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Fragment struktury krystalograficznej ukazujacy sposéb wiazania kapu przez Dcpl1/Dcp2. Na podstawie
pdb-entry 5KQ4. (Zrédto: FUW)

Terapia genowa daje nadzieje milionom pacjentow. Naukowcy z Uniwersytetu Warszawskiego badajq od
kilku lat mozliwoS¢ wykorzystania w niej mRNA ze zmodyfikowanym fragmentem inicjujqcym biosynteze
biatka. Opublikowane niedawno wyniki wskazujq, ze nowe zwiqzki - projektowane i otrzymywane na UW
— majq wiekszq trwatoS¢ i efektywnos¢c niz ich odpowiedniki naturalne, a ich chemiczne wytwarzanie
moze by¢ tanie. Dzieki zaprojektowanym zwiqzkom naukowcom udato sie podejrzec i lepiej zrozumiec
mechanizmy reprodukcji biatka w komdrce, co powinno pozwoli¢ na stworzenie lepszych terapeutykow.

Produkcja biatek w komérkach organizmu dotknigtego choroba moze by¢ zaburzona. Przejawia si¢ to
zmniejszeniem lub szkodliwym zwigkszeniem produkcji niektérych biatek albo produkcja czasteczek
wadliwych, czego skrajnym przypadkiem jest choroba nowotworowa. Jednym ze sposobow radzenia
sobie z takimi problemami jest terapia genowa. Polega ona na dostarczaniu do organizmu materiatu
genetycznego kodujacego biatka o wlasnosciach, ktére wspomagaja prawidlowe dziatanie komérki. W
poczatkach eksperymentow nad terapiami genowymi jako material genetyczny probowano stosowac
DNA. Niestety, ze wzgledu na jego bardzo zlozona strukture, istnieje duze ryzyko, ze dostarczone geny
rozwiaza czegsS¢ problemoéw, ale i spowoduja problemy nowe, czasem powazniejsze i zupelnie
nieoczekiwane. Z tego powodu lekarze wiaza duze nadzieje z mozliwoscia terapeutycznego zastosowania
mRNA - czasteczek mniejszych, prostszych, przez to tatwiejszych do przygotowania w laboratorium, a
przede wszystkim czasteczek, ktére w przeciwienistwie do DNA nie modyfikuja na trwate genetycznego
zapisu 0 organizmie.

Czasteczki mRNA to naturalne polimery, ktére tworzone sa w komérkach. Zawieraja one doktadne
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obrazy genéw (fragmentéw DNA), sa wigc nosnikiem kodu genetycznego i petnia w komorce role
wzorcOw przy produkcji nowych biatek. Czasteczka mRNA zyje w komorce od kilku minut do kilku
godzin, po czym jest degradowana przez enzymy. Krétki czas zycia mRNA — takze tego, ktére mogtoby
by¢ wytworzone w laboratorium w celach terapeutycznych — jest jednym z probleméw limitujacych jego
potencjalne praktyczne wykorzystanie. Lekarze i farmaceuci chcieliby, by mRNA uzyte w preparatach
leczniczych ,,zyto” dluzej niz jego naturalny odpowiednik i by wydajnos¢ medykamentu byta jak
najwigksza.

Znaczace osiagni¢cia w badaniach terapeutycznego mRNA ma zespdt utworzony pierwotnie w Zakladzie
Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej na Wydziale Fizyki UW. Inicjatorem podj¢cia tematyki badan
nad modyfikacjami mRNA jest prof. dr hab. Edward Darzynkiewicz (WF UW). Liderem zespotu
pracujacego nad terapeutycznie waznymi modyfikacjami mRNA jest dr hab. prof. UW Jacek Jemielity
(wywodzacy si¢ z WF UW, obecnie zatrudniony w Centrum Nowych Technologii UW). W zespole
pracuje kilkunastu badaczy — doktoréw 1 studentéw, a gfdwnym animatorem prac na WF UW jest dr
Joanna Kowalska. Uczeni wspétpracuja z naukowcami z USA i z Niemiec oraz z firmami
farmaceutycznymi. Konsorcjum UW 1 Uniwersytetu Stanowego w Luizjanie opatentowato w 2011 r. 1
skomercjalizowalo wynalazek grupy badaczy pozwalajacy zwigkszy¢ trwatos¢ 1 wydajnosé¢ mRNA.
Rozwiazanie znajduje si¢ obecnie w fazie badan klinicznych w jednym z koncernéw, ktéry wykupit
licencje. Istota wynalazku jest zbudowanie sztucznego fragmentu mRNA, ktéry zastepuje jego naturalng
strukturg znang jako kap 7-metyloguanozynowy.

