksperymentalne sa warte wysitku. Projekt bedzie sktadat si¢ z trzech glownych czesci,
ktore zostang wykonane przy uzyciu metod obliczeniowych. Pierwsza czgs¢ to budowa wstgpnego modelu
z dostgpnych danych eksperymentalnych oraz poddanie go symulacji dynamiki molekularnej dla osiggnigcia
odpowiedniej konformacji. Nastepnie ustalony zostanie mechanizm dziatania enzymu z wykorzystaniem
hybrydowych metod taczacych mechanike kwantowa i mechanike molekularng, by w ostatniej czesci projektu
sprawdzi¢ czy wybrane 5-XU, obiecujgce pod wzgledem ich profilu DEA, mogg by¢ fosforylowane przez
hTK1.

To podejécie pozwoli nam nie tylko na lepsze zrozumienie waznej biologicznie reakcji, ktorej szczegoty
mechanistyczne sg dotad nieznane, ale takze na zbadanie szeregu potencjalnych radiosensybilizatorow pod
wzgledem ich zdolnosci do fosforylacji przez hTK1. Dodatkowo umozliwi to ograniczenie czasochtonnych
i kosztowych syntez i badan komoérkowych tylko do tych pochodnych nukleozyddw, ktore okaza si¢ dobrymi
substratami hTK1.



