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WYKAZ NAJWAZNIEJSZYCH SKROTOW

BSA — z ang. bovine serum albumin — albumina surowicy wotowej
DCP1 - z ang. decapping enzyme 1 — biatko sktadowe kompleksu dekapujacego

DCP2 - z ang. decapping enzyme 2 — hydrolaza, gtowny enzym wchodzacy w sktad
kompleksu dekapujgcego

DCPS - z ang. decapping scavenger — enzym degradujacy struktur¢ konca 5> mRNA
DNA — z ang. deoxyribonucleic acid — kwas deoksyrybonukleinowy

dsRNA — z ang. double stranded RNA — czasteczki dwuniciowego RNA

DTT -z ang. dithiothreitol — ditiotreitol

FLINT — z ang. fluorescence intensity — metody oparte na pomiarze intensywnosci
fluorescencji

HEPES - kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowy
HIT — z ang. histidine triad protein — rodzina biatek triady histydynowej

HTS — z ang. high throughput screening — wysokoprzepustowe eksperymenty
przesiewowe

I1Cs0 — z ang. half maximal inhibitory concentration - parametr okre$lajacy stezenie
inhibitora, ktére hamuje aktywno$¢ enzymu o potowe

IVT — z ang. in vitro transcription — reakcja in vitro transkrypcji RNA

LOPAC -z ang. library of pharmacologically active compounds — komercyjna
biblioteka zwigzkow czynnych farmakologicznie

m’Guo / m’G — z ang. N’-methylguanosine - N’-metyloguanozyna
MOPS - kwas 3-(N-morfolino) propanosulfonowy
MRNA — z ang. messenger ribonucleic acid — informacyjny kwas rybonukleinowy

NCLDV -z ang. nucleocytoplasmic large DNA viruses — rodzina
nukleocytoplazmatycznych duzych wiruséw DNA

NGD -z ang. no-go mRNA decay — rodzaj procesu kontroli jakosci RNA

NMD - z ang. nonsense-mediated mRNA decay — rodzaj procesu kontroli jakosci RNA
NSD - z ang. non-stop mRNA decay — rodzaj procesu kontroli jakosci RNA

NTP —z ang. nucleoside triphosphate - 5’ trifosforan dowolnego nukleozydu
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NUDIX — z ang. nucleoside diphosphate linked to other moiety, X — rodzina enzymow
hydrolizujacych substraty zawierajace difosforany nukleozydow

OAS -z ang. 2'-5'-oligoadenylate synthetase — syntetaza 2'-5' oligoadenylowa

PAGE - z ang. polyacrylamide gel electrophoresis - elektroforeza w zelu
poliakrylamidowym

PKR -z ang. protein kinase RNA-activated — zalezna od dsSRNA kinaza biatkowa R

PNRC2 - z ang. proline-rich nuclear receptor coactivator 2 — biatko sktadowe
kompleksu dekapujacego petnigce rolg aktywatora

RNA — z ang. ribonucleic acid — kwas rybonukleinowy
RNAP — z ang. RNA polymerase — polimeraza RNA
RNaza L/H — z ang. ribonuclease L/H — rybonukleaza L/H

RP HPLC -z ang. reversed-phase high-performance liquid chromatography -
wysokosprawna chromatografia cieczowa w uktadzie faz odwroconych

SD -z ang. standard deviation — odchylenie standardowe

SEM -z ang. standard error of the mean — btad standardowy $rednie;j

Tris — tris(hydroksymetylo)aminometan

UTR -z ang. untranslated region - cze$¢ sekwencji mRNA nie ulegajaca translacji

UV-Vis — z ang. ultraviolet-visible spectroscopy - spektroskopia w zakresie nadfioletu
| $wiatta widzialnego

VACYV -z tac. Vaccinia virus — wirus ospy krowiej

VCE -z ang. Vaccinia capping enzyme — enzym z wirusa krowianki wprowadzajacy
strukture kapu

Inne skréty zostaly wyjasnione w tekscie.
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1. WPROWADZENIE

Centralny dogmat biologii molekularnej zaproponowany w 1957 roku przez
Francisa Cricka, wybitnego biologa molekularnego 1 wspotodkrywce struktury
przestrzennej kwasoéw nukleinowych, moéowi, ze przeplyw informacji genetycznej
nastepuje od DNA przez RNA do biatka (Rys. 1). DNA zawiera calo$¢ materiatu
genetycznego danego organizmu, ale to wiasnie czasteczka RNA (a wiasciwie mRNA)
| przepisanie na nig tej wyjatkowej instrukcji pozwala na ekspresj¢ gendw i powstawanie
funkcjonalnych biatek. Na koncu 5° kazdej czasteczki mRNA znajduje si¢
charakterystyczna struktura trifosforanu 7-metyloguanozyny, zwana tez czapeczkg lub
kapem (od angielskiej nazwy cap oznaczajacej czapke, czapeczke), ktora peini
W organizmie szereg bardzo istotnych funkcji. Do najwazniejszych nalezy ochrona
informacyjnego RNA przed przedwczesng degradacja przez nukleazy. mRNA jest jednak
Z istoty czasteczka nietrwalg 1 po spetnieniu swojego zadania ulega degradacji. Proces ten
moze si¢ odbywac na dwoch $ciezkach — albo w kierunku od konca 5° do konca 3, albo
w kierunku odwrotnym. Pierwszy z nich inicjowany jest przez proces zwany
dekapingiem, ktory polega na usunigciu struktury kapu i dalszej degradacji transkryptu
przez odpowiednie egzonukleazy. Za hydrolize fragmentu zawierajacego
7-metyloguanozyng odpowiada grupa enzymoéw z rodziny Nudix i to wlasnie jej
przedstawiciele i procesy, w ktorych biorg udzial, sa ponickad tematem niniejszej
rozprawy.

transkrypcja translacja

“

DNA RNA BIALKO

Rys. 1. Centralny dogmat biologii molekularnej sformulowany przez Francisa Cricka w 1957 roku.
Teoria ta wyjasnia, w jaki sposob informacja genetyczna zakodowana w DNA jest przekazywana
i wykorzystywana w komorkach — najpierw nastepuje przepisanie cennej informacji genetycznej z DNA
na roboczg czgsteczke RNA w procesie transkrypcji, a nastepnie W procesie translacji dochodzi do
przetlumaczenia tej informacji na sekwencje aminokwasowg polipeptydu i produkcji funkcjonalnego
biatka.

Gléwnym celem mojego projektu doktorskiego (Rys. 2) bylo opracowanie
metody, ktora umozliwi monitorowanie aktywnosci enzymoéw zaangazowanych
w degradacj¢ konca 5 mRNA i zaadaptowanie jej do formatu wysokoprzepustowego
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(z ang. high throughput screening, HTS). Umozliwito to szybkie i efektywne
przeszukiwanie bibliotek zwigzkéw w celu identyfikacji potencjalnych inhibitorow
badanych enzymow o znaczeniu terapeutycznym. W ramach niniejszej rozprawy zostaty
opisane wyniki badan nad dwoma enzymami dekapujacymi — wirusowym enzymem D9
z wirusa ospy krowiej oraz ludzkim kompleksem dekapujacym PNRC2-DCP1-DCP2.
W pierwszej czesci opisany zostal proces opracowania odpowiedniej metody
do $ledzenia aktywnosci enzymow w czasie rzeczywistym, wyboru odpowiedniej sondy
fluorescencyjnej i warunkéw pomiaru, a nastgpnie proba zaadaptowania metody
do wysokoprzepustowych badan przesiewowych 1 jej walidacja przez wyznaczenie
parametrow kinetycznych reakcji hydrolizy sondy oraz parametru Z’, bedacego miarg
jakos$ci danego testu. W dalszej czgsci przedstawiono wyniki badan dwoéch bibliotek
zwigzkow — stworzonej w naszej grupie badawczej biblioteki zwigzkdéw nukleotydowych
modyfikowanych w réznych pozycjach zasady azotowej oraz w obrgbie mostka
fosforanowego oraz komercyjnej biblioteki zwigzkow farmakologicznie czynnych
LOPAC. Otrzymane wyniki dostarczyly wielu cennych informacji na temat preferencji
strukturalnych obu enzyméw wzgledem potencjalnych inhibitoréw oraz pozwolity
na wyselekcjonowanie kilku zwigzkéw wykazujacych silne wihasciwosci hamujgce
aktywno$¢ badanych obiektow (wartosci parametru 1Cso, charakteryzujacego site danego
inhibitora, w zakresie kilku uM — im nizsza warto$¢, tym silniejszy inhibitor). Wyniki
te zostaly nastgpnie potwierdzone niezalezng metoda przez monitorowanie reakcji
dekapingu na krotkim substracie RNA in vitro. Sprawdzono réwniez selektywnosc¢
zidentyfikowanych zwigzkow wzgledem innych enzyméw dekapujacych. Na koncu
zostaly opisane badania strukturalne, ktére pozwolily na scharakteryzowanie
oddziatywania enzymu z jednym ze zidentyfikowanych inhibitorow na poziomie
atomowym.

Kinetyczny test oparty na fluorescencji do badania .
L . : Badania wysokoprzepustowe
aktywnosci enzymow dekapujacych
W N

Fluoresces neyjna sonda oparta na strukturze m’ GTP

Identyfikacja inhibitorow

‘ ‘ Weryfikacja wynikow Badania strukturalne
@ - ; k) ‘EEEL'T g I ] - inhibitor
LLO -—— m'G-RNA,s

= amm s DRNA,;

5 & brak inhibicji 0 5 15 30
< 3 g + inhibitor
(¥}
inhibitor g inhibicja T e~
% PRNA;s
£ 0 5 15 30°

Rys. 2. Schematyczny plan realizacji projektu doktorskiego.
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2. PRZEGLAD LITERATUROWY

W czgéci teoretycznej niniejszej rozprawy przedstawi¢ ogdlny zarys tematyki
badawczej, ktorej dotyczy praca, aby utatwié czytelnikowi orientacj¢ w czesci opisujacej
wyniki i pézniejszg dyskusje dotyczaca badan wiasnych. Zostang zatem opisane do$¢
doktadnie kwasy nukleinowe, ze szczegdlnych uwzglednieniem informacyjnego RNA
(mMRNA) i jego degradacji w komorce oraz wynikajacych z tego implikacji w przypadku,
gdy proces ten jest zaburzony. W $wietle ostatnich wydarzen nie sposob nie wspomnieé
tez, chocby krotko, o dotychczasowym i przyszto$ciowym zastosowaniu mRNA
W prewencji i terapii rdéznych chorob. Tematem rozprawy jest poszukiwanie
matoczasteczkowych inhibitoréw biatek, wiec na koncu zostanie opisane, w jaki sposob
mozna bada¢ oddzialywania typu bialtko-ligand i jakie metody biofizyczne sa w tym celu
stosowane. Przedstawi¢ réwniez aktualny stan wiedzy na temat dotychczas
zidentyfikowanych  inhibitorow enzymoéw  bioragcych udziat w  degradacji
konca 5> mRNA.

2.1 KWASY NUKLEINOWE: RODZAJE, BUDOWA | FUNKCIJE

DNA i RNA — pod tymi dwoma tak niepozornymi skrotami kryje si¢ ogrom
informacji, ktore definiujg kazda istote zywa. Kwasy nukleinowe, bo o nich mowa,
to makroczasteczki, biopolimery, ktore biora udziat w przenoszeniu informacji

genetycznej i biosyntezie biatek organizmu (Rys. 3).

DNA, czyli kwas deoksyrybonukleinowy (z ang. deoxyribonucleic acid) peini
funkcje no$nika, na ktorym znajduje si¢ unikalna dla kazdego organizmu sekwencja
nukleotydoéw, ktéra determinuje jego budowe i1 funkcjonowanie. Kazdy nukleotyd
zbudowany jest z reszty kwasu fosforowego, cukru — deoksyrybozy oraz potgczonej
z nim wigzaniem N-glikozydowym jednej z czterech zasad azotowych: adeniny (A),
cytozyny (C), guaniny (G) lub tyminy (T). Nukleotydy tacza si¢ ze sobg poprzez wigzanie
3’,5’-fosfodiestrowe, tworzac ni¢. A dwie komplementarne nici nukleotydowe,
stabilizowane wigzaniami wodorowymi i utozone w podwojna helise, tworza czasteczke
DNA. Za wigzania wodorowe wystepujace pomiedzy dwiema ni¢mi helisy odpowiadaja
zasady azotowe, ktore paruja ze sobg zgodnie z reguta komplementarnosci. Polega ona
na odpowiednim chemicznym 1 przestrzennym dopasowaniu si¢ zasad. Oznacza to,

ze cytozyna oddziatuje wylacznie z guaning, a adenina z tyming.
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DNA RNA

guanozyna (G) guanozyna (G)
cytydyna (C) cytydyna (C)
L L
adenozyna (A) adenozyna (A)
L e
tymidyna (T) urydyna (U)

]
kwas kwas
deoksyrybonukleinowy rybonukleinowy
dwuniciowy jednoniciowy
Funkcja nosnik informacji bierze udziat w kazdym
genetycznej ctapie biosyntezy bialek

Jednostki budulcowe  nukleozydy: G, C,A, T nukleozydy: G, C, A, U
Cukier deoksyryboza ryboza

Rys. 3. Schematyczne przedstawienie kwaséw nukleinowych. W tabeli znajduja si¢ podstawowe
informacje dotyczace budowy dwoch rodzajow kwasow nukleinowych, ktore znajduja si¢ w komorce.

Kwas rybonukleinowy (RNA, z ang. ribonucleic acid), w przeciwienstwie do DNA,
jest z kolei jednoniciowy, cho¢ sama jego budowa jest analogiczna, z dwiema tylko
réznicami — W czgsteczce RNA znajdziemy cukier ryboz¢ w miejscu deoksyrybozy oraz
inng zasade¢ azotowag — uracyl (U) w miejscu tymidyny, ktora w RNA nie wystepuje.
W zwigzku tym, zmienia si¢ rOwniez nieco parowanie zasad i do znanej juz pary
guanina-cytozyna dotacza réwniez adenina-uracyl. RNA pelni w komoérce mnogosé

réznych funkcji 1 w zalezno$ci od pelnionych zadan wyrdézniamy rézne rodzaje RNA:

e rybosomalny RNA, rRNA (z ang. ribosomal ribonucleic acid) — rodzaj
niekodujacego RNA, posiadajacego funkcje katalityczng i odpowiadajacego
za biosyntezg biatek. W kompleksie z biatkami pomocniczymi tworzy rybosom,
zbudowany z matej i duzej podjednostki, ktory pehi role ,,biofabryki”, w ktorej
produkowane sg biatka.

e transportujacy RNA, tRNA (z ang. transfer ribonucleic acid) — niewielkie
czasteczki RNA o dlugosci ok. kilkudziesigciu nukleotydow, ktorych zadaniem
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jest przenoszenie wolnych aminokwasow z cytoplazmy do rybosomoéw, gdzie
nastepuje synteza polipeptydow w procesie translacji.

informacyjny RNA, mRNA (z ang. messenger ribonucleic acid) — czasteczka
RNA zawierajaca informacj¢ o sekwencji nukleotydow magazynowang w DNA.
Ten typ RNA zostanie szerzej omoéwiony w nastgpnym podrozdziale.

maly jadrowy RNA, snRNA (z ang. small nuclear ribonucleic acid) — mate
czasteczki RNA odpowiadajace za wycinanie niekodujacych sekwencji
(tzw. intronow) w procesie sktadania RNA (z ang. splicing).

maly jaderkowy RNA, snoRNA (z ang. small nucleolar ribonucleic acid) —
krotkie, niekodujace czasteczki RNA zlokalizowane glownie w jaderku.
Ich zadaniem jest chemiczna modyfikacja nukleotydow w czasteczkach rRNA.
heterogenny jadrowy RNA, hnRNA (z ang. heterogenous nuclear ribonucleic
acid) — heterogenne i niestabilne czasteczki RNA powstajace w jadrze
komorkowym, bedace prekursorami mRNA, rRNA i tRNA. Przeksztatcenie
to nastepuje w procesie sktadania RNA w cytoplazmie.

maly interferujacy RNA, siRNA (z ang. small interefering ribonucleic acid) —
krotki, dwuniciowy RNA odpowiadajace za wyciszanie ekspresji genow.
Czasteczka SIRNA wraz z odpowiednimi biatkami tworzy kompleks RISC
(z ang. RNA-induced silencing complex) i wiaze si¢ z komplementarng czasteczka
MRNA, rozcina jg, co prowadzi do jej degradacji i w konsekwencji zahamowania
ekspresji docelowego bialtka.

mikroRNA, miRNA (z ang. micro ribonucleic acid) — niewielkie czasteczki
jednoniciowego RNA o dlugosci okoto 20 nukleotydéw regulujace ekspresje
genow. Zasada ich dziatania jest zblizona do siRNA, natomiast nie jest wymagana
calkowita komplementarnos¢ wzgledem docelowego mRNA, co skutkuje
zablokowaniem translacji takiego transkryptu.

maty cytoplazmatyczny RNA, scRNA (z ang. small cytoplasmic ribonucleic acid)
— niewielka czasteczka odpowiedzialna za rozpoznawanie sygnalow
komorkowych.

kolisty RNA, circRNA (z ang. circular ribonucleic acid) — odkryty stosunkowo
niedawno (lata 70. XX wieku) jednoniciowy RNA, ktorego konce 5’ oraz 3’
sa potaczone  wigzaniem kowalencyjnym, tworzac zamknicta petle.
Za powstawanie czasteczek circRNA odpowiada mechanizm tzw. splicingu
wstecznego (z ang. back-splicing). Przyjmuje si¢, ze ten typ RNA pelni funkcje
regulacyjne — wigze si¢ zarowno z biatkami, jak i kwasami nukleinowymi i w ten

sposob moduluje procesy, w ktdre zaangazowane sg inne rodzaje RNA.
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Procentowy udziat poszczegolnych typow RNA jest bardzo roézny i zalezy od wielu
czynnikow, jak chociazby rodzaju komorki czy jej stanu fizjologicznego. Uogdlniajgc
jednak, mozna przyjaé, ze zdecydowang wickszo$¢ RNA w komorce ssaczej stanowig
czasteczki rRNA (80-90%) i tRNA (10-15%). Udzial mRNA, mimo swojej kluczowe;j
roli, jest szacowany, w zaleznoS$ci od zrodet, tylko na ok. 3-7% wszystkich transkryptow
obecnych w komorce. Zawarto$§¢ pozostalych rodzajow RNA mozemy uznaé wigc

za marginalng pod wzgledem ich ilo$ci w komorce [1].
2.1.1 ODDZIALYWANIA MIEDZY ZASADAMI KWASOW NUKLEINOWYCH

W  poprzednim rozdziale wspomniano, ze w czagsteczce DNA dwie
komplementarne nici nukleotydowe stabilizowane sg ze soba wigzaniami wodorowymi.
Oddzialywania te, mimo ze nalezg do stosunkowo stabych (energie wigzania rzg¢du
1-5 kcal/mol, dla poréwnania energia typowego wigzania kowalencyjnego mig¢dzy
dwoma atomami wegla wynosi ~85 kcal/mol, a wigzania wegiel - tlen az 175 kcal/mol?),
sa jednak niezwykle istotne w przypadku wigkszosci uktadow biologicznych — z ich
udziatem zachodzg wszelkie reakcje enzymatyczne i biochemiczne w naturze, sa one
rowniez odpowiedzialne np. za stabilizowanie struktur drugorzedowych biatek czy
podwojnej helisy DNA. Czesto mowi sie, ze wigzania wodorowe sg fundamentalng sitg
stabilizujacag architekture biomolekut. Ich istota jest oddziatywanie elektrostatyczne —
powstajg, kiedy atom wodoru zwigzany kowalencyjnie z innym silnie elektroujemnym
atomem (np. tlenem, azotem czy siarka) znajdzie si¢ w niewielkiej odlegtosci od innego
atomu (najczgscie] z innej czasteczki), ktory posiada wolng pare elektronowa.
Oddzialywanie to mozemy zapisa¢ schematycznie D—H---A, gdzie D to donor — atom,
z ktorym pierwotnie potaczony byt atom wodoru i ktory dostarcza go do nowego
wigzania z akceptorem (A). Ze wzgledu na silng elektroujemno$¢ donora, atom wodoru
zyskuje cze$ciowy tadunek dodatni (8%) i moze oddziatywaé z atomem, ktdry posiada
cze$ciowy ladunek ujemny (8). Charakterystyczny rozktad tadunku w tym
oddziatywaniu sprawia, ze posiada on elektryczny moment dipolowy, ktory skierowany
jest od atomu akceptora do donora. Wigzania wodorowe odpowiadajg za parowanie
komplementarnych zasad azotowych, tworzac pary Watsona-Cricka i tym samym razem
z oddziatywaniami elektrostatycznymi i hydrofobowymi stabilizujg specyficzng strukture
dwuniciowej helisy DNA, tak jak to pokazano na Rys. 4. Podobnie sytuacja wyglada
w przypadku RNA — kwas rybonukleinowy to czasteczka dynamiczna 1 moze
przyjmowac roéznorakie struktury przestrzenne wyzszego rz¢du (drugo- i trzeciorzedowe)
w zaleznosci od warunkéw Srodowiska 1 oddziatywan z innymi czgsteczkami

biologicznymi. Stad tez mozna wysnu¢ prosty wniosek, ze istnieje korelacja miedzy

! Biochemistry, 6th ed.; Berg J. M., Tymoczko J. L., Stryer L., W.H. Freeman, New York,
2006
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strukturg RNA i jego funkcja, a utrzymanie prawidtowej struktury jest wigc kluczowe do
jego prawidlowego dziatania i katalizowania roznych reakcji. Na Rys. 5 przedstawiono
przyktadowg strukture mRNA kodujgcego ludzkg hydrolaz¢ Dcp2, ktora zostata
przewidziana przy uzyciu narzgdzia RNA Fold w oprogramowaniu stworzonym przez
grupe badaczy z Uniwersytetu Wiedenskiego pod nazwg ViennaRNA. Oprogramowanie
to dziata w oparciu 0 algorytmy liczace minimalng energi¢ swobodng
| prawdopodobienstwo parowania zasad. Po prawej stronie znajduje si¢ hipotetyczna
struktura przestrzenna sekwencji mMRNA o dlugosci ok. 2000 nukleotydow. W czerwonej
ramce natomiast zostat powickszony niewielki fragment calej czasteczki, ktory §wietnie
obrazuje, jak rdézne motywy strukturalne moze przyja¢ pojedyncza ni¢ RNA —
na strukture drugorzedowa RNA sktadajg si¢ fragmenty dwuniciowe, roézne petle,
wybrzuszenia czy charakterystyczne motywy typu spinka do wtoséw (z ang. hairpin) oraz
mozliwe kombinacje tych réznych wzoréw. Za stabilizacj¢ tych motywow odpowiadaja
wlasnie wigzania wodorowe, ktore wystepuja nie tylko miedzy dwiema zasadami
azotowymi, ale rowniez miedzy zasada a cukrowo-fosforanowym szkieletem czasteczki.
Ponadto, w czasteczce RNA oprocz kanonicznych par Watsona-Cricka mozemy réwniez
znalez¢ duzo mniej stabilne pary pomiedzy guaning a uracylem (z ang. wobble base pair),

ktore rowniez oddziatuja ze sobg za posrednictwem wigzan wodorowych [2,3].