Warszawskie badania sa kontynuowane i rozwijane. Zmierzaja do znalezienia nowych, jeszcze
uzyteczniejszych analogéw kapu, do opracowania technologii masowej produkcji terapeutycznego
mRNA oraz do zrozumienia przebiegu procesOw naturalnej syntezy biatek. ,, Kap 7-metyloguanozynowy
znajduje si¢ na jednym z koricow mRNA (tzw. koricu 5°)” wyjasnia prof. Darzynkiewicz,, W cytoplazmie
struktura kapu rozpoznawana jest przez czynnik eIF4E inicjujacy proces biosyntezy bialek, czyli
translacji. Ten etap decyduje o szybkosci catej ztozonej sekwencji zdarzen, ktére koricza sie
wyprodukowaniem biatka w komorce. Obecnos¢ kapu chroni tez mRNA przed przedwczesng degradacja
przez enzymy przecinajace czyli nukleazy. Niestety, komorki posiadaja naturalny mechanizm usuwania
kapu przez tzw. enzymy degradacji kapu (decapping enzyme, np. Dcpl/Dcp2). Kilka lat temu
odkryliSmy, ze zastosowanie modyfikowanych analogéw kapu moze uodporni¢ koniec 5> mRNA na
degradacje 1 pozwala zwigkszy¢ wydajnos¢ translacji”.

Najnowsze prace zespotu pokazuja, ze poszukiwania nowych analogéw naturalnych kapéw sa bardzo
obiecujace. ,,W pracy opublikowanej niedawno w czasopismie Nucleic Acids Research
zaprezentowaliSmy nowa klas¢ zmodyfikowanych kapoéw, ktére sa udoskonalong wersja tych
znajdujacych sig obecnie w badaniach klinicznych” informuje prof. Jemielity. ,,Modyfikacja polega na
zamianie atomu tlenu atomem siarki w kilku pozycjach w szczegdlnym miejscu czasteczki kapu zwanym
mostkiem trdj- lub czterofosforanowym. mRNA z tak zmodyfikowanym chemicznie kapem jest
rekordowo efektywnie wigzane przez czynnik eIF4E w etapie limitujacym szybkos¢ biosyntezy bialka.
Jednoczesnie ma ono wysoka odpornosé na odcinanie struktury kapu przez enzym Dcpl/Dcp2. Tak
modyfikowane mRNA w warunkach komoérkowych prowadzi do powstania znacznie wigkszej ilosci
terapeutycznego biatka, co wykazaliSmy w systemie modelowym uzywanym w badaniach nad
szczepionkami przeciwnowotworowymi. Caly czas dazymy do tego, by nasze zmodyfikowane mRNA
pozwolito na stosowanie mniejszych dawek terapeutyku u pacjenta. Zmniejszona dawka to zawsze
zmniejszenie ryzyka wystapienia ewentualnych skutkéw ubocznych.”

Dla pacjentéw bardzo wazna jest tez dostgpnos¢ leku. Tradycyjne enzymatyczne metody syntezy
zmodyfikowanych kapéw (i w efekcie terapeutycznego mRNA) sa czasochtonne i bardzo mato wydajne.
»,Gdy w 2010 r. musieliSmy przygotowac pierwsze 4 gramy kapu potrzebnego do rozpoczecia badan
klinicznych, to zajeto nam to p6t roku, a ta ilos¢ wystarczata na leczenie zaledwie 12-13 pacjentéw”
przypomina dr Kowalska. Tymczasem potencjalne zapotrzebowanie mozna szacowac jako kilogramy



specyfiku rocznie. Dlatego badacze poszukuja metod szybszej i tafiszej produkcji. ,,ZwréciliSmy uwage
na tzw. chemig klikni¢¢” opowiada mgr Sylwia Walczak, doktorantka w Kolegium Migdzywydzialowych
Indywidualnych Studiéw Doktoranckich (MiSDoMP UW). ,Jest to rozwijana dopiero od kilkunastu lat
metoda bardzo efektywnej syntezy zlozonych zwiazkéw chemicznych z odpowiednio przygotowanych
wczesniej potfabrykatéw, czyli chemicznych klockéw. Kazdy klocek posiada w swojej strukturze
przynajmniej jeden fragment, ktéry — gdy napotka swoj odpowiednik w innej czasteczce — taczy si¢ z
nim, dzialajac podobnie jak odziezowy zatrzask. Nazwa metody pochodzi wiasnie od skojarzenia z
charakterystycznym kliknigciem taczacych si¢ czgsci.” Badajac mozliwosci zastosowania tej metody przy
masowej produkcji zmodyfikowanych kapéw polscy naukowcy otrzymali 36 nowych wariantéw
analogéw. ,,Wsréd nich dwa nowe zwiazki maja wlasciwosci, ktorych oczekiwaliSmy: po wprowadzeniu
do mRNA ,,dziataja” réwnie dobrze co naturalny kap” dodaje mgr Anna Nowicka, ktéra przygotowuje
doktorat z tej tematyki na Wydziale Fizyki UW. , JesteSmy pewni, ze odkrycie to otwiera droge do
opracowywania nowych, chemicznych metod wtaczania kapu do mRNA, ktére beda konkurencyjne do
drogich i czasochtonnych metod enzymatycznych” uzupetnia mgr Nowicka. Praca zespotu o§miu autoréw
informujaca o tym odkryciu ukazata si¢ pod koniec lata w opiniotwérczym czasopi§Smie Chemical
Science.