Zupehie innym typem oddziatywan migdzy dwiema zasadami azotowymi, ktore
rowniez biorg udziat w stabilizowaniu zaréwno podwdjnej helisy DNA, jak 1 struktur
drugo- i trzeciorzgdowych RNA sg oddziatywania warstwowe (inaczej: oddziatywania
n-wt lub stackingowe, od ang. z-x stacking interaction). Wystepuja one pomiedzy ptaskimi
fragmentami czasteczek, np. pierScieniami (tak jak to pokazano na Rys. 4B). Z fizycznego
punktu widzenia s3 to niekowalencyjne oddzialywania, ktdre powstaja najczgsciej
pomigdzy uktadami wigzan m (powstatymi w wyniku bocznego naktadania si¢ orbitali
atomowych, np. w rd6znego rodzaju ukladach aromatycznych). Oddzialywania
warstwowe sg wypadkowa trzech innych typow oddzialywan: elektrostatycznych,
hydrofobowych oraz dyspersyjnych oddzialywan Londona, jednak wklad
poszczegdlnych skladowych moze si¢ zmienia¢ w zalezno$ci od $rodowiska
oddziatywania, rozpuszczalnika, w ktorym dzieje si¢ dany proces czy zmian
strukturalnych czy konformacyjnych pomiedzy sktadnikami oddziatywania [4]. Wktad
oddzialywan warstwowych w stabilizacje struktur wyzszego rzedu DNA i RNA zalezy
od sekwencji zasad nukleinowych — najwigksza efektywnos$cia charakteryzuja sie
oddziatywania miedzy purynami, a najmniejszg — miedzy pirymidynami. Zostato
to potwierdzone obliczeniami komputerowymi, w ktorych oddzialywanie pomiedzy

dwoma pierscieniami zasad guaninowych charakteryzuje si¢ najwigksza stabilnoscia
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(energia okoto -47,3 kJ/mol) w przeciwienstwie do oddzialywania dwoch uracyli
(energia 27,28 kJ/mol)2.
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oddzialywania
warstwowe |
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——--H-N

wigzania
wodorowe

Rys. 4. Oddzialywania wystepujace miedzy zasadami kwaséw nukleinowych. A) Pary zasad
Watsona-Cricka na przyktadzie kanonicznych zasad azotowych budujacych DNA. Czerwona linig
przerywang zaznaczono wiazania wodorowe. B) Oddzialywania mi¢dzy zasadami azotowymi stabilizuja
podwojna helise DNA — w pomaranczowym polu przedstawiono dwie zasady polaczone wigzaniem
wodorowym, w zielonym — dwie zasady oddziatujace ze sobg warstwowo.

?Biofizyka molekularna: zjawiska, instrumenty, modelowanie, wyd. 1; G. Slosarek,
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa, 2011
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Rys. 5. Struktura przestrzenna czasteczki RNA na przykladzie mRNA kodujacego ludzki enzym
dekapujacy Dep2. Sekwencja kodujaca o dlugosci ok. 2000 nukleotydow pobrana z bazy Europejskiego
Archiwum Nukleotydéw (ENA, sekwencja nukleotydowa: AY 146650, dostep: 10.11.2023) odpowiadajgca
ludzkiej hydrolazie Dcp2 o symbolu Q8IU60 w bazie Uniprot. Struktura drugorzedowa RNA zostata
wyznaczona przy uzyciu darmowego narzedzia RNAFold, ktore dokonuje predykcji struktury przestrzenne;j
w oparciu 0 obliczong minimalng energi¢ swobodna (z ang. MFE — minimal free energy) oraz
prawdopodobienstwo parowania zasad [5-7].

Ponadto, okazuje si¢, ze oddzialtywania warstwowe maja rowniez wplyw
na potencjal tworzenia wigzan wodorowych pomigdzy dwiema uloZzonymi warstwowo
zasadami DNA lub RNA. Naukowcy sprawdzili oddziatywania miedzy zasadami
w dupleksach DNA-DNA oraz hybrydach DNA-RNA i doszli do wniosku,
ze odpowiednio utozone wzglgdem siebie pierscienie aromatyczne zasad azotowych
potaczone oddziatywaniami stackingowymi potrafig zwigksza¢ zdolnos¢ do tworzenia
wigzan wodorowych, wzmacnia¢ sit¢ tych wigzan poprzez wzrost transferu tadunku
pomiedzy dwoma partnerami wigzania, a takze zwigksza¢ liczbe miejsc wigzania

czasteczek wody, a co si¢ z tym wiagze — tworzy¢ zupetnie nowe pary wodorowe [8].
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Wigzania wodorowe i oddzialywania warstwowe to dwa typy interakcji
nickowalencyjnych, ktore majg najwickszy wplyw na stabilizowanie struktury
i dynamike kwasow nukleinowych [9], dlatego zostaly one opisane w tym podrozdziale
troche szerzej. Do pozostatych zaliczamy jeszcze oddziatywania van der Waalsa,
elektrostatyczne i hydrofobowe. Wszystkie stanowia komplet narzedzi, ktory pozwala
opisa¢ i scharakteryzowa¢ oddzialywania wystepujace W rdéznych uktadach
biologicznych, m.in. pomiedzy kwasami nukleinowymi i biatkami a ligandami.
Ma to istotne znaczenie chociazby w przemysle farmaceutycznym i projektowaniu
nowych lekow opartych np. na wigzaniu si¢ matoczgsteczkowego inhibitora z biatkowym
celem terapeutycznym.

2.2 MRNA — INFORMACYJINY KWAS RYBONUKLEINOWY

MRNA (z ang. messenger RNA) to jednoniciowy informacyjny kwas
rybonukleinowy, ktory bierze udziat w procesie translacji, czyli biosyntezy bialek.
Stanowi on niejako matryce, na ktorej zapisana jest kolejnos¢ nukleotydow,
a w konsekwencji aminokwasow w tancuchu bialkowym. Moze mie¢ r6zng diugosc,
w zaleznos$ci od wielkosci biatka, ktore koduje 1 r6zny czas poditrwania, cho¢ z reguty
przyjmuje si¢, ze mRNA jest czasteczka nietrwatg — po wykonaniu swojego zadania ulega
degradacji. U bakterii mRNA trwa od kilku sekund do ok. godziny. Natomiast
w przypadku ssakow okres poltrwania przecietnej czasteczki mRNA waha sie od kilku
minut do nawet kilku dni [10,11].

Pierwsze wzmianki o istnieniu tego typu RNA pojawity si¢ w 1961 1., kiedy to w Nature
ukazaly si¢ dwa artykuly, w ktorych opisano izolacj¢ informacyjnego RNA, nazwanego
wtedy ,,niestabilnym kwasem nukleinowym/intermediatem” [12,13]. Mniej wigcej w tym
samym czasie dwoch francuskich naukowcow, Jacques Monod i Frangois Jacobo,
opublikowato prace przegladowa w Journal of Molecular Biology, w ktorej sformutowali
oni koncepcje ,,strukturalnego postanca” (informacyjnego RNA) i przypisali mu udziat
w regulacji genow [14]. Wszystkie te prace przyczynily si¢ w znaczacy sposob
do zrozumienia, w jaki sposob informacja genetyczna zawarta w DNA prowadzi
do powstania nowych biatek.

2.2.1 BUDOWA | FUNKCJE MRNA

Pod wzgledem budowy chemicznej mRNA nie rézni si¢ zasadniczo od swoich
pozostatych krewnych z rodziny RNA. Sktada si¢ z czterech wymienionych juz wezesniej
zasad azotowych (C, G, A, U) potaczonych ze sobg wigzaniem 3’,5’-fosfodiestrowym.
To, co wyrdznia mRNA to jego konce (Rys. 6A). Na koncu 3’ znajduje si¢ cigg reszt
adeninowych, nazywany ogonem poli(A). Do jego gléwnych funkcji zaliczamy
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zwigkszenie stabilnosci mRNA oraz jego ochrone przed przedwczesng degradacja
od konca 3°. Natomiast na koncu 5’ znajduje si¢ struktura zwana ,kapem”
(od ang. cap - czapeczka). Sktada si¢ ona z unikalnej zasady — 7-metyloguanozyny, ktora
jest potaczona z pierwsza transkrybowang zasadg tancucha mRNA za pomocg mostka
5°-5’ trifosforanowego. Taka modyfikacja konca 5’ odbywa si¢ juz na wczesnym etapie
transkrypcji. Je$li transkrypt zawiera samg 7-metyloguanozyng, mamy do czynienia
Zkapem 0, jesli wystepuja dodatkowe metylacje na rybozach kolejnych
transkrybowanych nukleotydow — z kapem 1 lub kapem 2 (Rys. 6B, r6zowe pole). Proces
biosyntezy 5’ kapu zostanie opisany szerzej w kolejnych podrozdziatach.
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Rys. 6. Budowa mMRNA. A) Schematyczna budowa czasteczki mRNA - struktura 5’ kapu
(7-metyloguanozyny), nastepnie mogacy zawiera¢ roézne Sekwencje sygnatowe rejon 5° niepodlegajacy
translacji, 5> UTR (z ang. UTR — untranslated region), rejon kodujacy sekwencj¢ aminokwasow
W czasteczce biatka, CDS (z ang. CDS — coding sequence), dalej znajduje si¢ analogiczny jak w przypadku
5’ konca rejon 3’ niepodlegajacy translacji, 3> UTR oraz ogon poliadenylowy, poli(A); B) Chemiczna
budowa konca 5’ czasteczki mRNA.
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Mimo ze procentowy udziat mRNA wsrod wszystkich klas RNA wystepujacych
w komorce jest stosunkowo maty (szacuje si¢, ze nie przekracza on ~5% [15]) to jego
rola jest kluczowa dla funkcjonowania catego organizmu. Gtéwng funkcja mRNA jest
przenoszenie informacji o sekwencji polipeptydow z jadra komorkowego do cytoplazmy,
gdzie znajduje si¢ aparat translacyjny. Z tego wzgledu mRNA czgsto nazywa si¢ matryca
do syntezy biatek. Przesledzimy teraz cykl zycia czgsteczki mRNA, na ktory sktada sie
kilka etapow — od powstania i dojrzewania w jadrze komorkowym, przez eksport
do cytoplazmy, gdzie odgrywa kluczowa rolg w procesie translacji, az po jego degradacje
(Rys. 7).

JADRO KOMORKOWE

/ DNA

NANNNNON\.
nreanRIA * Transkrypcja
b A g A

Przetwarzanie /
mRNA Obrobka
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( Translacja
® :
REPs (o ‘.MAAAAAAA
biatka wigzace RNA ( ) D

Degradacja / &

ANy
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. A . . ‘A
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Rys. 7. Cykl zycia mRNA. mRNA jest transkrybowane w jadrze komdérkowym. Po procesie obrobki
powstaje dojrzata czasteczka mRNA, ktora jest transportowana do cytoplazmy, gdzie ulega translacji za
posrednictwem rybosomow. Po spetnieniu swojej roli mRNA jest degradowane. W kazdy z wymienionych
etapow zaangazowane sa Wyspecjalizowane biatka i enzymy, ktore rozpoznaja i wiaza si¢ z czasteczka
MRNA. Rysunek zaczerpnigto z [16].

Proces tworzenia nowego tancucha mRNA poprzez przepisanie informacji
genetycznej wyrazonej w postaci sekwencji nukleotydowej z czasteczki DNA na RNA
nazywany jest transkrypcja i jest katalizowany przez enzym zwany polimeraza RNA
(z ang. RNAP — RNA polymerase; u eukariotow jest to polimeraza RNA II — RNA Pol

I1). Mozna wyrdzni¢ w nim trzy gldwne etapy: inicjacje, elongacje oraz terminacje.
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Inicjacja transkrypcji polega na tym, ze polimeraza znajduje odpowiedni odcinek
w tancuchu DNA, zwany miejscem promotorowym lub promotorem (sktada si¢ on z tzw.
kasety TATA oraz innych sekwencji potozonych od strony konca 5°), ktory
W specyficzny sposob wigze enzym i sygnalizuje poczatek genu. Jest to dla enzymu znak
do rozpoczecia wydtuzania tancucha RNA, czyli do jego elongancji. Dzieje si¢ to w ten
sposoOb, ze polimeraza lokalnie rozplata dwuniciowa matrycg DNA, tworzac tzw. babel
transkrypcyjny, przesuwa si¢ wzdtuz niej i dobudowuje kolejne podjednostki do nowo
syntetyzowanej nici RNA, tworzac pary typu Watsona-Cricka miedzy
komplementarnymi zasadami. Dotaczanie kolejnych nukleotydéw odbywa si¢ poprzez
nukleofilowy atak grupy 3> OH RNA na atom o, trifosforanu rybonukleozydu, w wyniku
czego zostaje uformowane wigzanie 3°,5’-fosfodiestrowe i uwolniony pirofosforan (PP;)
(Rys. 8).

o Zasada 5' RNA
%Oj :
@)
s OH Zasada
N\

@) @) O O OH
| | | Zasad
_O_ﬁ_o_ﬁ_c@ﬁ_o Zasada PP, O:Ié’—O asada
O 0 0 d-
trifosforan nukleotydu (NTP)  OH OH OH OH

Rys. 8. Elongacja lancucha RNA. Schemat przedstawia tworzenie sie wigzania fosfodiestrowego
pomiedzy kolejnymi dobudowywanymi nukleotydami nici RNA.

Elongacja trwa do momentu az polimeraza napotka na swej drodze sygnat terminacji.
Niestety u eukariotow wcigz nie jest to dobrze poznany proces. Jednym z takich sygnatow
moze by¢, podobnie jak u prokariotow, zawarty w matrycy DNA ciag par GC, po ktoérym
nastepuje rejon bogaty w pary AT. Guanina paruje z cytozyna, tworzac stabilng strukture
spinki do wtosoéw, a za nig znajduje si¢ sekwencja kilku reszt urydynowych, oligo(U),
gdzie transkrypcja ostatecznie konczy swodj bieg. Jednak zdecydowana wigkszo$é
transkryptow eukariotycznych posiada na koncu 3’ ogon poliadenylowy, poli(A), czyli
cigg reszt adeninowych o dlugosci od kilkudziesieciu do nawet 200-300 nukleotydow.
Nie jest on jednak kodowany na matrycy DNA. Po terminacji transkrypcji nowo powstaty
RNA jest rozcinany na koncu 3’ przez specyficzng nukleaze, ktora rozpoznaje sekwencje
nukleotydowa: AAUAAA. W miejscu cigcia inny enzym, polimeraza poli(A),
dobudowuje ciag reszt adeninowych. Bezposrednio po transkrypcji ni¢ RNA ulega
jeszcze redagowaniu (z ang. RNA editing). Jest to mechanizm, ktory polega
na modyfikowaniu zawartosci informacyjnej czasteczki pre-mRNA, np. poprzez insercje
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(wstawienie), delecje (usunigcie) czy tez wymiang niektorych nukleotydow w sekwencji.
Zmiany te moga mie¢ wplyw na aktywno$¢ czy funkcjonalno$¢ takiego mRNA.
Tak zmodyfikowany wstepny transkrypt (prekursor mRNA, tzw. pre-mRNA) zawiera
jeszcze w swojej strukturze introny, czyli niekodujgce sekwencje i musi zosta¢ poddany
dalszej obrobce. Dzieje si¢ tak w procesie zwanym sktadaniem lub dojrzewaniem mRNA
(z ang. mRNA splicing), w trakcie ktorego niekodujace fragmenty sg wycinane, a eksony
(fragmenty kodujace) sktadane, tworzac funkcjonalng czasteczke. W rzeczywistosci
transkrypcja i obrobka RNA (zarowno dodawanie kapu na koncu 5°, poliadenylacja
na koncu 3’, jak i1 redagowanie czy sktadanie RNA) sa mechanizmami sprz¢zonymi
i mogg zachodzi¢ jednoczasowo, jeszcze przed zakonczeniem poprzedniego etapu,
np. synteza 5’ kapu rozpoczyna si¢ tuz po inicjacji procesu transkrypcji. W peini dojrzaty
I funkcjonalny RNA po takiej obrobce musi zosta¢ eksportowany z jadra komorkowego
do cytoplazmy, gdzie odbywa si¢ translacja, czyli biosynteza biatka. Transport ten jest
regulowany przez kilka réznych $ciezek sygnatowych i opiera si¢ na zlozonej sieci
oddziatywan wielu r6znych biatek pomiedzy soba. W konsekwencji mozliwy jest eksport
mRNA z jadra, ktory odbywa si¢ za posrednictwem jadrowych kompleksow porowych
(z ang. NPC — nuclear pore complex), tworzacych tunel przechodzacy przez
dwuwarstwowg otoczke jadrowa. Wspomniano juz wczes$niej, 1z obrobka
potranskrypcyjna mRNA odbywa si¢ jeszcze w trakcie trwania samej transkrypcji.
I natym samym etapie dochodzi rowniez do rozpoznania nici pre-mRNA przez
odpowiednie biatka, co prowadzi do utworzenia kompleksu — informacyjnej
rybonukleoproteiny (z ang. mRNP — messenger ribonucleoprotein). Wsrod tych
zasocjowanych biatek znajdujg si¢ m.in. biatka wigzace kap (z ang. CBP — cap binding
proteins), inne biatka wigzace RNA czy zaangazowane w proces sktadania mRNA, jak
réwniez i takie biatka, ktore nastepnie posredniczag w dostarczeniu mMRNA do kompleksu
porowego. Sugeruje to, ze wszystkie te procesy sa ze soba Scisle powigzane i dzigki temu
transportowane na zewnatrz sa czasteczki tylko w peni dojrzate i funkcjonalne [17-19].
Jeszcze w trakcie obrobki potranskrypcyjnej RNA tworzy sie¢ kompleks biatek TREX
(z ang. transcription-export), ktorego zadaniem jest zwigzanie RNA i dostarczenie
go do poré6w jadrowych. Tam angazowane sg receptory transportu jadrowego,
m.in. z grupy biatek NXF (z ang. nuclear export factors) — u ludzi s3 to biatka
NXF1-NXT1 lub inaczej: TAP-p15 (biatko NXF1 nazywane jest rowniez TAP, a jego
kofaktor NXT1 — pl15, stad nazwa kompleksu). Biatka te oddziatluja nastepnie
z nukleoporynami bogatymi w powtorzenia FG (fenyloalanina-glicyna), z ktérych
zbudowana jest centralna czes¢ jadrowego kompleksu porowego i w ten sposob
posredniczg z eksporcie MRNP do cytozolu. Jest to najczestsza $ciezka, cho¢ oczywiscie
nie jedyna. Cze$¢ endogennego MRNA oraz wirusowego RNA jest na przykiad
transportowana na zewnatrz jadra przy pomocy bialek z rodziny eksportyn, ktére
stanowig gldéwny sposob transportu dla innych czasteczek. W cytoplazmie mRNA wigze
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si¢ z czynnikami inicjacji translacji (z ang. IF — initiation factor) i rekrutuje jednostki
rybosomowe, aby rozpocza¢ biosynteze biatek.

2.2.2 STRUKTURA KONCA 5’ MRNA (KAPU)

Wspomniano juz wczesniej, ze struktura konca 5’ t0 pewnego rodzaju znamig,
ktore odroznia mRNA sposrod innych typow RNA w komorce. Sktada sie ona z zasady
— dodatnio natadowanej 7-metyloguanozyny — przylaczonej do pierwszego
transkrybowanego nukleotydu poprzez mostek 5°, 5’-trifosforanowy. Jest to potaczenie
dos¢ unikalne i niespotykane w tego typu czasteczkach i w konsekwencji, nadaje mMRNA
nowe wiasciwosci. Przede wszystkim, obecno$¢ kapu chroni tancuch mRNA przed
rozpoznaniem i przedwczesng degradacja przez 5’-egzonukleazy. Dodatkowy tadunek
w pozycji N7 guaniny rowniez zmienia nieco wiasciwosci samej zasady i umozliwia
dodatkowe oddziatywania z biatkami [20].

Pomimo do$¢ $cisle okreslonej struktury, wystepuje pewne zrdéznicowanie
w obrgbie konca 5° w réznych czasteczkach 1 jest to zwigzane gldwnie z obecnoscia
dodatkowych grup metylowych, ktére moga zosta¢ wprowadzone do struktury kapu
W procesie obrobki potranskrypcyjnej. Istniejg zarowno czgsteczki RNA o zaledwie
jednej metylacji na nieprzetworzonym koncu 5 (metylacja fosforanu y), jak w przypadku
transkryptow ssaczych o nazwie U6 i 7SK (SNRNA), jak i duzo bardziej skomplikowane
struktury, jak np. m’Gpppm®eAmpAmpCmpmM3Unm, ktére wystepuja np. u $widrowca
(pasozyt) i ktore posiadajg az osiem dodatkowych metylacji [21]. Jesli skupimy si¢ jednak
tylko na klasycznym kapie (czyli transkryptach z obecnoscig guanozyny na koncu 5°)
to o strukturze z jedna metylacja w pozycji N7 guanozyny mowimy, ze jest to ,.kap 0”
i jest to cecha charakterystyczna matej czgéci eukariotycznego mRNA i wigkszosci
czasteczek wirusowego RNA. Jednak w bardzo wielu przypadkach RNA jest dalej
modyfikowany poprzez dodatkowe metylacje, czy to w obrgbie samej struktury
7-metyloguanozyny (tzw. kap TMG, czyli m?*?7G, struktura obecna w sSnRNA i SnoRNA,
czasteczka sygnatowa odpowiedzialna za import do jadra komorkowego, co jest
kluczowe w przypadku dostarczania terapeutycznych kwasoéw nukleinowych i biatek),
czy tez kilku pierwszych transkrybowanych reszt nukleozydowych, jak to wystepuje
w przypadku wyzszych eukariotow. Mowa tu o dodatkowej metylacji w pozycji
2’ rybozy (2°-O) pierwszego (,kap 17) i drugiego (,kap 2”) nukleozydu. Badania
pokazuja, ze w transkryptomie cztowieka wystepuje tylko mRNA zawierajacy zarowno
metylacje w pozycji N7-guanozyny, jak i 2’-O rybozy. Dodatkowo, okoto potowa
transkryptow zawiera rowniez grupe metylowa w pozycji 2’-O drugiego
transkrybowanego nukleozydu [22]. Poza metylacja grup hydroksylowych mozliwe
sg rowniez modyfikacje innych pozycji w obrgbie zasady. Najbardziej rozpowszechniona
jest metylacja pierwszej transkrybowanej adeniny w pozycji N6 [23,24].
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2.2.2.1 BIOSYNTEZA KAPU

Wprowadzenie struktury kapu na koncu 5’ RNA jest pierwsza modyfikacja, jakiej
ulega powstajacy transkrypt. Proces ten rozpoczyna si¢ praktycznie od razu po inicjacji
transkrypcji, kiedy ni¢ sktada si¢ juz z okoto 25-30 nukleotydow [25,26]. To wiasnie
wtedy na koncu 5° transkryptu, na ktérym znajduje si¢ niemodyfikowany trifosforan
(5’ppp), nastepuje dodanie struktury kapu. Biosynteza kapu jest procesem do$¢ ztozonym
(Rys. 9). Najpierw nastepuje hydroliza fosforanu y na koncu 5’ nowo powstalego
pre-RNA przez trifosfataze (z ang. TPase - triphosphatase), co prowadzi do powstania
mRNA z difosforanem na koncu (pp-RNA). Nastepnie guanylotrasferaza (z ang. GTase
— guanyltranferase) katalizuje transfer monofosforanu guanozyny (GMP) na koniec 5’
pre-RNA poprzez utworzenie kowalencyjnego produktu posredniego, lizyny-GMP,
aw koncowym etapie dochodzi do wprowadzenia grupy metylowej w pozycji
N7 guanozyny przez guanylo-N7-metylotransferaze (z ang. N7-MTase -
N7-methyltrasferase), co prowadzi do powstania ,kapu 0”. Dodatkowo, inny enzym
zrodziny metylotransferaz — specyficzna wzgledem m’G CMTrl (z ang. cap
methyltranferase) metyluje grupg hydroksylowa rybozy pierwszego transkrybowanego
nukleotydu, tworzac ,kap 17. Zrédlem grupy metylowej w przypadku obu tych reakcji
jest SAM (S-adenozylo-metionina) — naturalna substancja chemiczna, pochodna
metioniny i adenozyny, ktora wystepuje w kazdej komorce zywej i w gtdownej mierze
pehni role wiasnie donora grupy -CHz w reakcjach chemicznych, ulegajac przeksztatceniu
do SAH-u (S-adenozylo-homocysteiny). Jak juz wspomniano, obie te modyfikacje
zachodza ko-transkrypcyjnie, w jadrze komorkowym. Natomiast nastepne modyfikacje
ryboz w kolejnych nukleotydach, tworzace kolejne struktury kapow (,.kap 27, ,,3”...)

zachodza juz w cytoplazmie.

Oczywiscie, biosynteza kapu nie jest procesem idealnym 1 w trakcie szeregu tych
reakcji moga zdarzy¢ si¢ btedy, ktére skutkuja powstawaniem wadliwych transkryptow
z nie w pelni prawidlowo uformowang struktura konca 5°. Takie transkrypty
sg niefunkcjonalne 1 musza zosta¢ usuniete. Okazuje sig, ze komorka jest sobie w stanie
z nimi poradzi¢ dzigki swojemu wewngtrznemu systemowi kontroli jakosci [27,28].
W naszych komorkach wystepuje na przyklad trdjfunkcyjny enzym DXO/Dom3z, ktory
odpowiada za specyficzny dekaping (usuwanie struktury kapu; z ang. decapping)
transkryptow kapowanych, ale niemetylowanych (rozpoczynajacych si¢ od GpppN),
a wiec wadliwych oraz hydrolize powstajacego w jego nastgpstwie monofosforanu RNA
od konca 5°. Badania pokazaly, ze inaktywacja (z ang. knockout) tego bialtka
w komorkach prowadzi do bledéw w sktadaniu kilku pierwszych intronow (splicing) oraz
nieprawidlowo$ci w procesie tworzenia ogona poli(A), co jest przestanka $wiadczaca
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0 tym, ze zarowno skladanie RNA, jak i poliadenylacja sa komorkowymi procesami

zaangazowanymi w ten wewnetrzny nadzor jakoSci powstajacych transkryptow [28].

Rys. 9. Biosynteza kapu. Wprowadzenie struktury 7-metyloguanozyny na koncu 5’ transkryptu RNA jest
procesem wieloetapowym. W pierwszej kolejnosci enzym trifosfataza hydrolizuje fosforan y na koncu nici
RNA (1), a nastgpnie guanylotransferaza przenosi GMP na koniec 5’ pre-RNA (2). W ostatnim etapie
metylotransferaza w obecno$ci donora grupy metylowej (SAM) wprowadza metylacje w pozycje N7
guaniny, tworzac strukture ,.kapu 0” (3). Inny rodzaj metylotransferazy odpowiada za metylacje grupy
hydroksylowej rybozy pierwszego transkrybowanego nukleozydu, w wyniku czego powstaje ,.kap 17 (4).
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2.2.2.2 FUNKCJE BIOLOGICZNE STRUKTURY KAPU

Okazuje sie, ze tak niewielka modyfikacja, jaka jest obecnos¢ kapu na koncu 5’
transkryptu mRNA petni w komorce szereg réoznych zadan. Poza do$¢ oczywistymi
funkcjami jak zwickszenie stabilnosci czgsteczki mRNA poprzez ochrone konca 5” przed
nukleazami i fosfatazami [27], kap jest odpowiedzialny réwniez za wiele kluczowych
procesoOw zachodzacych w komorce. Mozemy te procesy podzieli¢ na dwie grupy —
te, ktore maja miejsce jeszcze w jadrze komorkowym oraz te zachodzace juz
w cytoplazmie, po przetransportowaniu dojrzalego mRNA przez otoczke jadrowag
do cytozolu.

W jadrze komérkowym m’G odgrywa kluczowa role w prawidtowym i wydajnym
mechanizmie sktadania pre-mRNA. Dzieje si¢ tak poprzez oddziatywanie z jadrowym
kompleksem wigzacym kap, CBC (z ang. cap-binding complex). Kompleks ten sktada si¢
zdwoch bialek — CBP80 oraz CBP20, ktore rozpoznaja i wiagza strukture
7-metyloguanozyny jeszcze w trakcie trwania transkrypcji. Powstaty kompleks kapu
z CBC rekrutuje U4/U6-U5 snRNP (z ang. small nuclear ribonucleoprotein; czgs¢
spliceosomu — duzego kompleksu snRNA i bialek bioragcego udzial w skladaniu
pre-mRNA) i inicjuje proces wycinania intronéw i sktadania eksonow w funkcjonalng
czasteczkg mRNA [29]. Ponadto, CBC, a wiec rowniez i kap, posredniczy
w przetwarzaniu konca 3’ pre-mRNA, co zostato potwierdzone przez Flaherty i wsp. [30]
w eksperymencie, w ktorym zwigzany z kapem CBC koimmunoprecypitowat
z czynnikami biatlkowymi zwigzanymi z poliadenylacjag. Ma on rowniez swoj udziat
w terminacji transkrypcji i degradacji RNA przez egzosom [31]. Kap odgrywa takze
istotna role w transporcie dojrzatego mRNA z jadra komorkowego do cytoplazmy, gdzie
przez interakcje CBC z ré6znymi czynnikami transportu, takimi jak np. REF (z ang. RNA
export factor) oddziatluje z jadrowym kompleksem porowym i kieruje mRNA (co wazne,
od strony konca 5”) na zewnatrz jadra [32].

Tak jak wspomniano na poczatku podrozdziatu, rola kapu nie konczy si¢ w jadrze
komoérkowym. W cytoplazmie odgrywa on kluczowa rol¢ w inicjacji procesu translacji
oraz pseudo-cyrkularyzacji mRNA [27]. Od razu po transporcie, kap nadal zwigzany jest
z CBC, ktory rekrutuje do tego kompleksu translacyjne czynniki biatkowe (z ang. elF —
eukaryotic initiation factors) — elF4G oraz helikazg elF4A, ktore rozpoznaja i wigza
strukture kapu i rozpoczynajg proces tworzenia si¢ ,,multi-kompleksu” odpowiedzialnego
za biosyntez¢ biatek. W dalszej kolejnosci angazowane sa kolejne biatka, takie jak
initiation factors), elF3g, elF4111, Met-tRNAI oraz dwie podjednostki rybosomalne, ktore
finalnie inicjujg pierwsza runde¢ translacji (tzw. pioneer round of translation) [33-36].
Po jej zakonczeniu dochodzi do rearanzacji kompleksu translacyjnego — importyna wiaze
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CBC i nastgpuje proces jego wymiany na inny biatkowy czynnik inicjacyjny, elF4E,
ktory oddziatuje z kompleksem elF4F i rozpoczyna wlasciwg translacje (tzw. steady-state
translation) [36,37]. W trakcie tego procesu zwigzany z kapem czynnik eIF4G oddziatuje
z biatkiem wigzacym ogon poli(A), PABP1 (z ang. poly(A) binding protein 1), tworzac
swojego rodzaju petle, nazywanag rowniez strukturg pseudo-cyrkularnego mRNA.
Postuluje si¢, ze obecnos¢ takiej struktury zapewnia translacje petnej dlugosci tancucha

I zwigksza wydajno$¢ pracy rybosomu [38-40].

Podsumowujac, kap na koncu 5 mRNA ma ogromny wptyw na wiele réznych
procesdéw komorkowych zachodzacych praktycznie na kazdym etapie cyklu zycia
MRNA. Poczawszy od regulacji ekspresji genéw poprzez proces sktadania mRNA, przez
transport jadrowy juz dojrzatego mRNA do cytoplazmy, a konczgc na biosyntezie biatek
w rybosomach, czyli gldownym =zadaniu informacyjnego RNA. W nastgpnym
podrozdziale opiszg¢ jeszcze jeden proces, w ktoérym kap odgrywa, ostatnig juz w swoim

krétkim zyciu, wazna role, a mianowicie degradacje MRNA.
2.2.3 MECHANIZMY DEGRADACJI MRNA

Dwoma integralnymi czynnikami  warunkujagcymi  stabilno$¢  czasteczki
informacyjnego RNA sa wspomniane juz wczesniej Struktury: kap na koncu 5’ tancucha
MRNA oraz ogon poli(A) na jego drugim koncu. Naruszenie ktorejkolwiek z nich jest
sygnatem dla komorki, ze powinna rozpoczaé proces degradacji takiej czasteczki.
Cytoplazmatyczna maszyneria degradacyjna opiera si¢ w gldwnej mierze na pigciu
aktywno$ciach enzymatycznych, ktore odpowiadaja za dekaping, degradacje
egzonukleolityczng RNA w  kierunku  5°—3’, deadenylacjg, degradacje
egzonukleolityczng 3°—5’ oraz hydrolize endonukleolityczng. Procesy te zostaty dos¢
dobrze poznane dzigki badaniom drozdzy z rodziny S.cerevisiae. Mozemy jednak
zatozy¢, ze W analogiczny sposdb odbywa si¢ to u wyzszych eukariotow, w tym ssakow.
Swiadcza 0 tym nastepujace obserwacje [41]:

e potwierdzono badaniami in vivo, ze pierwszym etapem rozpadu RNA jest
skrocenie ogona poli(A);

e znaleziono homologi wszystkich drozdzowych enzyméw katalizujgcych
te procesy i potwierdzono ich aktywnosc;

e zidentyfikowano obecno$¢ 5° monofosforanu RNA jako produktu dekapingu
dzigki metodzie opartej na cyrkularyzacji mRNA oraz analizie RT-PCR.

Eukariotyczne mRNA moze ulega¢ rozpadowi na drodze dwoch réznych proceséw —
wyrdzniamy degradacje mRNA zalezng i niezalezng od deadenylacji, czyli usunigcia

ogona poli(A) na koncu 3’. Drugi z nich wystepuje jednak rzadko i opiera si¢ gtbwnie na

35



endonukleolitycznym ataku lub dekapingu niezaleznym od deadenylacji [42-44].
Zdecydowana wigkszo$¢ transkryptow ecukariotycznego mRNA ulega degradacji
inicjowanej przez skrocenie ogona poliadenylowego (Rys. 10). Za proces ten
odpowiadaja enzymy zwane deadenylazami. Znanych jest kilka eukariotycznych
deadenylaz, m.in.: kompleks PAN2-PAN3 (z ang. PAN - poli(A) nuclease), CCR4-NOT
(z ang. carbon catabolite repression — negative on TATA-less) czy PARN
(z ang. poli(A)-specific ribonuclease). Co cickawe, okazuje si¢, ze proces ten jest
odwracalny. Jesli komoérka w odpowiednim czasie otrzyma sygnat naprawczy, nastepuje
odbudowanie ogona poli(A) i taka czasteczka wraca nastepnie do polisomu, gdzie moze
od nowa ulegac translacji i stuzy¢ do produkcji biatka [45]. Kiedy jednak taki sygnat nie
nadejdzie, nast¢puje drugi I nieodwracalny juz krok na Sciezce degradacji i czgsteczka
mRNA zostaje zaatakowana badz od konca 5°, gdzie w procesie dekapingu usuwana jest
reszta difosforanu 7-metyloguanozyny, co wywotuje dalszg degradacje tancucha
nukleotydowego przez egzonukleaze XRN1 (z ang. exoribonuclease 1), badz
od niezabezpieczonego konca 3’, gdzie kompleks egzosomu rozpoczyna degradacje

w kierunku konca 5°. Omowig teraz doktadnie te procesy.

Deadenylacje rozpoczynajaca rozklad RNA mozemy podzieli¢ na dwa etapy.
W pierwszym nastepuje wstepne skrocenie ogona poli(A) przez kompleks PAN2-PAN3
do dtugosci ok. kilkudziesigciu nukleotydéw. Efektywnos$¢ usuwania reszt adenylowych
jest zalezna od optaszczenia ogona przez cytoplazmatyczne biatko PABP [46]. Reakcja
ta jest kontynuowana nastepnie przez CCR4-NOT lub PARN. CCR4-NOT to duzy
kompleks ztozony z dziewieciu biatek, z ktorych dwa (CCR4 oraz CAF1) posiadajg
domeng egzonukleolityczng. Z kolei PARN jest deadenylazg zalezng od kapu.
Jej aktywnosc¢ jest wigksza, jesli na koncu 5° czasteczki mRNA jest obecny kap [47],
a sam enzym jest hamowany przez biatka wigzace 7-metyloguanozyne [48]. Aktywno$¢
wszystkich opisanych powyzej komplekséw biatkowych jest dodatkowo zalezna
od obecnosci dwuwartosciowych jonow magnezu, a degradacja ogona poli(A) zachodzi
zuwolnieniem 5° AMP (monofosforanu adenozyny). Deadenylacja skutkuje powstaniem
niezabezpieczonego w zaden sposob konca 3°, ktéry jest podatny na hydrolize przez
kompleks egzosomu. Egzosomem nazywamy kompleks ztozony z 10-12 podjednostek
biatkowych, z ktérych 6 wykazuje podobienstwo do 3’-5° fosforolitycznych
egzorybonukleaz (enzymoéw, ktore do reakcji hydrolizy kofica 3° mRNA wykorzystuja
nieorganiczny fosforan), a kilka innych odgrywa pomocnicza role i nalezag do nich
homologi 3’-5" hydrolitycznych egzorybonukleaz (enzymoéw, ktére w analogicznej
reakcji wykorzystuja czasteczke wody) 1 helikaz RNA (majacych zdolno$¢ rozplatania
drugorzgdowych struktur RNA). Rezultatem dziatania egzosomu jest powstanie
kapowanych oligomeréw o dlugosci od kilku do kilkunastu nukleotydow, ktore
sg metabolizowane przez enzym DcpS (enzym ten zostanie opisany doktadniej
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W nastgpnym podrozdziale). Duzo cze$ciej spotykana $ciezka degradacji jest jednak ta,
w ktorej po reakcji deadenylacji nastepuje hydroliza nici mRNA od konca 5° w kierunku
konca 3’ inicjowana przez dekaping, czyli usuniecie reszty 7-metyloguanozyny przez
wyspecjalizowane w tym celu enzymy, takie jak kompleks Dcp1/Dcep2 czy biatko Nudt16
(one rowniez zostang szczegotowo opisane w nastepnym podrozdziale). Hydroliza kapu
jest na tyle kluczowym etapem, ze w komorce istnieje kilka czynnikéw biatkowych, ktére
wzmacniajg efektywnos¢ tej reakceji. Do tej grupy nalezg migdzy innymi biatka z rodziny
Lsm (podobne do biatek spliceosomu Sm, z ang. Like-Sm), np. heptameryczny kompleks
Lsml-7, ktory wigze zdeadenylowany 3’ koniec RNA i stymuluje proces
dekapingu [49,50], biatko Edc3 (z ang. enhancer of decapping 3, znane rowniez jako
Lsm16), bedace czesScig kompleksu dekapujacego Depl-Dep2 [51], czy PABP wigzace
koniec poli(A) [52].