Poszukiwania nowych, bardziej przydatnych analogéw naturalnych kapéw powoli wychodza z fazy
dziatania metoda préb i btedow. Uczeni starajq si¢ zrozumie¢ jak — krok po kroku i w szczegétach —
przebiegaja interesujace ich procesy, co je warunkuje, jaka jest ich dynamika. Rozumiejac na poziomie
czasteczkowym fizyke proceséw, mozna bedzie je kontrolowac poprzez §wiadome modyfikowanie
elementow ztozonego uktadu biologicznego takich jak mRNA. ,,Po raz pierwszy udato si¢ nam
zaprojektowac i otrzymac zwiazki, ktére nasladujac koniec 5> mRNA (kap), sa zdolne do hamowania
(inhibicj1) aktywnosci enzymu Dcpl/Dcep2 odcinajacego kap od mRNA, co decyduje o zniszczeniu
mRNA” chwali si¢ dr Marcin Ziemniak, ktéry wiosna obronit swoja pracg doktorska na Wydziale Fizyki
UW. ,Nasz zwiazek wykorzystaliSmy do uchwycenia kluczowego etapu dzialania tego enzymu jakim
jest ,,schwytanie” kapu. Upraszczajac trochg, mozna powiedzie¢, ze kompleks enzymatyczny potknat
nasza niestrawna przynete imitujaca kap w mRNA 1 zostat zamrozony tuz po potaczeniu. Dzigki temu
my, wraz ze wspotpracownikami z Uniwersytetu Kalifornijskiego w San Francisco — stosujac metody
rentgenostrukturalne, czyli wykonujac co§ w rodzaju odpowiednio sprytnego zdjecia - mogliSmy poznac
strukturg samego ztozonego kompleksu enzymatycznego odpowiedzialnego za odcigcie kapu, po raz
pierwszy w kompleksie z analogiem kapu. Nasze wyniki wskazuja, ze podczas chwytania przyngty, czyli
wiazania inhibitora, w kompleksie enzymatycznym zachodza bardzo duze (globalne) zmiany strukturalne.
Sktad chemiczny ztozonych czasteczek pozostaje oczywiscie niezmieniony, ale ich fragmenty istotnie
przekrecaja si¢ wzgledem siebie w stosunku do sytuacji, w ktorej pozostaja one nieaktywne.” Wyniki
zostaty opublikowane w dwoch prestizowych czasopismach naukowych: RNA (w styczniu) 1 Nature
Structural and Molecular Biology (w pazdzierniku). Dzigki nim naukowcy lepiej zrozumieja mechanizm
procesu degradacji kapu (dekapingu). ,,JesteSmy przekonani, ze pozwoli nam to zaprojektowac jeszcze
lepsze inhibitory procesu dekapingu mRNA” zapewnia prof. Jemielity. ,,Beda one uzyteczne nie tylko w
dalszych badaniach nad procesami degradacji mRNA, ale spodziewamy sig, ze znajda zastosowanie
terapeutyczne m. in. w terapii wspomagajacej szczepionki przeciwnowotworowe i w terapiach
przeciwwirusowych.”

Naukowcy podkreslaja, ze problemy, ktérymi si¢ zajmuja, wymagaja interdyscyplinarnego podejscia.
»10, co robimy na Wydziale Fizyki UW jest w pewnym sensie unikalne” przekonuje dr Kowalska.
»Mamy dostep do bardzo dobrze wyposazonych laboratoriow badawczych, jednak wiele innych zespotéw
na Swiecie rowniez posiada podobna aparature. Nasza przewaga jest jednak kapitat ludzki, ktéry
umozliwia potaczenie ekspertyz z dziedziny (bio)fizyki, chemii, oraz biologii molekularnej i
komoérkowej. Prowadzenie badan na styku trzech réznych dziedzin i mozliwos$¢ spojrzenia na ten sam
problem badawczy z réznych perspektyw jest niezwykle stymulujace intelektualnie i skutkuje zupelnie
nowymi pomystami i rozwigzaniami, do ktérych duzo trudniej bytoby dojs¢ patrzac na problem tylko z
jednej strony. Uwazam, ze w tej dziedzinie jest to unikalne podejscie, nie tylko w skali naszego kraju, ale



roéwniez §wiata” podsumowuje badaczka.

Fizyka i astronomia na Uniwersytecie Warszawskim pojawity si¢ w 1816 roku w ramach 6wczesnego Wydziatu Filozofii. W roku 1825 powstato
Obserwatorium Astronomiczne. Obecnie w sktad Wydziatu Fizyki UW wchodza Instytuty: Fizyki Doswiadczalnej, Fizyki Teoretycznej, Geofizyki, Katedra
Metod Matematycznych oraz Obserwatorium Astronomiczne. Badania pokrywaja niemal wszystkie dziedziny wspéiczesnej fizyki, w skalach od kwantowe;j
do kosmologicznej. Kadra naukowo-dydaktyczna Wydziatu sktada sig¢ z ok. 200 nauczycieli akademickich, wsréd ktérych jest 88 pracownikéw z tytutem
profesora. Na Wydziale Fizyki UW studiuje ok. 1000 studentéw i ponad 170 doktorantéw.
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