5 UTR ORF 3'UTR
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Rys. 10. Proces degradacji mRNA. Degradacja mRNA inicjowana jest przez skrocenie ogona poli(A)
przez wyspecjalizowane w tym celu enzymy, takie jak PAN2/PAN3, CCR4-NOT czy PARN.
Po deadenylacji nastepuje wiasciwa degradacja na jednej z dwoch $ciezek — albo w kierunku 5°—3’, albo
3’—5’. Rozpad mRNA 5°—3’ rozpoczyna sie usunieciem struktury kapu przez enzymy dekapujace (Dcp2,
Nudtl16), po ktérym niezabezpieczony koniec 5° jest hydrolizowany przez XRNI1. Z kolei degradacja
3’—5’ opiera si¢ na szybkiej hydrolizie od konca 3’ przez kompleks egzosomu. Powstate na koncu krotkie
fragmenty oligonukleotydowe zawierajace kap sa rozktadane przez enzym DcpS.
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2.2.3.1 EUKARIOTYCZNE ENZYMY BIORACE UDZIAL W DEGRADACII
KONCA 5° MRNA

Jak wspomniano w jednym z poprzednich podrozdziatow, struktura kapu, czyli
7-metylogunozyna potaczona mostkiem trifosforanowym z pierwszym transkrybowanym
nukleotydem tancucha, ktora jest obecna na koncu 5’ eukariotycznego mRNA pelni
funkcj¢ ochronng. Zabezpiecza ona w ten sposob funkcjonalny transkrypt przed
przedwczesng degradacja przez nukleazy. Istniejg jednak wyspecjalizowane enzymy,
ktore rozpoznaja kap W czasteczce mRNA lub krétszego oligonukleotydu i hydrolizuja
go, inicjujac w ten sposob dalszg degradacj¢. Enzymy te naleza do czterech réznych klas
— hydrolaz z rodziny Nudix, biatek z rodziny HIT, biatek DXO oraz fosfataz podobnych
do hydrolazy nukleotydow tetrafosforanéw diadeninowych (z ang. ApaH-like; do tej pory
zidentyfikowano tylko jeden enzym dekapujacy z tej rodziny — ALPH1 wystepujacy
U pasozyta, Trypanosoma brucei) [53]. Enzymy te roznig si¢ migdzy sobg funkcja,
struktura, specyficznoscig substratowag i przede wszystkim mechanizmem katalizy.
Wspolnym mianownikiem jest jednak zdolno$¢ do rozpoznania i wigzania Struktur
zawierajacych 7-metyloguanozyne oraz hydrolizy wigzania pirofosforanowego. Uwaza
si¢, ze enzymy zrodziny DXO biorg udziat w wewnatrzkomorkowej kontroli jakos$ci
MRNA i sa odpowiedzialne za degradacje transkryptow bez lub tez z nieprawidlowo
wyksztatconym kapem, ktore sg potencjalnie toksyczne dla komorki. Natomiast enzymy
nalezace do rodziny biatek HIT oraz Nudix odpowiadaja za dekaping, ktory jest
bezposrednio zwigzany z wiasciwym procesem degradacji mMRNA. Do najwazniejszych
przedstawicieli tych biatek naleza DcpS i Dep2.

DcpS

DcpS (z ang. decapping scavenger) to enzym odpowiedzialny za usuwanie
krotkich, preferencyjnie Kkilkunukleotydowych fragmentow zawierajgcych strukture
7-metyloguanozyny, ktére powstajg w procesie hydrolizy mRNA w kierunku 3’—5’,
po etapie deadenylacji i degradacji transkryptu przez kompleks egzosomu (Rys. 10).
Fragmenty te moga potencjalnie hamowac¢ inne biatka zaangazowane w oddziatywanie
z kapem, m.in. biatko CBP20 (odpowiedzialne za splicing pierwszego intronu) [54] czy
elF4E (ktore bierze udzial w inicjacji procesu translacji biatka) [55]. DcpS zapobiega
akumulowaniu sie tych krotkich produktow degradacji mRNA, a przez to wpltywa
na utrzymanie prawidlowej homeostazy komorki. Mozemy mu zatem przypisa¢ rowniez
funkcje¢ regulatorowg w metabolizmie RNA.
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DcpS jest dimerem i nalezy do pirofosfataz z rodziny biatek triady histydynowej
(zang. HIT — histidine triad proteins) [56]. Kazdy monomer zawiera dwie domeny —
N-koncowsa i C-koncowa, ktére potgczone sg ze sobg miejscem aktywnym. Domena
N-koncowa wigze substrat nukleotydowy, natomiast domena C-koncowa zawiera
zachowany ewolucyjnie specyficzny motyw HIT w sekwencji aminokwasowe] —
H-¢-H-¢-H-p¢ (H oznacza histydyng, a ¢ - hydrofobowa reszt¢ aminokwasows),
w ktorym centralna histydyna pelni role nukleofila w reakcji hydrolizy [57]. W wyniku
hydrolizy zaleznej od DcpS uwolniony zostaje 5’-monofosforan 7-metyloguanozyny
(m’GMP) oraz drugi produkt, jakim jest 5’-difosforan nukleozydu lub krotkiego
oligonukleotydu (Rys. 11). Enzym ten wystepuje zaréwno w jadrze komoérkowym, jak
i cytoplazmie, cho¢ aktywnos¢ DcpS u nizszych eukariotow (takich jak C.elegans czy
S.cerevisiae) jest ograniczona tylko do tej drugiej. Dodatkowo, w poréwnaniu
do ssaczego DcpS nie posiada on sekwencji NLS (sygnalu lokalizacji jadrowe;j,
z ang. nuclear localization signal) czy NES (sygnatu eksportu jadrowego, z ang. nuclear
export signal) odpowiedzialnych za transport czasteczki miedzy jadrem
a cytoplazma [54].

W literaturze mozemy znalez¢ réwniez powigzania DcpS z réznymi stanami
patologicznymi w organizmie czlowicka. Mutacje wystgpujace bezposrednio w obrebie
genu kodujacego DcpS sag stosunkowo rzadkie i skorelowane z wystgpowaniem tak
zwanego syndromu Al-Raqad, ktory charakteryzuje si¢ uposledzeniem umystowym
oraz zaburzeniami w prawidtowym funkcjonowaniu wielu narzagdow [58-60]. Okazuje
si¢ jednak, ze zahamowanie aktywnosci DcpS w sposob posredni moze przynies$é
korzysci w leczeniu innych choréb. Wykazano, ze matoczasteczkowe inhibitory enzymu
DcpS zwigkszaja przezycie 1 poprawiaja funkcje motoryczne u myszy cierpigcych na
rdzeniowy zanik migsni (z ang. SMA — spinal muscular atrophy) [61,62], zastosowanie
tego samego zwigzku wykazalo rowniez efekt terapeutyczny w przypadku ostrej biataczki
szpikowej (z ang. AML — acute myeloid leukemia) w modelu mysim [63]. W tym roku
pojawity si¢ rowniez doniesienia, ktore powigzaly inhibicj¢ DcpS z indukcja ferroptozy
(jest to rodzaj indukowanej $mierci komoérki zaleznej od jonow zelaza), ktora zmniejsza
czestotliwos¢ wystepowania przerzutow do watroby w czerniaku btony naczyniowej
oka [64].
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Rys. 11. Hydroliza katalizowana przez enzym DcpS. Enzym ten specyficznie hydrolizuje dinukleotydy
oraz krotkie oligonukleotydy zawierajace struktur¢ kapu (7-metyloguanozyny), ktore sg finalnym
produktem degradacji mRNA od konica 3. DcpS przecina wigzanie migdzy fosforanami f i y, uwalniajac
m’GMP i difosforan reszty czasteczki.

Dcp2

Dcp2 (z ang. decapping enzyme 2) jest hydrolazg nalezacg do rodziny biatek
Nudix (z ang. nucleoside diphosphate linked to other moiety, X) [65]. Jak sama nazwa
wskazuje, hydrolizuje ona substraty zawierajgce difosforany nukleozydow i jest
specyficzna wzgledem guanozyny metylowanej w pozycji N7. Jest to gldéwny enzym
odpowiedzialny za usuwanie struktury kapu z eukariotycznego mRNA inicjujacej dalsza
degradacje w kierunku konca 3’ (Rys. 10). W trakcie tej reakcji zostaje uwolniony
5° difosforan 7-metyloguanozyny (m’GDP) oraz 5° monofosforan RNA (5’ pRNA),
co schematycznie przedstawiono na Rys. 12. Aktywno$¢ enzymu Dcp2 jest $cisle
regulowana przez skomplikowang sie¢ oddzialywan z innymi biatkami.
Do najwazniejszych z nich nalezy Dcpl, ktory pelni role aktywatora i jest niezbedny
do pelnej funkcjonalnosci enzymu [66]. Ponadto, pelni on roéwniez role platformy,
do ktorej przyltaczaja sie inne koaktywatory, ktore biorg udzial w procesie usuwania
struktury kapu z konca 5 mRNA. Te dwa biatka tworza razem trzon eukariotycznego
kompleksu dekapujacego. Istnieja jednakowoz rowniez inne czynniki biatkowe, ktore
wchodza w sktad tego kompleksu, m.in. niewielkie biatka z rodziny Edc (z ang. enhancer
of mRNA decapping) [67-72], PNRC (z ang. proline-rich nuclear receptor
coactivator) [73,74] czy Pat-Lsm [75-78], ktore dodatkowo zwigkszajg powinowactwo
do substratu RNA i stymuluja reakcj¢ dekapingu, a w konsekwencji reguluja stabilnos¢

komoérkowego mRNA 1 ekspresje genow.
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Rys. 12. Hydroliza katalizowana przez enzym Dcp2. Enzym ten specyficznie hydrolizuje RNA
zawierajace strukturg kapu (7-metyloguanozyny), inicjujac dalsza degradacje mRNA od konca 5’ przez
egzonukleazg XRN1. Dcp2 przecina wigzanie miedzy fosforanami o i B, uwalniajgc m’GDP i monosforan
RNA.

Pod wzgledem budowy, Dcp2 posiada dwie domeny — zachowang ewolucyjnie
domeng regulatorowa na swoim N-koncu, ktéra odpowiada za wigzanie si¢
z aktywatorem Dcpl oraz domeng katalityczna, zawierajaca w swojej sekwencji motyw
Nudix (charakterystyczna sekwencje 23 aminokwaséow GXsEXs[UAJXREX2EEXGU,
gdzie G — glicyna, E — kwas glutaminowy, A — alanina, R — arginina, natomiast
U reprezentuje alifatyczna, hydrofobowa reszt¢ aminokwasows, a X - dowolny
aminokwas), wigzacg tancuch RNA i odpowiedzialng za reakcj¢ hydrolizy kapu. Obie
domeny potaczone sg krotkim linkerem, co tworzy tzw. region zawiasowy (ang. hinge
region) i pozwala przyjmowac¢ kompleksowi Dcp2 roézne konformacje [79]. Z Kolei
na nieustrukturyzowanym C-koncu, ktory moze przyjmowac roézng dtugosé, znajduja sig
motywy odpowiadajace za oddziatywania z innymi biatkami [66,80-83]. Obie domeny
Scisle ze sobg wspOlpracujg w procesie rozpoznania i hydrolizy konica 5> mRNA. Badania
pokazuja, ze cho¢ to domena katalityczna odpowiada za reakcj¢ usuwania kapu, to za jego
rozpoznanie odpowiedzialne sa obie, tworzac potagczone miejsce aktywne ztozone z reszt
aminokwasowych obu domen. Z kolei miejsce wigzania 7-metyloguanozyny znajduje sig
juz w obregbie domeny regulatorowej [84]. Wiele informacji na temat tego oddziatywania
dostarczyly dane krystalograficzne. Mugridge 1 wsp. skrystalizowali drozdzowy
kompleks Dcpl-Dcp2 potaczony z ludzkim biatkiem PNRC2 (SpDcpl-Dcp2-HsPNRC2)
W obecnoéci dwugtowego siarkowego analogu kapu (m’Gpspppsm’G), ktory wykazuje
ponad 20-krotne wyzsze powinowactwo do Dcp2 niz naturalny kap [85] (Rys. 13).
Zwiazanie kapu wymusitlo zmian¢ konformacji kompleksu dekapujacego — nastgpita
reorientacja zachowanych ewolucyjnie reszt tyrozyny w pozycji 92 (Y92 lub
tyrozyna-92) oraz lizyny-93 (K93), ktore odwracaja si¢ w kierunku wnetrza biatka i wigza
jedng 7-metyloguanozyne nalezaca do kapu poprzez oddziatywania warstwowe
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z pierécieniem m’G (Y92) i wigzania wodorowe z tafcuchem fosforanowym struktury
kapu (Y92 oraz K93). Ukfad ten jest dodatkowo stabilizowany przez asparaging
W pozycji 88 (D88), ktéra poprzez wigzania wodorowe z 7-metyloguanozyng nasladuje
parowanie zasad Watsona-Cricka. Z kolei rotacja katalitycznej domeny Nudix pozwala
na zaangazowanie dwoch aromatycznych reszt —  tyrozyny-220 (Y220)
i tryptofanu-43 (W43) w oddziatywanie warstwowe (stackingowe) z druga zasada m’G.
Dodatkowo, nastgpuje utworzenie wigzania wodorowego z resztg kwasu asparaginowego
(D47), imitujace parg Watsona-Cricka. Oddziatywania te sg kluczowe dla wigzania
I hydrolizy struktury konca 5° — przyktadowo, mutacja D47 powoduje ponad 80-krotne
spowolnienie katalizy do poziomu, ktory in vitro obserwuje si¢ dla catkowitego usunigcia
domeny regulatorowej Dcp2 [84,85]. Podobne efekty obserwuje sie dla mutacji W43,
Reszty te odpowiadajg rowniez za aktywacj¢ Dcpl i Edcl, co implikuje kluczowg role
tych biatek w dziataniu catego kompleksu. Y220 oraz K127 formuja wigzania wodorowe
z mostkiem fosforanowym kapu, podobnie jak E39 z grupa hydroksylowa 2’ pierscienia
rybozy i ich mutacje maja umiarkowany wplyw na katalize hydrolizy kapu. Taka
konformacja kompleksu i utozenie domen Dcp2 tworzy bogaty w reszty lizynowe
I argininowe dodatnio natadowany tunel na powierzchni enzymu, ktory biegnie od helisy
domeny Nudix, poprzez wneke miedzy obiema domenami Dcp2 az do miejsca wigzania
kapu.

Na podstawie tych obserwacji Mugridge i wsp. zaproponowali model poczatkowych
etapow katalitycznego cyklu Dcp2 obejmujacy zwiagzanie RNA i rozpoznanie struktury
kapu na jego 5° koncu (Rys. 14). W modelu tym zwigzanie si¢ koaktywatorow, takich jak
np. Edcl z kompleksem Dcpl-Dcp2 promuje przyjecie takiej konformacji kompleksu
apo, ktora jest gotowa na zwigzanie nici RNA (Rys. 14B). W kolejnym kroku nastgpuje
rozpoznanie struktury 7-metyloguanozyny, ktéremu towarzyszy odwrocenie domeny
katalitycznej Nudix o 90° i uformowanie miejsca wigzania kapu (Rys. 14C). W takiej
konformacji 7-metyloguanozyna jest wigzana przez opisang wczesniej grupe
aminokwasow Y92-K93, natomiast pierwszy transkrybowany nukleotyd nici mRNA
nastgpujacy po mostku fosforanowym oddzialuje z grupa aminokwasow
W43-Y220-D47. Jednakowoz, kluczowa dla reakcji usuniecia struktury kapu reszta
kwasu glutaminowego w pozycji 147 (E147) jest zbyt daleko od miejsca wigzania
substratu, aby przeprowadzi¢ proces katalizy. Sugeruje to konieczno$¢ kolejnej
rearanzacji kompleksu, czego jednak do tej pory nie udato si¢ uchwyci¢ w badaniach
krystalograficznych.
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Rys. 13. Rozpoznanie i wigzanie analogu struktury kapu przez enzym Dcp2. A) Struktura krystaliczna
kompleksu dekapujacego SpDcpl-Dcp2-HSPNRC2 w konformacji z dwuglowym analogiem kapu.
Kolorem zostaly zaznaczone reszty aminokwasowe, ktore biorg udziat w wigzaniu struktury
7-metyloguanozyny: Y220, W43 oraz Y92; na czerwono zaznaczono katalityczng reszte kwasu
glutaminowego, E147; B) Zblizenie na kieszen wiazaca kompleksu: reorientacja kluczowych reszt Y92
oraz K93 pod wplywem wiazania kapu (wyzej); zmiany konformacyjne aromatycznych reszt Y220 oraz
W43 zaangazowanych w rozpoznanie kapu (nizej); C) Struktura analogu kapu, m’Gpspppsm’G,
z modyfikacja siarkowa uzyta w badaniach krystalograficznych. (Rysunki z paneli A oraz B zaczerpnigto
z [85], strukture t¢ mozna réwniez znalez¢ w dostepnej on-line bazie danych PDB, symbol: 5KQ4).

Rys. 14. Przypuszczalny model katalizy enzymatycznej struktury konca 5° mRNA przez kompleks
dekapujacy. A) Mozliwe konformacje kompleksu biatek Dcpl-Dcp2 bez udziatu substratow
i koaktywatorow; B) Zwigzanie koaktywatorow (np. Edcl) z kompleksem zmienia jego konformacje na
takg, ktora moze wigza¢ tancuch RNA; C) Reorientacja kompleksu pod wptywem rozpoznania struktury
kapu - nastepuje odwrocenie domeny Nudix 0 90° i odstoniecie reszt aminokwasowych zaangazowanych
w tworzenie miejsca wigzania kapu. (Rysunek zaczerpnigto z [85]).
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Usuwanie kapu z konca 5’ eukariotycznego mRNA jest procesem kluczowym
I majgcym wplyw na szereg roéznych szlakow komoérkowych, zaczynajagc od omawiane;j
juz wtej rozprawie degradacji mMRNA przez udziat w terminacji transkrypcji [86],
degradacji czasteczek dlugiego, niekodujacego RNA [87], akonczac na hydrolizie
transkryptow zawierajacych nieoptymalne kodony, ktore obnizaja stabilnos$¢ takiego
RNA [88]. Mozemy wiec w sposob posredni powigzaé aktywnos$¢ Dcp2 z regulacja
ekspresji genow. Nie dziwi zatem fakt, ze jakiekolwiek nieprawidtowosci
w funkcjonowaniu tego enzymu moga przyczyni¢ si¢ do powstawania roznych chordb
I stanow patologicznych. W 2012 roku ukazata si¢ publikacja, w ktdorej wykazano,
ze W trakcie infekcji wirusowej obserwuje sie¢ podwyzszony poziom Dcp2. Prowadzi
to do obnizenia si¢ poziomu transkrypcyjnego czynnika IRF-7 (z ang. interferon
regulatory factor 7), ktory staje si¢ gldownym substratem Dcp2. Czynnik ten nalezy
do rodziny interferonow - szerokiej grupy cytokin, ktory biorg udzial w nieswoistej
odpowiedzi immunologicznej, wigc obnizenie jego poziomu ma negatywny wpltyw na
odpowiedzZ przeciwwirusowg organizmu na patogen [89]. Dwa lata pdozniej pojawita si¢
praca, w ktorej powigzano aktywno$¢ Dcp2 zchorobami z grupy chorob
nerwowo-migsniowych, w ktorych obserwuje si¢ obnizony poziom funkcjonalnego
U1 snRNA [90]. Jedna z takich chordb jest wspomniany juz wezesniej rdzeniowy zanik
migsni (SMA) objawiajacy si¢ utratg motoneuronéw rdzenia kregowego i zwigzany
z mutacjami genu SMN1. Postuluje si¢, ze zahamowanie aktywno$ci enzymow
dekapujacych, DcpS i/lub Dcp2, moze zwigkszy¢ liczbe transkryptow snRNA
i przywroci¢ funkcje tych uszkodzonych neuronow. NakreSlony powyzej aspekt
biologiczny pokazuje, ze zwigzki hamujace aktywnos¢ enzymu Dcp2 moga wykazywaé
potencjalne dziatanie terapeutyczne. Stad proby poszukiwania 1 projektowania nowych

silnych inhibitorow tego enzymu moga przynies¢ wymierne korzysci.

2.2.3.2 WIRUSOWE ENZYMY BIORACE UDZIAL W DEGRADACIJI KONCA
5 MRNA

Dos¢ dlugo wydawato si¢, ze aktywno$¢ dekapujaca mRNA jest zarezerwowana
jedynie dla enzymow wyzszych eukariotow, poniewaz to ich informacyjny RNA posiada
te charakterystyczng strukture na koncu 5’ tancucha, jaka jest kap. Okazuje si¢ jednak,
ze niektore wirusy rowniez wykazuja ekspresje wlasnych enzyméw, ktore rozpoznajg
7-metyloguanozyng i hydrolizuja koniec 5° mRNA. Wszystkie te wirusy naleza
do rodziny nukleocytoplazmatycznych duzych wiruséow DNA (z ang. NCLDV -
nucleocytoplasmic large DNA viruses). Nazywane s3 one czasami megawirusami
ze wzgledu na fakt, iz ich wirion (a wiec pojedyncza, kompletna czgstka wirusowa)
czesto osigga rozmiary przekraczajace 0,5 um. Ponadto, charakteryzuja si¢ one dosé

dlugim genomem, W ktorym mozna znalez{ geny zaangazowane W naprawe
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uszkodzonego DNA. Sa to zatem najbardziej rozwinig¢ci przedstawiciele rodziny
wirusow. Posiadanie wilasnych enzyméw odpowiedzialnych za hydrolize kapu jest
czescig ich strategii przetrwania, ktorej efektem jest hamowanie translacji komoérkowe;j
gospodarza i promowanie syntezy wilasnych biatek wirusowych, a przez to uniknigcie
odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Do tej pory opisano cztery enzymy dekapujace
kodowane przez wirusy: D9 i D10 z wirusa ospy krowiej, g5R z wirusa afrykanskiego
pomoru $win oraz enzym L375 z Mimiwirusa [91-94]. Ich krotka charakterystyke
I sposob dzialania przedstawie na przyktadzie enzymu D9 z wirusa ospy krowiej.

D9

D9 to jeden z dwéch enzymoéw dekapujacych, jakie posiada w swoim arsenale
wirus ospy krowiej (inaczej: krowianki, z ang. Vaccinia Virus, VACV). Podobnie jak
eukariotyczny enzym Dcp2 nalezy do hydrolaz z rodziny Nudix i posiada w swojej
sekwencji charakterystyczny 23-aminokwasowy motyw Kkatalityczny (tzw. motyw
Nudix) odpowiedzialny za hydroliz¢ wigzania pirofosforanowego. Substratem dla tego
enzymu jest kapowany mRNA (m’GpppN-RNA, gdzie N to dowolny nukleotyd)
0 dhugosci przekraczajacej 30 nukleotydéw [92], a w wyniku cigcia zostaje uwolniony
m’GDP oraz 5> monofosforan reszty czasteczki RNA, ktory jest wystawiony na dalsza
degradacje przez egzonukleazy (Rys. 15A).

D9 jest odpowiedzialny nie tylko za usuwanie kapu z 5' konca mRNA gospodarza,
ale i degradowanie wtasnego wirusowego dwuniciowego RNA, dsRNA, ktore jest
wyzwalaczem wrodzonej (nieswoistej) odpowiedzi immunologicznej gospodarza na
obecnos¢ patogenu (Rys. 15B). Powszechnie przyjmuje sie, ze struktury takie
sa generowane przez wirusowe polimerazy jako produkt posredni replikacji genomu lub
jako btedny produkt transkrypcji i jest to cecha wspolna wigkszo$ci wirusow [95], w tym
wirusa krowianki [96,97].
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Rys. 15. Dzialanie wirusowych enzyméw dekapujacych na przykladzie enzymu D9 z wirusa ospy
krowiej. A) D9 katalizuje hydrolize kapowanego mRNA (gospodarza), uwalniajac m’GDP oraz
monofosforan reszty czasteczki RNA, ktory ulega dalszej degradacji. Skutkuje to zahamowaniem syntezy
nowych biatek w komorce gospodarza. B) D9 zapobiega rowniez akumulowaniu sie struktur dwuniciowego
wirusowego RNA, ktorego nagromadzenie w komoérce wywotuje reakcje odpornosciowa organizmu
gospodarza.

Aby zapewni¢ sobie stabilnos¢ wtasnego RNA oraz odpowiednig aktywno$¢ translacyjng
w komorce gospodarza, VACV dodaje na koncu 5’ swoich transkryptow
7-metyloguanozyng, wykorzystujac w tym celu wilasny enzym kapujacy, VCE
(z ang. Vaccinia virus capping enzyme) [98-100]. Transkrypcja wirusowego mRNA
odbywa si¢ na trzech roznych etapach infekcji — w fazie wczesnej produkowane
sg transkrypty rozpoczynajace sie od m’GpppAm lub m’GpppGm, podczas gdy w fazie
posredniej i poznej powstajg tylko RNA z kapem m’GpppAm [101,102]. D9 ulega
ekspresji na wczesnym etapie infekcji i wraz z enzymem D10 zapobiega akumulowaniu
si¢ struktur dsRNA, minimalizujac w ten sposdb komédrkowa odpowiedz antywirusowa,
w ktorej posrednicza biatka PKR (zalezna od dsRNA kinaza biatkowa R, z ang. protein
kinase = RNA-activated) oraz OAS/RNaza L  (odpowiednio:  syntetaza
2’-5’ oligoadenylowa, z ang. 2'-5'-oligoadenylate synthetase oraz rybonukleaza L,
z ang. ribonuclease L, RNase L) [98,103]. Co ciekawe, odpowiednio zmodyfikowany
wirus krowianki pozbawiony genu kodujacego D9 lub D10 jest bardziej immunogenny
wlasnie ze wzgledu na akumulacje dwuniciowego RNA i wykazuje naturalng preferencje
do replikowania si¢ w komorkach nowotworowych, co czyni z niego idealnego kandydata
do zastosowania w terapii jako wirus onkolityczny [104].

Pomimo swoich podobienstw do eukariotycznego enzymu Dcp2, sposob
rozpoznania 7-metyloguanozyny i wigzania RNA przez enzym D9 jest zasadniczo nieco
inny. Nieco $wiatla w tym aspekcie daje opublikowana niedawno struktura krystaliczna,
w ktorej D9 znajduje si¢ w konformacji post-katalitycznej z jednym z produktow
hydrolizy, m’GDP [105]. Enzym zbudowany jest z dwoch domen — zachowanej
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ewolucyjnie domeny Nudix oraz domeny ztozonej z trzech a helis. W przeciwienstwie
do Dcp2, w ktorej katalityczna domena Nudix i domeny regulatorowe sg polgczone
ze sobg jedna po drugiej, w przypadku D9 domena z trzema helisami jest umieszczona
wewnatrz domeny Kkatalitycznej. Struktura 7-metyloguanozyny jest umiejscowiona
w kieszeni wigzacej, ktora sktada si¢ z reszt aminokwasowych obu domen i jest
stabilizowana przez oddzialywania warstwowe n-n mi¢dzy fenyloalaning w pozycji 54
(F54) a tyrozyna-158 (Y158), tworzac tzw. oddzialywanie kanapkowe (Rys. 16A).
Przypomina to raczej sposob rozpoznania struktury kapu przez inne biatka wigzace kap,
takie jak elF4E [106] czy CBP20 [107], gdzie m’G jest ,,uwigziona” pomiedzy dwiema
aromatycznymi resztami aminokwasowymi, anizeli eukariotyczny Dcp2, w ktorym
struktura kapu stabilizowana jest przez oddziatywanie stackingowe z pojedynczym
aminokwasem aromatycznym — tryptofanem-43. Wykazano roéwniez, ze to te dwa
aminokwasy (F54 oraz Y158) odpowiadaja za specyficzne rozpoznanie i wigzanie
metylowanego kapu. Dodatkowo, konformacj¢ te stabilizujg rowniez reszty kwasu
asparaginowego-151 (D151) i kwasu glutaminowego-16 (E16), ktore tworzg wigzania
wodorowe z pierscieniem guaninowym, a takze arginina-50 (R50) oddziatujagca w ten
sam sposob z mostkiem fosforanowym. Za hydrolizg struktury kapu odpowiadaja cztery
zachowane ewolucyjnie reszty kwasu glutaminowego (E126, E129, E130 oraz E183),
ktore znajdujg si¢ W obrgbie helisy domeny katalitycznej Nudix (Rys. 16B). Niestety,
dostepne struktury krystaliczne nie dajg jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, w jaki
doktadnie sposob przebiega zwigzanie czasteczki mRNA (lub w tym przypadku réwniez
dsRNA) i jej hydroliza.
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Rys. 16. Rozpoznanie struktury kapu przez enzym D9. A) Zblizenie na kieszen wigzaca D9:
7-metyloguanozyna jest stabilizowana oddziatywaniem warstwowym z dwiema resztami
aminokwasowymi: Y158 oraz F54, a wigzania wodorowe (przerywane linie) miedzy D151, E16 i R50
a mostkiem fosforanowym i pierscieniem rybozy dodatkowo stabilizuja pozycje kapu w miejscu wigzania.
B) Post-katalityczna konformacja enzymu ze zwigzanym produktem — zaznaczono cztery reszty kwasu
glutaminowego (E126, E129, E130 oraz E183), ktore sg odpowiedzialne za kataliz¢ reakcji hydrolizy kapu.
(Rysunki zaczerpnieto z [105], strukture t¢ mozna roéwniez znalez¢ w dostepnej on-line bazie danych PDB,
symbol: 7SEZ)

Niedawno wykazano, ze, oprocz kluczowej roli w inicjowaniu degradacji czasteczek
MRNA i dsSRNA, wirusowe enzymy dekapujace stymuluja rowniez selektywna translacje
wirusowego mRNA [108]. Ten znaczacy wptyw D9 i D10 na replikacje wirusa sugeruje,
ze enzymy te mogg sta¢ si¢ waznymi celami dla terapii przeciwwirusowych. Wnikliwe
zbadanie tych enzymow moze pomdc w wyjasnieniu, w jaki sposob wirusy wykorzystuja
swoja maszyneri¢ do unikania wrodzonej odpowiedzi immunologicznej 1 wplywaja
na translacje gospodarza. I chociaz wirus krowianki nie jest patogenny dla cztowieka
to reprezentuje on rodzing duzych wiruséw DNA, w tym wirusow odzwierzecych, ktore
moga przenosi¢ si¢ na ludzi 1 by¢ potencjalnie niebezpieczne. Obawy te wydaja si¢ by¢
w dzisiejszych czasach catkiem realne, o czym dobitnie przekonata ludzko$¢ pandemia
COVID-19 spowodowana wirusem SARS-COV-2. Ponadto, w sierpniu 2024 roku
Swiatowa Organizacja Zdrowia (z ang. World Health Organisation, WHO) juz po raz
drugi w ciagu ostatnich dwoch lat wydata ostrzezenie przed, blisko spokrewnionym
z wirusem krowianki, wirusem malpiej ospy (zang. monkey pox virus, MPXV),

nazywajac go ,,zagrozeniem dla zdrowia publicznego w skali globalne;j”®.

3 Strona internetowa WHO (www.who.int), ,,WHO Director-General declares mpox outbreak
a public health emergency of international concern”,
https://www.who.int/news/item/14-08-2024-who-director-general-declares-mpox-outbreak-a-
public-health-emergency-of-international-concern [dostep: 14.08.2024]
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2.2.4 SCIEZKI KONTROLI JAKOSCI RNA

We wczesniejszych rozdziatach wspomniano juz, ze degradacja mRNA jest
kluczowym mechanizmem regulacji ekspresji genéw i 0pisano najwazniejsze $ciezki,
na ktorych mRNA ulega rozpadowi. U eukariotow wystepuja jednak rowniez bardziej
specyficzne procesy degradacji mRNA, ktore peinig funkcje mechanizméw kontroli
(z ang. mRNA surveillance pathways). Ich glownym zadaniem jest identyfikowanie oraz
eliminowanie wadliwych czasteczek (pre)-mRNA [109]. Nieprawidtowosci w takich
transkryptach obejmujg btedy w sekwencji nukleotydowej, obrobce potranskrypcyjnej
czy strukturze drugorzedowej, czyli niewtasciwym zwijaniu si¢ czasteczek RNA. Trzy
glowne $ciezki  kontroli  jakosci transkryptow mRNA  obejmuja:  NMD
(z ang. nonsense-mediated mRNA decay), NSD (z ang. non-stop mRNA decay) i NGD
(z ang. no-go mRNA decay). Omowig teraz krotko te mechanizmy.

NMD to proces, ktéry wystepuje u wszystkich eukariotdéw, a trzon jego
kompleksu, sktadajacy si¢ z biatek UPF1, UPF2 oraz UPF3, jest silnie zachowany migdzy
gatunkami [110]. Gtéwnym celem NMD jest identyfikacja i degradacja czasteczek, ktore
zawieraja w swojej sekwencji przedwczesne kodony STOP (z ang. PTCs — premature
termination codons) — sg to takie trojki nukleotydow, ktére nie odpowiadajg zadnemu
aminokwasowi 1 sa sygnalem do zakonczenia translacji (UAG, UAA, UGA), ale
wystepuja w ztym miejscu transkryptu. Moga one powstawa¢ w wyniku mutacji,
przesunigcia ramki odczytu, niedoktadnos$ci w procesie inicjacji translacji czy wydtuzenia
fragmentéw 3’UTR. Jesli takie transkrypty ulegalyby translacji, mogtyby produkowac
»wybrakowane” biatka o niepetnej sekwencji 1 co si¢ z tym wiaze, o nieprawidlowych
funkcjach. W fizjologicznych warunkach prawidtowo umiejscowiony kodon STOP
(u ssakow w obrebie 50 nukleotydow od ostatniego egzonu, ale istotna jest rowniez
odlegtos¢ od ogona poli(A)) pozwala na oddzialywanie rybosomu z biatkami obecnymi
w regionie 3> UTR, m.in. PABP oraz oddziatujacych z nim czynnikow eRF1 oraz eRF3
(z ang. eukaryotic Release Factor — eukariotyczny czynnik uwalniajacy nowo powstate
peptydy) i w ten sposob indukuje zakonczenie procesu translacji i uwolnienie rybosomu.

Proces ten jest zaburzony w przypadku nieprawidtowych czasteczek mRNA. Dochodzi
wtedy do zahamowania aktywnosci kompleksu EJC (z ang. exon junction complex). Jest
to biatkowy kompleks, w ktorego sktad wchodzg m.in. biatka UPF3 i ktory przytacza si¢
do nici RNA po procesie splicingu w obrebie 20-24 nukleotydow od kazdego potaczenia
egzonow (exon junction) i po wykonaniu swojego zadania jest nastgpnie wypierany przez
przesuwajacy sie po nici rybosom. W przypadku, kiedy w czasteczce mRNA wystepuje
przedwczesny kodon STOP, kompleks ten jest zablokowany i zostaje wykryty przez
rézne mechanizmy kontroli jakosci komorki i kierowany do degradacji (Rys. 17A). Nie

jest to jednak uniwersalna $ciezka rozpoznawania czasteczek mRNA o nieprawidtowe]
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budowie u eukariotow. W przypadku mRNA niektorych gatunkow zwierzat i drozdzy
(odpowiednio: D.Melanogaster i S.Cerevisiae) oraz ssaczych transkryptow
(np. kodujacych immunoglobuling p), rola kompleksu EJC jest pomijalna, natomiast
wazniejsza rolg odgrywa odlegto$¢ migdzy kodonem STOP a ogonem poli(A) — jesli jest
on umiejscowiony przedwczesnie, odlegtos¢ ta zwigksza si¢ i powstala w ten sposdb

konformacja mRNA z biatkami jest uznawana za nieprawidtows i degradowana.

NSD to z kolejny z mechanizméw kontroli prawidlowosci syntetyzowanych
transkryptow mRNA. Substratami w tej $Sciezce degradacji sa czasteczki, ktére nie
zawierajg kodonu terminacji translacji [45]. Moze by¢ to spowodowane peknigciem nici
W newralgicznym miejscu lub taki kodon STOP moze by¢ umiejscowiony poza ramka
odczytu. Alternatywnym czynnikiem wyzwalajacym te Sciezke degradacji jest

przedwczesna poliadenylacja transkryptu lub nawet zupetny brak ogona poli(A).

Mechanizm ten przebiega wedlug nastepujacego schematu. Rybosom przesuwa si¢
po nici, dobudowujac kolejne aminokwasy do nowego powstajacego polipetydu.
Poniewaz nie napotyka na swojej drodze kodonu STOP, dociera do konca 3> UTR —
miejsce A rybosomu, ktore w trakcie procesu translacji wigze czasteczki
aminoacylo-tRNA z kolejnymi aminokwasami, jest puste i rybosom pozostaje
zblokowany. Do tego miejsca przylacza si¢ nastgpnie C-koniec adaptorowego biatka
Ski7, co powoduje uwolnienie i oddysocjowanie rybosomu, abiatko Ski7 rekrutuje
cytoplazmatyczny kompleks egzosomu oraz kompleks SKI (ztoZzony z trzech biatek —
Ski2, Ski3 oraz Ski8). Wywoluje to deadenylacj¢, a nast¢pnie szybka degradacje
transkryptu mRNA przez egzosom w kierunku 3°—5” (Rys. 17B) [111,112]. Istnieje
réwniez alternatywna Sciezka, w przypadku braku zaangazowania bialka Ski7, ktora
obejmuje degradacic mRNA w kierunku 5°—3’ i zostala ona zaobserwowana
u drozdzy [113].

Ostatnim mechanizmem kontroli jakosci, ktory omowie jest mechanizm ,,No-go”
(NGD). Jego zadaniem jest zapobieganie wigzaniu si¢ czynnikow translacyjnych
do wadliwych transkryptow. Jest to mozliwe przez wykrywanie zablokowanych na nici
mRNA rybosomoéw 1ireakcj¢ hydrolizy endonukleolitycznej takich transkryptow.
Powstate w wyniku tej reakcji fragmenty sa dalej degradowane przez egzosom oraz
egzonukleaze XRN1 (Rys. 17C) [114]. Ze wszystkich opisanych tu $ciezek kontroli
jakosci ta jest najmniej poznana, do tej pory nie udato si¢ zidentyfikowa¢ chociazby
endonukleaz, ktore biora w niej udzial. Wiadomo natomiast, Zze pierwsza hydroliza
wymaga dziatania Dom34 oraz Hbs1, biatek spokrewnionych z czynnikami eRF1 i eRF3,
co sugeruje, ze mogg one oddziatywac bezposrednio z zablokowanym rybosomem.

Co wiecej, Hbsl wykazuje réwniez podobienstwo do biatka Ski7, ktore utatwia
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uwolnienie rybosomu z konca 3’ w mechanizmie NSD, co pozwala przypuszczac,
ze Hbs1 pelni podobna funkcje.
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Rys. 17. Eukariotyczne $ciezki kontroli jakosci RNA. A) Mechanizm NMD. Kompleks EJC potaczony
znowo powstatym transkryptem RNA jest transportowany do cytoplazmy. Rozpoczyna si¢ translacja, ktora
zostaje zatrzymana, kiedy rybosom napotyka przedwczesny kodon STOP (PTC). Nastepuje kaskada
sygnatéw (zwiazana z przylaczeniem biatkowego kompleksu SURF), ktora ostatecznie prowadzi do
degradacji nieprawidtowej czasteczki RNA. B) Mechanizm NSD. Translacja transkryptoéw pozbawionych
kodonow STOP skutkuje zablokowaniem rybosomu na ogonie poli(A). Przytaczone biatko Ski7 uwalnia
rybosom, a nastgpnie rekrutuje egzosom, ktory degraduje mRNA. W alternatywnej $ciezce
zaobserwowanej u drozdzy brak zaangazowania biatek Ski7 oraz PABP skutkuje degradacja mRNA
w kierunku 5°—3’. C) Mechanizm NGD. Zablokowanie rybosomu w otwartej ramce odczytu
uniemozliwia zwigzanie czynnikoéw translacyjnych. Przylaczone bialka Dom34 oraz Hbsl inicjuja
endonukleolityczna hydroliz¢ nici mMRNA, a niezabezpieczone konce powstatych fragmentow ulegaja
degradacji przez egzosom i XRN1. Rysunek zaczerpnigto z [45].
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2.3 TERAPEUTYCZNE ZASTOSOWANIE MRNA

Idea zastosowania kwasow nukleinowych w terapii pojawita si¢ na poczatku lat
90 XX wieku. Za pioniera terapii genowej uznaje si¢ Jona A. Wolffa z Uniwersytetu
Wisconsin, ktory w swojej pracy opublikowanej w Nature po raz pierwszy zastosowat
syntetyczne mRNA oraz plazmidowe DNA i udowodnil, ze ulega ono translacji
w myszach, produkujac pozadane biatko [115]. Ze wzglgedu na mniejsza trwatos¢ MRNA
w porownaniu do jego dwuniciowego brata, obawy zwigzane z jego immunogennoscia,
w kolejnych latach szerzej rozwijano terapie oparte na DNA i innych rodzajach RNA
(Rys. 18). Niemniej jednak, caly czas pojawiaty si¢ rOwniez prace, ktore byly kolejnymi
dowodami na dzialanie mRNA i pokazywaty r6znorodno$¢ jego zastosowania.

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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Rys. 18. Rozwaj technologii terapeutycznych opartych na kwasach nukleinowych (na podstawie [116]
oraz [117]).

MRNA — informacyjny RNA moze znalez¢ swoje zastosowanie w wielu gateziach
terapii — zard6wno w leczeniu, jak i prewencji roznych chordb. Idea dziatania
terapeutykow opartych na mRNA polega na dostarczeniu do komorki czgsteczki
syntetycznego mRNA kodujacego odpowiednie biatko lub antygen, ale doktadny modus
operandi rozni si¢ w zaleznosci od konkretnego zastosowania (Rys. 19). W przypadku
szczepionek wirusowych podanie  mRNA kodujacego jakies wirusowe Dbiatko
ma za zadanie imitowac infekcjg, a nastepnie wyindukowac¢ odpowiednig komorkowa
i humoralng odpowiedZz immunologiczng [118]. Podobny schemat obserwujemy dla tzw.
szczepionek onkologicznych. Gtownym celem immunoterapii przeciwnowotworowej
jest pobudzenie odpornosci przeciwnowotworowej gospodarza oraz modyfikacje
mikro$rodowiska guza, co prowadzi do jego zmniejszenia i wydtuzenia przezycia
pacjentow [119]. Natomiast w przypadku leczenia r6znych choréb na zasadzie biatkowe;j
terapii zastgpczej (z ang. protein replacement therapy), terapeutyczny mRNA koduje
biatko, ktérego w komorce pacjenta brakuje lub ktorego funkcjonalnos¢ jest uposledzona,

i zapewnia jego funkcjonalng translacj¢ [120].
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Rys. 19. Zasada dzialania terapeutykéw mRNA (rysunek na podstawie [121].

Technologia mRNA niesie za sobg wiele zalet. Do jednej z gtownych mozemy
zaliczy¢ fakt, 1z, w przeciwienstwie do DNA, syntetyczne mRNA nie musi by¢
wprowadzone do wnetrza jadra komorkowego, zeby zachowac swoja funkcjonalnosé
i ulega¢ translacji. Co wigcej, nie wystgpuje tutaj integracja Syntetycznego mRNA
z genomem gospodarza, co eliminuje ryzyko niepozadanych mutacji i nieodwracalnych
zmian w genomie, mogacych prowadzi¢ do stanow chorobowych, a co jest istotng wada
terapii opartych na DNA. Innym atutem zastosowania czasteczki mRNA w terapii jest to,
ze ze wzgledu na swoja ,,nietrwalo$¢” jest ona aktywna tylko przez skonczony czas oraz
fakt, Ze jest catkowicie degradowana na drodze fizjologicznych szlakow metabolicznych
i nie wytwarza szkodliwych czy toksycznych produktow przemiany materii. Dodatkowo,
zastosowanie mRNA niweluje problemy z ewentualng obrobka potranslacyjng biatek,
poniewaz bialko powstaje z wykorzystaniem komorkowego aparatu translacyjnego
I podlega wszystkim naturalnym modyfikacjom, ktore zachodza po tym procesie. Nie bez
znaczenia sg oczywiscie rowniez wzgledy finansowe — produkcja wysokiej jakosci
MRNA jest stosunkowo tania i szybka w poréwnaniu do produkcji lekow biatkowych,
ktore technologia MRNA mogtaby zastapi¢. Wszystkie te czynniki sprawiaja, ze mMRNA
jest bardzo obiecujagcym kierunkiem we wspodlczesnej medycynie. Niewatpliwie
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pandemia wirusa SARS-COV-2 (z ang. severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2; drugi koronawirus ci¢zkiego ostrego zespotu oddechowego), ktora
wybuchta pod koniec 2019 roku znacznie przyspieszyla prace nad wdrozeniem
technologii terapeutycznego mRNA do praktyki. Zaowocowato to zatwierdzeniem przez
FDA (z ang. Food and Drug Administration, Agencja Zywnosci i Lekéw) w 2021 dwéch
preparatbw  opartych na mRNA — szczepionek firmy Pfizer-BioNTech
(BNT162b2/Comirnaty®) [122] oraz Moderna (mMRNA-1273/Spikevax®) [123], ktore

wykazaty ponad 94% skuteczno$¢ w trzeciej fazie badan klinicznych.

Oczywiscie, technologia mRNA nie jest bez wad i naukowcy rozwijajacy
te technik¢ muszg si¢ mierzy¢ z szeregiem problemoéw. Stojg oni glownie przed dwoma
wyzwaniami. Pierwszym jest stosunkowo krotki czas trwania czasteczki mRNA, co moze
by¢ interpretowane zarowno jako wada, jak i zaleta (co zostalo wyjasnione w poprzednim
akapicie). Jednakowoz, w wigkszosci przypadkow bardziej pozadane jest wydluzenie
czasu zycia terapeutycznego mRNA i nadanie mu odpornos$ci na degradacj¢ przez RNazy,
ktore sg obecne zarowno w przestrzeni pozakomorkowej, jak i wewnatrz komorki.
Probuje si¢ to osiggng¢ wprowadzajac roznego rodzaju chemiczne modyfikacje
do struktury mRNA. Drugim czynnikiem jest immunogenno$¢ ,,obcego” RNA, ktore jest
rozpoznawane przez endosomalne i cytoplazmatyczne receptory nieswoistej odpowiedzi
odporno$ciowej organizmu gospodarza oraz inne sensory kwasow nukleinowych, ktore
sag obecne w komoérce. Innym dos$¢ istotnym wyzwaniem dla naukowcow jest
opracowanie wydajnej i skutecznej metody dostarczania RNA do komorki. Ze wzgledu
na swo] fadunek wynikajagcy z ujemnie natadowanego szkieletu fosforanowego,
czasteczka mRNA nie jest w stanie przekroczy¢ bariery w postaci dodatnio naladowane;
blony komoérkowej. Wazng kwestig jest rowniez miejsce dostarczenia mMRNA — pozadana
bytaby mozliwos¢ wprowadzenia mRNA do okreslonych komorek lub tkanek. Obecnie
najbardziej obiecujgcymi strategiami dostarczania MRNA do komorki wydajg sie
nanoczastki lipidowe (z ang. LNP — lipid nanoparcticles), polimery, replikony na wzor
wirusowych replikonéw czy peptydy [118].

Nieco inna, ale bardzo cickawg strategig jest wykorzystanie mRNA w polgczeniu
ze stosowanym w biotechnologii systemem edycji genow CRISPR/Cas9. CRISPR
(z ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) to krotkie,
zgrupowane i powtarzajace si¢ regularnie palindromiczne sekwencje genetyczne obecne
w genomie. Razem z biatkami z rodziny Cas (z ang. CRISPR associated protein) tworza
one naturalny mechanizm nabytej odpornosci wystepujacy u wigkszo$ci archeondow
I wielu bakterii [124,125]. Polega on na integrowaniu z wlasnym genomem fragmentow
obcego materiatu genetycznego pochodzacego od patogenow, np. bakteriofagéw czy
wirusOw, co w razie pozniejszej ponownej infekcji umozliwia szybkie rozpoznanie

i unieszkodliwienie intruza. Fragmenty te ulegajg transkrypcji, tworzac niewielkie
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czasteczki crRNA (z ang. CRISPR RNA), ktore naprowadzaja odpowiednie biatka Cas
na komplementarng sekwencje w egzogennych kwasach nukleinowych w wyniku czego
dochodzi do dwuniciowych pgknie¢ w obcych czasteczkach DNA Iub RNA
(z ang. double-stranded break, DBS) oraz ich wyciszenia (interferencji). Sposrod
kilkunastu wariantéw tego systemu wystepujacych u prokariotdéw, naukowcy
zaproponowali jeden z nich, CRISPR/Cas typu Il, jako kandydata na zastosowanie
w inzynierii genetycznej [126]. Niewatpliwg zaletg tego wariantu jest fakt, ze za
hydroliz¢ odpowiada jedna tylko endonukleaza Cas9. Posiada ona dwie domeny
nukleolityczne: HNH odpowiada za cigcie nici komplementarnej do sekwencji crRNA,
natomiast RuvC — drugiej nici obcego materialu genetycznego. Udalo si¢ w ten sposob
skonstruowa¢ narzedzie, ktore pozwala na bardzo precyzyjng edycje genomu danego
organizmu. Bylo to osiagnigcie tak przelomowe, ze zostato ono uhonorowane Nagroda
Nobla w dziedzinie chemii w 2020 roku.

Cas9

LCLLL UL
3 / HNH\
T
o LLLLLLUU LT

|
|
Genomowe DNA \ /
|||||||||||||||||||

Rqu

Dwuniciowe peknigcie DNA (DSB)

Rys. 20 Mechanizm dzialania systemu edycji genéw CRISPR/Cas9. System CRISPR/Cas9 sklada si¢
z dwoch elementow - czasteczki sgRNA (z ang. single guide RNA) oraz endonukleazy Cas9, ktore tworza
razem kompleks odpowiedzialny za rozpoznanie i degradacj¢ docelowego DNA (cho¢ istnieje rowniez
mozliwosé¢ hydrolizy RNA). sgRNA zawiera w swojej strukturze fragment komplementarny do docelowej
sekwencji DNA na koncu 5’ oraz fragment odpowiadajacy za wigzanie z Cas9 na koncu 3°. Za rozpoznanie
i przylaczenie kompleksu CRISP/Cas9 do DNA odpowiada trzynukleotydowy motyw PAM (z ang.
Protospacer Adjacent Motif), nastepnie Cas9 rozplatuje dwuniciowg helise, umozliwiajgc hybrydyzacje
migdzy sgRNA a DNA i przecina obie nici genomowego DNA, powodujac dwuniciowe peknigcia (DSB).
Rysunek zaczerpnigto z [127].

55



Metoda ta ma jednak swoje ograniczenia, ktore limituja jej szersze zastosowanie
w medycynie. Jednym z nich jest sposob dostarczenia komponentow CRISPR/Cas9
do komorek, a w szczegodlnosci drugiego z nich. Cas9 moze by¢ dostarczony do komorek
w formie DNA, mRNA lub biatka. Wykorzystanie w tym celu mRNA eliminuje
problemy zwigzane z koniecznos$cig dostarczenia go do jadra komoérkowego
I mozliwo$cig wystgpowania niepozgdanych mutacji jak w przypadku DNA, czy
obawami zwigzanymi z powaznymi reakcjami immunologicznymi, ktore moga wywotac
endotoksyny pochodzace z bakteryjnego bialka, nie wspominajagc o koniecznos$ci
dostarczenia do komorek tak duzego biatka w niezmienionej formie. Do atutow mRNA
nalezy rowniez jego stosunkowo krotki czas trwania w komorce stanowigcy naturalne
ograniczenie nadekspresji endonukleazy, ktéra w zbyt duzej ilosci mogtaby powodowac
dzialania niepozadane, takie jak niespecyficzne cigcie genomu komodrkowego.
W potaczeniu z nanoczastkami lipidowymi mRNA stanowia §wietng i przede wszystkim

bezpieczng alternatywe, ktora mogtaby rozwigza¢ wymienione tu ograniczenia.

Ostatnio duzg popularno$¢ W projektowaniu terapeutykéw opartych na RNA
zyskuje rowniez podejscie z wykorzystaniem tzw. samo-powielajacego si¢ RNA, saRNA
(z ang. self-amplifying RNA), czy cyrkularnego RNA, circRNA (z ang. circular RNA)
(Rys. 21). Stanowig one niejako alternatywe dla mMRNA, eliminujac jednoczes$nie czes$é
ograniczen wynikajacych z krotkiego czasu zycia czasteczki mRNA w komorce.
Pierwsza strategia taczy konwencjonalne mRNA kodujace odpowiedni antygen
z dodatkowym fragmentem, pochodzacym z genomu alfawirusa (badz innego z rodziny
wiruso6w o dodatniej polarnosci RNA), ktory jest odpowiedzialny za ciagla replikacje
materialu genetycznego wewnatrz komorki. Wynika z tego bardzo istotna zaleta —
terapeutyki oparte na saRNA charakteryzuja si¢ zwigkszong i diuzsza ekspresja
kodujacego antygenu, co przektada si¢ na mozliwo$¢ zastosowania nizszej dawki niz
w przypadku konwencjonalnego mRNA i wynikajacej z tego bezpieczniejszej
immunizacji [128]. Wyniki badan z ostatnich lat zdaja si¢ potwierdza¢ ten wysoKi
potencjat terapeutykow opartych na saRNA w leczeniu nowotworéw czy chordb
0 podtozu wirusowym, pasozytniczym i bakteryjnym [129-133]. Z kolei cyrkularny RNA
to nieco odmienne, ale rownie ciekawe podejscie terapeutyczne. S3 to czasteczki
niekodujacego RNA, ktorych konce 5’ oraz 3’ s3 kowalencyjnie zwigzane 1 tworzg
strukture petli. Dzigki temu sg odporne na dziatanie egzonukleaz i wykazuja wigksza
stabilno$¢ niz liniowe RNA [117]. Do tej pory w literaturze opisuje si¢ gtdownie ich
potencjalne zastosowanie jako ,,gabki miRNA” (ang. miRNA sponges) — w sSwojej
strukturze zawieraja one miejsca wigzania miRNA, blokujac tym samym ich
oddziatywanie z docelowa sekwencja mRNA [134,135]. Jednakze ostatnio zaczgly
pojawia¢ si¢ prace, w ktorych podjeto proby zaimplementowania tej strategii
do stworzenia cyrkularnego mRNA, ktore ulegatoby translacji wewnatrz komorki
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na zasadzie niekanonicznej (niezaleznej od kapu) translacji z wykorzystaniem sekwencji
IRES (z ang. internal ribosome entry site; wewngtrzne miejsce wigzania
rybosomu) [136-139].

A mRNA
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kodujaca
s s translacja —J
5 UTR FUTR t
\AAA » funkcjonalne biatko
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> O .
B saRNA sekwencija / -) . y
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5’ CSE 3’ CSE translacja 4 translacja J
._ AAAA =————ep wirusowa =" ‘unkcjonalne bialko
polimeraza amplifikacja RNA
m'G
C circRNA

—

translacja zalezna od IRES }
—-
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Rys. 21. Zasada dzialania terapeutykow mMRNA, sarna oraz circRNA na przykladzie bialkowej
terapii zastepczej. A) Konwencjonalna czasteczka MRNA zawierajaca sekwencje kodujaca okre§lone
biatko ulega translacji za posrednictwem rybosomoéw, produkujac funkcjonalne biatko. Swoja role petni
maksymalnie kilka godzin, a nastgpnie jest degradowana. B) Czasteczka SaRNA oprocz sekwencji
biatkowej zawiera rowniez fragment genomu wirusowego, ktory koduje biatka wirusowe, tworzace
kompleks polimerazy RNA zaleznej od RNA, ktdrej zadaniem jest powielenie docelowych transkryptow.
Wazng role odgrywaja flankujace sekwencje CSE (z ang. conserved sequence elements), ktore sa
rozpoznawane przez polimeraze i inicjujg amplifikacje docelowego RNA, ktore nastepnie ulega translacji.
W rezultacie dochodzi do zwigkszonej produkcji docelowego biatka w porownaniu do czasteczki mRNA.
C) Czasteczka circRNA moze ulega¢ w komorkach alternatywnej translacji niezaleznej od obecnos$ci kapu
z wykorzystaniem sekwencji IRES (z ang. internal ribosome entry site). Ze wzgledu na kolista forme jest
bardziej stabilna niz czasteczka mRNA — jej czas zycia w komorce jest kilkukrotnie dtuzszy, w wyniku
czego jest w stanie duzo efektywniej produkowa¢ docelowe biatko.

Coraz wigksza wiedza na temat kwasow rybonukleinowych i ich funkcji
przyczynila si¢ do rozwoju wszystkich opisanych powyzej strategii terapeutycznych
wykorzystujacych czasteczke RNA. Terapie te w szczegolnosci daja nadzieje chorym
cierpigcym na choroby, na ktore wspotczesna medycyna nie jest w stanie znalezé
skutecznego leku. Leki oparte na RNA mogg bowiem oddziatywa¢ na rézne cele
terapeutyczne: genom (DNA), transkrypty (RNA) czy bialka, co pozwala na ich
zastosowanie w naprawde szerokim spektrum jednostek chorobowych. A wciaz rosngca
liczba terapeutykow opartych na RNA w zaawansowanej fazie badan klinicznych
ostatecznie $wiadczy o ich ogromnym potencjale terapeutycznym.
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2.4 BADANIE ODDZIALYWAN W UKLADACH BIOLOGICZNYCH

Wedhug stownika jezyka polskiego PWN uktad definiuje si¢ jako ,,calos¢
sktadajacag si¢ z powigzanych wzajemnie elementow”. Jesli te wzajemne powigzania
nazwiemy oddzialywaniami to ptynnie przechodzimy do uktadow biologicznych.
Uktadem biologicznym, chyba najbardziej ztozonym i skomplikowanym jaki istnieje, jest
organizm czlowieka, ale uktadem biologicznym jest tez biatko z ligandem znajdujace si¢
w buforze w kuwecie pomiarowej. | tak, badanie takich prostych oddzialywan dostarcza
nam niezwykle cennych informacji na temat funkcjonowania wyzszych struktur. Nie jest
bowiem mozliwe zrozumienie dziatania bardziej ztozonych uktadéw, takich jak komorki,
narzady, czy wreszcie caly organizm bez zrozumienia istoty tych fundamentalnych
oddziatywan jakie zachodza na poziomie makromolekut czy nawet pojedynczych

atomow.
2.4.1 SPOSOBY OPISYWANIA ODDZIALYWAN BIALKO-LIGAND

Biatka pelnia w organizmie szereg roznych funkcji — stanowig rusztowanie
komorek i tkanek, transportujg sktadniki w Krwioobiegu, biorg udzial w reakcjach
biochemicznych, pelnig role przekaznikéw sygnatowych czy chronig organizm przed
patogenami. Stad niezwykle waznym rodzajem oddziatywan sa interakcje, jakie
wystepuja miedzy biatkami a innymi (makro)molekutami. Szczegdlnie istotne
z perspektywy  projektowania  nowych lekéw sa  oddzialywania  bialek
z matoczasteczkowymi ligandami i proba poznania ich mechanizméw biochemicznych.
Z fizycznego punku widzenia mozemy opisac te oddziatywania za pomocg odpowiednich
wielkos$ci fizycznych. Dynamik¢ wigzania si¢ ze sobg dwoch molekut w stanie wolnym
— biatka (P) i liganda (L) - mozemy opisa¢ w ten sposob:

k.

on

P+L

. PL,

of
gdzie PL oznacza kompleks biatka z ligandem, a kon Oraz Kosf to state szybkosci
odpowiednio asocjacji (wigzania) i dysocjacji (,,odwigzania”, czyli rozpadu) kompleksu.
W stanie rownowagi szybko$¢ tworzenia si¢ kompleksu jest rowna szybkosci jego
rozpadu, a parametry te wyraza si¢ jako iloczyn stezen odpowiednich sktadnikoéw
kompleksu i odpowiadajgcych im statych szybkosci:

kon[P][L] = koff[PL]a

gdzie kwadratowe nawiasy reprezentuja st¢zenia odpowiednich sktadnikéw tworzacych
kompleks w stanie rownowagi: [P] — stezenie wolnego biatka, [L] — stezenie wolnego
liganda, [PL] — stezenie kompleksu biatko-ligand. To juz bezposrednio prowadzi
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do wprowadzenia wielkosci fizycznej jaka jest stala asocjacji (wigzania), Kas, ktora

charakteryzuje powinowactwo liganda do biatka i jest wyrazona wzorem:
k [P][L]

K = —on _— = K_l’
AS koff [PL] D

gdzie Kp to stata dysocjacji kompleksu. Im wigksza warto$¢ Kas (i mniejsza Kp), tym
silniejsze oddziatywanie migdzy biatkiem a ligandem.

W kontekscie identyfikowania nowych lekow za pomoca réznego typu testow
laboratoryjnych mozemy wyr6zni¢ jeszcze dwa parametry, ktore stosuje si¢ do okreslenia
kompleksu biatko-ligand. Mowa tu o parametrach ECso/ICso, ktore charakteryzuja
aktywno$¢ farmakologiczng (biologiczng) danego liganda wzgledem celu
terapeutycznego (w tym przypadku biatka). ECso (z ang. half maximal effective
concentration — potowa maksymalnego st¢zenia efektywnego) to stezenie liganda, ktore
indukuje okreslong odpowiedz biologiczng w 50%. Z kolei parametr I1Cso (z ang. half
maximal inhibitory concentration — potowa maksymalnego st¢zenia inhibitora) odnosi si¢
stricte do uktadow enzym-inhibitor i oznacza takie st¢zenie zwiagzku, ktore hamuje

aktywno$¢ tegoz enzymu o potowe.
2.4.2 METODY BADAN ODDZIALYWAN BIALKO-LIGAND

W poprzednim podrozdziale przedstawiono parametry, przy uzyciu ktorych
W sposob iloSciowy mozna opisa¢ oddziatywania pomigdzy biatkiem a ligandem.
Natomiast w tym rozdziale zaprezentowane zostang wybrane metody biofizyczne, przy
uzyciu ktérych mozna je skwantyfikowac. Metody te charakteryzuja oddziatywania pod

katem roznych wlasciwosci I mechanizmow fizykochemicznych.

Za pomocg technik kalorymetrycznych takich jak izometryczna kalorymetria
miareczkowa [140] (ITC, z ang. isothermal titration calorimetry) czy skaningowa
kalorymetria réznicowa [141] (DSC, z ang. differential scanning calorimetry) mozemy
z powodzeniem badaé¢ oddzialywania biatek z innymi molekutami, a na podstawie
uzyskanych danych termodynamicznych mozliwe jest wyznaczenie, np. molowej entalpii
(4H) czy entropii wigzania (4S) biatka z ligandem. Obie techniki bazuja na pomiarze
efektow cieplnych, ktore zachodza pod wptywem tworzenia si¢ kompleksu biatko-ligand.
Sa wiec bardzo uniwersalne i moga by¢ wykorzystane do badania wigkszosci reakcji.
W eksperymencie ITC miareczkuje si¢ biatko (analit) porcjami liganda (titrant)
w okreslonych odstgpach czasu, co skutkuje uwolnieniem lub pochtonigciem ciepta, ktére
jest mierzone. Z kolei DSC to technika, w ktorej mierzy si¢ zmiany cieplne zachodzace

w badanym uktadzie przy kontrolowanym wzroscie (lub spadku) temperatury.
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Inne metody charakteryzuja zmiany strukturalne, jakie zachodza pod wplywem
potaczenia si¢ dwoch wolnych molekul w jeden kompleks - do takich zaliczamy
np. spektroskopie jadrowego rezonansu magnetycznego [142] (NMR, z ang. nuclear
magnetic resonance), mikroskopi¢ krioelektronowa [143] (cryo-EM, z ang. cryogenic
electron microscopy), czy krystalografic rentgenowska [144] (zang. X-ray
crystallography). Ostatnia z nich praktycznie zdominowata biologi¢ strukturalng na
kilkadziesiat lat, poczawszy od potowy XX wieku, kiedy to po raz pierwszy okreslono
doswiadczalnie struktury biatek, mioglobiny i hemoglobiny [145,146]. Krystalografia
rentgenowska polega na badaniu krysztalow bialek lub kompleksow biatko-ligand
za pomoca dyfrakcji promieni X. Pozwala ona okre$li¢ strukture takiego oddziatywania
na poziomie atomowym. Znacznym ograniczeniem tej metody jest jednak konieczno$é
otrzymania stabilnego monokrysztatu badanego kompleksu, co dla niektorych biatek nie
zawsze jest mozliwe. Spektroskopia NMR eliminuje ten problem, umozliwiajac badanie
kompleksow biatkowych w roztworze. Wykorzystuje ona wlasciwosci magnetyczne
jader atomowym o niezerowym spinie, takich jak *H, *3C czy '°F, i pozwala wyznaczy¢
ich potozenie wzgledem siebie. Wymaga ona jednak dos¢ duzych stgzen badanych biatek,
musza one tez by¢ stabilne, gdyz pomiary potrafig trwac kilka godzin. Dodatkowo,
metoda ta nadaje si¢ najlepiej do badania niewielkich biatek, do 20 kDa. Jeszcze inne
podejscie stosuje sie¢ w metodzie cryo-EM, gdzie badang probke zamraza si¢ w pehni
uwodnionym stanie w temperaturze -180°C (zazwyczaj w ciekltym etanie), a nastgpnie
obrazuje ja przy uzyciu mikroskopii elektronowej. Dzi¢ki tej technice mozna analizowacé
probki w ich naturalnym stanie, a takze monitorowa¢ dynamike oddziatywah migdzy

czasteczkami.

Jeszcze inne metody skupiajg si¢ na okre$leniu kinetyki wigzania kompleksu
biatko-ligand — tu pomocna moze okazaé si¢ technika powierzchniowego rezonansu
plazmonowego (SPR, z ang. surface plasmon resonance). Wykorzystuje si¢ w niej
zjawisko indukowanego $wiattem wzbudzania oscylacji elektronow przewodzacych
(tzw. plazmonoéw) w metalowej ptytce — warunkiem wystapienia SPR jest odpowiednia
energia fali elektromagnetycznej padajacej na ptytke, ktora jest rowna energii drgan
oscylacyjnych plazmonoéw oraz odpowiedni kat padania $wiatla (tzw. kat rezonansowy,
kat SPR), dla ktorego wystepuje obserwowalne tlumienie mocy sygnalu odbitego.
Okazuje si¢, ze nawet niewielkie zmiany na powierzchni ptytki - sensora skutkuja
mierzalng zmiang wspotczynnika zalamania §wiatta, co zostato wykorzystane do pomiaru

oddzialtywan receptorow z ligandami [147].

Warto réwniez wspomnie¢ o szeregu réznych metod bazujacych na pomiarach
intensywnos$ci fluorescencji. Jedng z nich jest miareczkowanie fluorescencyjne
zsynchronizowane czasowo (z ang. time synchronized fluorescence quenching titration,
tsFQT). Wykorzystuje sie w niej naturalng fluorescencj¢ biatka wynikajaca z obecnosci
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reszt tryptofanowych, tyrozynowych oraz fenyloalaninowych oraz monitorowanie jej
wygaszania na skutek wigzania z ligandem. Pomiar polega na dodawaniu w okreslonych
odstgpach czasu matych porcji liganda do biatka (lub na odwro6t) i pomiarze emisji
fluorescencji biatka. Metoda ta pozwala na wyznaczenie wartosci statych asocjacji
tworzacych si¢ kompleksow biatek z ich ligandami i z powodzeniem stosowana jest
do badania oddziatywan biatek rozpoznajacych struktur¢ kapu, jak eIF4E [148] czy
DcpS [149]. Innym przyktadem techniki biofizycznej opartej na pomiarze zmian
fluorescencji jest termoforeza mikroskalowa (z ang. microscale thermophoresis, MST).
Daje  ona mozliwo§¢  monitorowania  ukierunkowanego ruchu  molekut
w mikroskopowym gradiencie temperaturowym (zjawisko termoforezy). Gdy badana
czasteczka wyznakowana fluorescencyjnie (np. biatko) tgczy si¢ z inng czasteczka
(np. ligandem), zmieniajg si¢ jej wlasciwosci — moze to by¢ rozmiar, tadunek czy
np. entropia solwatacyjna czasteczki/kompleksu — wpltywa to na jej ruch
termoforetyczny, co powoduje mierzalne zmiany sygnatu fluorescencji. MST to metoda
bardzo czula, pozwalajaca wyznaczy¢ stata dysocjacji tworzacego si¢ kompleksu
w duzym zakresie stgzen. Zuzywa réwniez mate iloSci materiatu i pozwala bada¢ nie
tylko oddziatywania miedzy biatkiem a matoczasteczkowym ligandem [150,151], ale
nadaje si¢ rowniez do analizowania roznych typow interakcji takich jak
biatko-biatko [152] czy biatko-kwas nukleinowy [153].

Wszystkie opisane powyzej metody idealnie nadajg si¢ badania oddziatywan
miedzy biatkiem a ligandem (przez pojecie liganda rozumie si¢ kazda molekute, ktora
wiaze si¢, w tym przypadku, z biatkiem — moze to by¢ zaré6wno substrat, aktywator,
jak i inhibitor). Pozwalajg one w sposob bardziej doktadny przeanalizowaé i zrozumieé
dang interakcje, nawet na poziomie molekularnym. Jednak w przypadku poszukiwania
inhibitor6w danego enzymu, szuka si¢ raczej metod, ktore umozliwig monitorowanie
reakcji enzymatycznej, np. zmiang¢ kinetyki reakcji na skutek zwigzania si¢ enzymu
z inhibitorem.

Przyktadem takiej metody moze by¢ znakowanie radioaktywne, ktore jest czgsto
stosowane do badania aktywnosci enzyméw dekapujacych i identyfikacji ich
inhibitorow [56,92,154-156]. Znakowaniu izotopem fosforu-32, 3P, poddaje si¢ substrat
badanego enzymu (a doktadniej fosforan przy m’G w czasteczce RNA lub analogu kapu,
np. m’GpppG) i inkubuje z enzymem. Pobierajac niewielkie porcje reakcji w okreslonych
punktach czasowych, mozliwe jest Sledzenie postepu degradacji substratu w czasie.
Wykorzystuje si¢ w tym celu chromatografie cienkowarstwowsg, TLC (z ang. thin layer
chromatography) na ptytkach celulozowych modyfikowanych polietylenoiming, PEI
(zang. polyethylenimine) lub elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym, PAGE
(z ang. polyacrylamide gel electrophoresis), a nastgpnie obrazowanie ptytki lub
utrwalonego zelu z rozwinigtymi produktami reakcji metoda autoradiografii. W ten
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sposob mozna rowniez bada¢ wptyw réznych zwigzkéw na postep hydrolizy substratu
i tym samym identyfikowa¢ inhibitory enzymu.

Inng technikg wykorzystywang do $ledzenia postepu reakcji enzymatycznej jest
wysokosprawna chromatografia cieczowa, HPLC (z ang. high-performance liquid
chromatography) [157,158]. Testowane probki zawierajagce zarOwno substraty, jak
| produkty, nanoszone sg na kolumne chromatograficzng w strumieniu cieklej fazy
ruchomej i oddziatujg ze ztozem kolumny, ulegajac separacji ze wzgledu na rdznice
w hydrofobowos$ci, po czym sa wymywane gradientem odpowiedniego buforu.
W przypadku analizowania zwigzkéw pochodzenia nukleotydowego stosuje sie uktad,
w ktorym faza stacjonarna (zloze kolumny) jest mniej polarna niz faza ruchoma
I nazywamy jg zwyczajow0 wysokosprawng chromatografia cieczowa w uktadzie faz
odwroconych, RP-HPLC (z ang. reversed-phase high-performance liquid
chromatography) [159]. Substancje eluuja wtedy z kolumny w kolejnosci od najbardziej
polarnych (najmniej hydrofobowych), a ich detekcja odbywa si¢ przez rejestrowanie
promieniowania przechodzgcego przez probke (pomiar absorpcji) lub emitowanego z niej
(pomiar fluorescencji). W ten sposoéb mozna obserwowac postep reakcji enzymatycznej
W Czasie — zmniejszanie si¢ intensywnosci sygnatu pochodzacego od substratu i wzrost
sygnatu pochodzacego od produktu/produktow oraz wptyw innych zwigzkdéw na kinetyke
reakcji.

Opisane powyze] metody maja jednak szereg ograniczen. PO pierwsze,
nie pozwalaja one $ledzi¢ przebiegu reakcji enzymatycznej w czasie rzeczywistym.
Monitorowanie reakcji odbywa si¢ juz post factum. Po drugie, sa one dos¢ czasochtonne
I matoprzepustowe — mozliwe jest analizowanie tylko jednej lub maksymalnie kilku
reakcji w jednym czasie. Przystosowanie ich do formatu wysokoprzepustowego jest
czesto niemozliwe, a na pewno nietrywialne. Zastosowanie w tym celu technik opartych
na zjawisku fluorescencji wydaje si¢ eliminowaé te niedogodnosci. Wspomniano juz
0 zastosowaniu metod fluorescencyjnych do badania oddziatywan typu biatko-ligand.
Stosuje si¢ je réwniez do wizualizacji obiektow biologicznych i lokalizacji czasteczek
w komoérkach. Smiato mozna stwierdzi¢, ze stanowia one niezwykle cenne narzedzie
W rozumieniu procesOw biologicznych zachodzacych w komorkach. Mnogosé
dostepnych znacznikow fluorescencyjnych o réznych parametrach i mechanizmach
dziatania pozwala na ich zastosowanie wtasciwie w dowolnym uktadzie pomiarowym,
co znajduje odzwierciedlenie w licznych pracach naukowych opisujacych zastosowanie
fluorescencji w biologii molekularnej.
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2.5. METODYKA BADAN

Tematem niniejszej rozprawy doktorskiej jest wykorzystanie metod
biofizycznych do identyfikacji 1 charakterystyki inhibitoréw dwoch enzymow
zaangazowanych w degradacj¢ konca 5 mMRNA. W ponizszym podrozdziale zostang
zatem omoéwione podstawy teoretyczne technik, ktore sg istotne z punktu widzenia tej
rozprawy.

2.5.1. METODY SPEKTROSKOPOWE OPARTE NA POMIARZE INTENSYWNOSCI
FLUORESCENCJI (FLINT)

Spektroskopia emisyjna jest jednym z podstawowych narzedzi badawczych
uktadow biologicznych, chociazby ze wzgledu na swojg wysoka czutos¢ i selektywnosc.
Opiera si¢ ona na zjawisku fotoluminescencji, ktore polega na emisji fotonéw przez
wzbudzone atomy lub czasteczki, co jest zwigzane z przejSciem promienistym
elektronéw z jednego ze stanéw wzbudzonych (Si1,S»,...) do stanu podstawowego (So)
lub do nizszego stanu wzbudzonego (wszystkie procesy zachodzace migdzy absorpcja

a emisja $wiatla $wietnie ilustruje diagram Jabtonskiego, Rys. 22).

Ze wzgledu na naturg¢ stanu wzbudzonego oraz czas trwania luminescencji
mozemy ja podzieli¢ na fosforescencje ($rednie czasy zycia >107 s), dla ktorej stan
wzbudzony jest trypletowy (T1), co oznacza, ze wystepujg w nim niesparowane elektrony
(o tej samej orientacji spinu co elektron w stanie podstawowym) oraz fluorescencj¢ (czasy
zycia rzedu 108 s), gdzie emisja zachodzi ze wzbudzonego stanu singletowego (S),
naktorym spiny elektronow sg sparowane ze spinami elektronéw w stanie
podstawowym. |to wiasnie fluorescencja jest czesto wykorzystywana w badaniach
oddziatywan biatko—ligand. Warto réwniez wspomnie¢, Ze energia promieniowania
emitowanego jest zawsze nizsza od energii promieniowania zaabsorbowanego -
czasteczka traci cze$¢ energii w wyniku przej$S¢ bezpromienistych, np. konwersji
wewnetrznej (z ang. IC — internal conversion). Skutkuje to przesunigciem widma emisji
fluorescencji w kierunku fal dtuzszych, a réznica migdzy dtugosciami fal w maksimum
absorpcji 1 emisji nazywane jest przesunigciem Stokesa i silnie zalezy od polarnosci
srodowiska. Ponadto, reguta Kashy mowi, ze dla wigkszosci zwigzkow ksztatt widma

emisyjnego jest niezalezny od dtugosci fali wzbudzenia.
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Rys. 22. Diagram Jablonskiego ilustruje procesy fotofizyczne zachodzace w czgsteczkach. Molekuty
absorbujg promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu UV/VIS (strzatki fioletowe i niebieskie), co
powoduje wzbudzenie elektronow do wyzszych poziomoéw energetycznych i zmiane konfiguracji
elektronowej czasteczki - elektrony przechodza ze stanu podstawowego So do jednego ze stanow
wzbudzonych (Si, S). Stany So, Si1, S, Ti posiadaja dodatkowo szereg poziomoéw oscylacyjnych
(wibracyjnych), ktore oznaczono 0, 1, 2, itd. Nadwyzka energii jest nastepnie emitowana W postaci
fluorescencji (zielone strzatki) lub fosforescencji (czerwone strzatki). Strzatki narysowane linig przerywana
oznaczajg przejscia bezpromieniste (bez emisji promieniowania) nazywane konwersjg wewnetrzng (1C;
przejscie pomiedzy stanami o jednakowej krotnos$ci spinu) — proces ten czesto poprzedza emisje
promieniowania, ktéra zachodzi z najnizszego energetycznego poziomu wibracyjnego (pogrubiona linia
przy kazdym z poziomoéw Si, Sz). Z kolei jesli elektron przechodzi z poziomu singletowego S; do
pierwszego stanu trypletowego T; to mamy do czynienia z bezpromienistym przejsciem
miedzysystemowym (nastepuje zmiana krotnosci spinu, z ang. 1SC — intersystem crossing). Emisj¢ ze stanu
trypletowego T1 nazywamy fosforescencja.

Do pomiaru fluorescencji oraz rejestracji widm wzbudzenia (ekscytacyjnych)
I emisyjnych molekut stuzy spektrofluorymetr (jego uproszczony schemat przedstawiono
na Rys. 23). Urzadzenie takie sktada si¢ ze zrodta §wiatla, monochromatorow, systemu
optycznego oraz detektora i odpowiedniego systemu konwertujacego sygnat z detektora
na odpowiednie widmo, ktore obserwujemy na wyswietlaczu monitora. Generatorem
promieniowania wzbudzajacego probke moze by¢ laser, dioda LED lub lampa
(zazwyczaj uzywana jest ksenonowa lampa tukowa, wysokocisnieniowa lampa rtgciowa
czy lampy wolframowo-halogenowe). Zastosowanie w tym celu lasera eliminuje
koniecznos¢ uzywania monochromatorow czy filtrow w uktadzie pomiarowym. Jest to

zwigzane z charakterystyka dziatania lasera, ktoéry emituje promieniowanie w bardzo
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waskim przedziale dtugosci fali, O oczywiscie moze tez by¢ ograniczeniem. Nastepnie
Swiatlo jest kierowane do monochromatora. Jest to przyrzad optyczny zlozony
z pryzmatow lub uktadu siatek dyfrakcyjnych, ktorego zadaniem jest rozszczepienie
padajacego $wiatla i wyselekcjonowanie z niemonochromatycznego widma wiazki
$wiatta wzbudzajacego o okreslonej dtugosci fali. Dalej wigzka jest transmitowana przez
uktad optyczny do komory probki, gdzie nastepuje wzbudzenie badanej substancji.
Wzbudzone molekuty probki, wracajagc do stanu réwnowagi, oddaja nadmiar energii
w postaci fluorescencji, ktora jest emitowana we wszystkich kierunkach i rejestrowana
przez detektor. Jednak zanim $wiatlo emitowane przez probke trafi do detektora, jest
analizowane przez monochromator emisyjny, ktory skanuje wybrany zakres dtugosci fal
z catego widma emitowanego przez probke i kieruje ja dalej. Monochromatory emisyjne
I detektory we fluorymetrach sg umiejscowione zazwyczaj pod katem 90° wzgledem
Swiatlta wzbudzajacego. Zastosowanie takiej geometrii pozwala wyeliminowaé wptyw
promieniowania przechodzacego przez probke na rejestrowane widmo. Rolg detektora
najczesciej petni fotopowielacz — nastgpuje w nim zamiana impulséw S$wietlnych
(fotonéw) na impulsy elektryczne, ktore sa nastgpnie powielane na dynodach
fotopowielacza. Powstajacy prad jest wprost proporcjonalny do intensywnosci $wiatta
emitowanego wpadajacego do fotopowielacza i jest dalej charakteryzowany ilosciowo
przez odpowiedni uktad elektryczny.
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Rys. 23. Schemat budowy spektrofluorymetru (zaczerpnieto z Practical Fluorescence
Spectroscopy?).

4 Practical Fluorescence Spectroscopy, Gryczynski Z. K., Gryczynski I., CRC Press, Taylor &
Francis Group, Boca Raton, 2020
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Jednym z prostszych podejs¢ stosowanych do charakterystyki wigzania si¢ biatek
Z matoczasteczkowymi ligandami sg techniki oparte na pomiarze zmian intensywnos$ci
fluorescencji (FLINT, z ang. fluorescence intensity), w ktorych wykorzystuje si¢ sondy
molekularne wyznakowane odpowiednim znacznikiem fluorescencyjnym [160-162].
Zmiany fluorescencji zachodza podczas takiej interakcji pod wplywem pojawiania si¢ lub
zanikania oddzialywan wygaszajacych migdzy znacznikiem a pozostatg cze¢scig sondy.
Zjawisko to czesto wykorzystywane jest do opracowywania sond opartych na strukturze
nukleotydéw, np. do badania oddziatywan z biatkami rozpoznajacymi strukture konca 5’
MRNA (kapu) [163-166]. Sondy takie zbudowane sg zazwyczaj z dwoch elementéw
potaczonych linkerem — jeden odpowiada za selektywne oddziatywanie z inng molekuta,
a drugi jest zZrodtem mierzalnego sygnalu (znacznik  fluorescencyjny).
Do najwazniejszych cech charakteryzujacych idealng sondg naleza:

- wysokie powinowactwo do celu molekularnego (np. badanego enzymu) — parametrem
opisujacym te ceche moze by¢ wielkos¢ fizyczna - stata asocjacji lub dysocjacji (Kas/Kp)
albo parametry kinetyczne reakcji sondy z celem;

- wysoka specyficzno$¢ wzgledem celu molekularnego, ktora pozwala wyeliminowaé
niespecyficzne oddziatywania z przypadkowymi celami, nie bedacymi w obszarze

naszych zainteresowan;

- wysoki stosunek sygnatu do szumu (S/N, z ang. signal to noise ratio) — parametr ten
opisuje roznice migdzy sygnatem wilasciwym a ttem pomiaru, ktory jest niepozadany.
Im wyzsza wartos$¢, tym lepsza sonda;

- wysoka czuto$é, ktora pozwala identyfikowaé duzo nizsze stezenia badanych substancji.

2.5.2. TECHNIKI ELEKTROFORETYCZNE NA PRZYKLADZIE ELEKTROFOREZY
W ZELU POLIAKRYLAMIDOWYM (PAGE)

Techniki elektroforetyczne sa czesto uzywane w biologii molekularnej
do rozdzielania, identyfikowania i oczyszczania gtéwnie kwasow nukleinowych i biatek,
a separacja natadowanych makroczasteczek odbywa si¢ podczas ich migracji
w odpowiednim no$niku pod wpltywem przylozonego pola elektrycznego. Predkosc
poruszania si¢ badanej molekuty jest zalezna od wielu czynnikow — ksztattu i wielkos$ci
danej czasteczki, jej tadunku, a takze oporéw ruchu srodowiska. Mozemy ja wyrazic¢
wzorem:

v=E-qf = E - ey,

gdzie E oznacza nat¢zenie pola elektrycznego, ( to tadunek czasteczki, a f to

wspotczynnik tarcia, ktory jest zalezny od wspomnianych juz wcze$niej wlasciwosci
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molekuty (jej ksztattu, wielkosci, etc.). lloczyn gf nazywany jest ruchliwosciag
elektroforetyczng czasteczki (i 5) i jest on staty w okreslonych warunkach elektroforezy.
Jest to wielko$¢ charakterystyczna dla danego analitu, zalezna od jego tadunku (q)
i promienia (R), ale rowniez wlasciwosci osrodka, w ktorym przeprowadzana jest analiza
— pH (szczegodlnie istotne w przypadku analizy biatek i peptydow), sity jonowej, lepkosci
(n) czy wielkosci porow nosnika i mozemy ja wtedy przedstawi¢ za pomoca nastgpujace;
zaleznoSci:

_q
Heff = exry'

Dobierajac odpowiednio powyzsze czynniki (tj. manipulujgc sktadem buforu — osrodka
lub no$nika), mozemy wpltywaé na zmian¢ ruchliwo$ci analizowanych czasteczek,
np. zwigkszenie stezenia i sity jonowej buforu spowoduje zmniejszenie ruchliwosci

jonow, etc.

Najprostszy uktad elektroforetyczny sktada si¢ z dwoch elektrod — dodatniej anody
oraz ujemnej katody, ktore potaczone sg osrodkiem przewodzacym, zwanym elektrolitem
(Rys. 24). Przytozenie nate¢zenia powoduje ruch jonoéw, pochodzacych zaréwno
od badanych probek, jak i elektrolitu. W trakcie tego procesu zachodza tak naprawde dwa
zjawiska fizyczne — elektroforeza oraz elektroliza. Elektroliza polega na odktadaniu si¢
pod wpltywem przylozonego pradu jondw pochodzacych z roztworu elektrolitu
na elektrodach, co moze wptywa¢ na zwigkszenie si¢ opornosci elektrolitu podczas
rozdzialu. Mozna to Opisa¢ ilosciowo, korzystajac z praw elektrolizy Faradaya.
Natomiast elektroforeza to zjawisko elektrokinetyczne zachodzace w elektrolicie, czyli
faktyczny ruch natadowanych czastek w kierunku elektrod o przeciwnym tadunku

elektrycznym, w trakcie ktorego nastepuje rozdziat analizowanych makromolekut.

elektrolit

‘ ~
1 |oo ® % |

ANODA l

l KATODA

1
L
zrodto napiecia
Rys. 24. Zasada dzialania elektroforezy.

Rozdziaty elektroforetyczne mozna prowadzi¢ bezposrednio w roztworze elektrolitu,

jednak taka analiza charakteryzuje si¢ do$¢ niskg rozdzielczoscia. Z tego powodu stosuje
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si¢ inne nosniki, ktore stabilizuja elektrolit i zapewniaja duzo lepsza rozdzielczo$¢,
a zastosowanie porowatych nosnikow o odpowiednim usieciowaniu pozwala dodatkowo
na lepszy rozdziat analizowanych makroczasteczek przez ich frakcjonowanie na zasadzie
sita molekularnego. Wybor odpowiedniego nosnika jest szczegodlnie istotny w przypadku
analizy kwasow nukleinowych. Ze wzgledu na obecnos¢ grup fosforanowych kwasy
nukleinowe, w tym RNA, sg czasteczkami naladowanymi ujemnie. Ponadto, poniewaz
kazdej zasadzie odpowiada jedna reszta fosforanowa, stosunek tadunku do masy jest
zasadniczo niezalezny od rozmiaru czy postaci czasteczki (jedno- czy dwuniciowa,
liniowa czy cyrkularna). Przektada si¢ to na wyjatkowa tatwos¢ jaka wykazujg kwasy
nukleinowe w migrowaniu w polu elektrycznym w kierunku dodatnio natadowane;j
anody. Dlatego w celu wysokorozdzielczej separacji i analizy rdéznych czgsteczek
kwasow nukleinowych niezbedny jest dodatkowy czynnik réznicujacy, co jest osiggane
poprzez prowadzenie elektroforezy w odpowiednim usieciowanym osrodku — zelu
(np. agarozowym lub poliakrylamidowym). Dzigki temu, oprocz migracji ze wzgledu
tylko na tadunek ujemny, obserwujemy réznice W szybkosci przemieszczania si¢ molekut
ze wzgledu na ich wielko$¢ — mate czasteczki beda migrowaly w zelu szybciej, a duze
wolniej. Zele agarozowe znajduja zastosowanie w analizie gtéwnie duzych fragmentow
kwasow nukleinowych (o dtugosci do okoto 30 000 par zasad), natomiast poliakrylamid
$wietnie sprawdza si¢ w przypadku krotszych czasteczek o dtugosci do 2000 par zasad,
ale rownie dobrze mozna z jego uzyciem analizowaé rowniez oligonukleotydy o dtugosci
kilkunastu nukleotydow. Technika elektroforetyczna wykorzystujaca do rozdziatow zele
poliakrylamidowe jest nazywana w skrocie PAGE (rozwinigcie skrotu to nazwa techniki
W jezyku angielskim). Do wspomnianych juz wczesniej zalet wynikajacych
ze stosowania zelu poliakrylamidowego jako no$nika (stabilno$¢, rozdzielczos¢, lepsza
separacja) nalezy doda¢ rowniez dobre wilasciwosci optyczne, obojetnos¢ elektryczng
(obecnos¢ dodatkowych natadowanych grup sprzyja powstawaniu niekontrolowanych
oddziatywan z analizowanymi makrojonami, co mogtoby wptyna¢ na zmiane predkosci
ich migracji oraz elektroendoosmozie, ktéora polega na przemieszczaniu si¢
sprotonowanych czasteczek wody w kierunku ujemnej elektrody — oba te procesy
negatywnie wplywajg na rozdzielczo$¢ metody) oraz mozliwos¢ dobrania odpowiedniej
gestosci sieciowania oraz wielko$ci poréw. Zele poliakrylamidowe przygotowuje sie
taczac roztwor monomerdw akrylamidu z substancja sieciujaca, jaka najczesciej stanowi
bisakrylamid (N,N’-metylenobisakrylamid). Reakcja polimeryzacji jest nast¢pnie
inicjowana przez nadsiarczan amonu (APS, z ang. ammonium persulfate) w obecnosci
katalizatora, N,N,N’,N’-tetrametyletylenodiaminy (TEMED). Niewatpliwg zaletg zeli
poliakrylamidowych jest fakt, Ze manipulujac stosunkiem akrylamidu do bisakrylamidu
mozna wpltywaé na gesto$¢ usieciowania i rozmiar porow takiego zelu, dobierajac
odpowiednie parametry do wielko$ci analizowanych probek.
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Badania wlasne

3.  OPRACOWANIE WYSOKOPRZEPUSTOWEJ METODY OPARTE]J
NA FLUORESCENCJI DO POSZUKIWANIA INHIBITOROW
ENZYMOW BIORACYCH UDZIAL W DEGRADACIJI KONCA 5’
MRNA

3.1 PRZEDMIOT I CEL BADAN

Celem projektu doktorskiego bylo opracowanie nowej metody, ktora
umozliwitaby monitorowanie aktywnosci enzymow zwigzanych z metabolizmem konca
5" mRNA. Mowa o dwoch enzymach odpowiedzialnych za rozpoznanie i hydrolize
struktury kapu — wirusowym enzymie D9 oraz ludzkim enzymie DCP2, ktory stanowi
czes¢ wigkszego kompleksu dekapujacego PNRC2-DCP1-DCP2. Usunigcie kapu
stanowi preludium do dalszej degradacji tancucha mRNA, ktora zatrzymuje ekspresje
genu. Enzymy te zostaly wiec wybrane ze wzgledu na ich kluczowa rolg
w funkcjonowaniu i metabolizmie mRNA, co czyni je waznymi celami molekularnymi
W rdznych terapiach.

Enzym D9 pochodzi z wirusa krowianki nalezacego do rodziny duzych wirusow
DNA (z ang. NCLDV), w tym wielu wirusow odzwierzecych. Moga one stanowic
potencjalne zagrozenie dla cztowieka, co pokazata ostatnia pandemia koronawirusa,
ktorej skutki obecne sg do dzisiaj. D9 jest wigc idealnym przyktadem modelowego
enzymu, na ktorym mozna badaé¢ aktywno$¢ wirusowych enzymow dekapujacych.
A w swietle dostgpnych badan, mowiacych o istotnej roli w stymulacji replikacji wirusa
w organizmie gospodarza [108], identyfikacja inhibitorow hamujgcych dziatanie tych
enzymow moze wspomoc opracowywanie nowych terapii przeciwwirusowych.

Z kolei ludzki enzym DCP2 zidentyfikowany jako gléwny enzym biorgcy udziat
w degradacji mMRNA w kierunku 5°—3’ jest odpowiedzialny nie tylko za inicjacje
degradacji komoérkowych, ale réwniez egzogennie dostarczonych czasteczek mRNA,
wliczajac w to terapeutyczne mRNA. Z tego powodu, zwigzki hamujace aktywnosc¢
DCP2 mogg znalez¢ zastosowanie jako narzedzia biofizyczne w badaniu cyklu zycia
I aktywnosci czasteczek mRNA, np. poprzez selektywng regulacje Sciezki degradacji
5’—3’. Ponadto, poszukiwanie inhibitorow DCP2 jest rowniez korzystne w kontekscie
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modulowania odpowiedzi immunologicznej organizmu[89] czy leczenia schorzen z grupy
chorob mig$niowo-nerwowych [167].

Projekt doktorski mozna zatem podzieli¢ na dwie czgsci i tak tez zostang opisane
wyniki otrzymane w ramach jego realizacji. Czgs¢ pierwsza obejmuje badania nad
wirusowym enzymem dekapujagcym D9, a druga dotyczy ludzkiego kompleksu
dekapujacego PNRC2-DCP1-DCP2. Laczacym je mianownikiem jest jednak wspdlny cel
— opracowanie metody, ktora pozwoli bada¢ kazdy z tych enzymoéw oraz w sposob
efektywny poszukiwac¢ ich inhibitorow. Jest to szczegélnie ciekawe, poniewaz
w literaturze nie ma wielu informacji na ten temat. Zaprezentowane wyniki bedg zatem
pierwszym fragmentem wypelniajacym te luke. Plan pracy obu czeSci, ktory zostat
W sposob graficzny przedstawiony na Rys. 2, w duzej mierze pokrywat si¢ i obejmowat:

» opracowanie metody opartej o pomiar intensywno$ci fluorescencji (FLINT)
do badania aktywnos$ci enzymow dekapujacych;

» optymalizacj¢ warunkow i walidacje metody;

przystosowanie stworzonej metody do formatu wysokoprzepustowego (HTS),

A\

co pozwolitoby  wykorzystat ja do badan przesiewowych bibliotek
maloczasteczkowych zwigzkéw, wsréd ktorych znajdowaly si¢ inhibitory
wczesniej wymienionych enzymow 0 potencjalnym znaczeniu terapeutycznym;
» dalszg ewaluacje zidentyfikowanych inhibitorow poprzez wyznaczenie parametru
ICso;
» potwierdzenie uzyskanych rezultatbw inng, niezalezng metoda na krotkim
substracie RNA.

Wszystkie wyniki zaprezentowane w dalszych czesciach tej rozprawy doktorskiej zostaty
wykonane przez Autorke niniejszej rozprawy, za wyjatkiem screeningu komercyjnej
biblioteki zwigzkéw LOPAC®!?% wzgledem enzymu D9, ktéry zostal wykonany
w ramach pracowni magisterskiej przez mgr Jagode Beate Starek, nad ktorg Autorka
sprawowata opieke w laboratorium oraz badan krystalograficznych enzymu D9, ktore
zostaly wykonane przez dr Jessicg Peters z laboratorium prof. Grossa z Uniwersytetu
Kalifornijskiego w San Francisco. Sondy fluorescencyjne uzyte w prezentowanych
badaniach zostaly uzyczone Autorce do testow przez dr Renate Kasprzyk i pochodzity
Z jej zbioroéw, za wyjatkiem sond oznaczonych symbolami 1b oraz 1c, ktore zostaty
zsyntezowane samodzielnie przez Autork¢ - 1b na podstawie publikacji
Kasprzyk i wsp. [163], natomiast zwigzek 1c zostat opisany w publikacji Autorki [168].
Z Kkolei zwiazki do badan inhibitorowych pochodzity z kolekcji Laboratorium Chemii
Biologicznej CeNT UW oraz Laboratorium Chemii Biofizycznej Wydziatu Fizyki UW,

chyba ze w tek$cie zaznaczono inaczej.
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3.2 BADANIA WIRUSOWEGO ENzYMU D9

Celem pierwszej czesci  projektu  doktorskiego byto  opracowanie
wysokoprzepustowej fluorescencyjnej metody do badania inhibicji wirusowego enzymu
dekapujacego D9. Do tej pory niewiele byto wiadomo na temat wymagan strukturalnych
zwigzkoéw, ktore hamowalyby aktywnos¢ D9. Dotychczasowe badania inhibitorowe
opieralty si¢ na uzyciu izotopowo znakowanych substratow RNA, co wiaze si¢
ze stosunkowo wysokimi kosztami, ale przede wszystkim niska przepustowoscia
badan [92]. Istniata wigc realna potrzeba opracowania nowej, efektywnej metody, ktéra
w gléwnej mierze umozliwitaby badanie aktywnosci enzymu D9 oraz, w dalszej
perspektywie, poszukiwanie jego inhibitorow. Aby osiagna¢ ten cel, zdecydowano si¢
na zastosowanie metody opartej na pomiarze intensywnosci fluorescencji (FLINT)
z wykorzystaniem sondy typu turn-on [163].

3.2.1 OPTYMALIZACJA STRUKTURY SONDY

Pierwszym i niezwykle istotnym krokiem bylo wytypowanie sondy
fluorescencyjnej o najbardziej optymalnej strukturze do tego typu badan. W podrozdziale
2.4.2 wspomniano juz, ze zwigzek taki sktada si¢ z potaczonych za pomoca linkera dwoch
czescei, z ktorych jedna odpowiada za powinowactwo do biatkowego obiektu badan,
adruga (w tym przypadku znacznik fluorescencyjny) generuje mierzalny sygnat
analityczny. Naturalnym substratem dekapujacego enzymu D9 sg czgsteczki RNA
posiadajace na koncu 5’ strukture kapu. Zatem ze wzgledu na wysoka specyficznosé
substratowa D9 wzgledem 7-metyloguanozyny, zdecydowano si¢ najpierw przetestowaé
zwigzki zawierajace W swojej strukturze wtasnie m’G. Dzigki zachowaniu takiego
fragmentu fizjologicznego oddziatywania, mozliwe bylo uzyskanie wysokiego
powinowactwa sondy do celu molekularnego, co jest kluczowe w poszukiwaniu silnych
inhibitorow badanego enzymu. Ponadto, w literaturze mozemy znalez¢ przyktady
pokazujace, ze zasady azotowe (w tym 7-metyloguanozyna) dziataja jak ,,wygaszacze”
bogatych w elektrony znacznikow fluorescencyjnych, co zaowocowato ich
wykorzystaniem w projektowaniu wspomnianych juz wczesniej sond typu turn-on
pochodzenia nukleotydowego. Nastepng rownie istotng kwestia byto wybranie
odpowiedniego fluorofora. Zdecydowano si¢ przetestowaé trzy rézne znaczniki
fluorescencyjne — piren (Py), perylen (Pe) i dipirometen boru (BODIPY-FL). Zasada
dziatania takiej sondy jest nastepujagca (Rys. 25) — w postaci niezhydrolizowanej
fluorescencja znacznika jest wygaszana przez 7-metyloguanozyne, a efekt ten wynika
z oddziatywania warstwowego (stacking n-w) pomi¢dzy zasada azotowg a fluoroforem,
natomiast pod wptywem hydrolizy sondy przez enzym nastepuje oddalenie fragmentu
zawierajgcego znacznik, co w sposob mierzalny obserwuje si¢ w postaci wzrostu
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intensywno$ci  fluorescencji. Wybdr znacznika jest wigc w gléwnej mierze
uwarunkowany wystepowaniem silnych oddziatywan wygaszajacych pomigdzy
fluoroforem a zasada.

wygaszanie ,uwolnienie”
/\ znacznika
hydroliza
niska fluorescencja wysoka fluorescencja

Rys. 25. Zasada dzialania sondy FLINT typu turn-on. Pod wptywem hydrolizy sondy przez enzym
nastepuje zanik oddzialywan wygaszajacych pomiedzy znacznikiem a zasadg azotowa, co skutkuje
powrotem mierzalnego sygnatu analitycznego w postaci intensywnosci fluorescencji.

Uwzgledniajac wszystkie powyzsze czynniki, wybrano wstepnie trzy fluorescencyjnie
znakowane nukleotydy jako potencjalne sondy dla enzymu D9. W celu wytypowania
najlepszego z nich sprawdzono, jak zmienia si¢ intensywno$¢ fluorescencji na skutek ich
hydrolizy enzymatycznej katalizowanej przez D9. Zwiazki w stezeniu 100 nM
inkubowano z 50 nM enzymu i rejestrowano widma emisyjne w statych odstepach czasu
az do catkowitego zaniku zmian fluorescencji (Rys. 26). Jedynie w przypadku sondy
znakowanej pirenem, 1b, mozna bylo zaobserwowaé znaczng zmian¢ intensywnosci
fluorescencji - stosunek fluorescencji po peinej hydrolizie (I) do wartosci fluorescencji
w czasie t=0 (lo) wyniost ~ 14, podczas gdy dla dwoch pozostatych zwigzkow stosunek
ten byl niewiele wigkszy od jednosci (Rys. 26B). Poréwnanie wzglednej kinetyki
hydrolizy testowanych sond (Rys. 26C) pokazato, ze sondy l1a oraz 1b ulegly calkowitej
hydrolizie w ciggu 40 minut reakcji, natomiast dla zwigzku 1c proces ten byt znacznie
wolniejszy 1 niekompletny nawet po 90 minutach trwania calego pomiaru. Potwierdzito
to, ze tylko sonda 1b wykazywata odpowiednie parametry do dalszego rozwoju
wysokoprzepustowej metody FLINT.
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Struktura sondy
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Rys. 26. Wstepna selekcja sondy do badania aktywnosci enzymu D9. A) Po lewej stronie
zaprezentowane zostaty struktury sond fluorescencyjnych uzytych do badania enzymu D9; z prawej strony
znajduja si¢ odpowiadajace im zalezno$ci zmiany intensywnos$ci fluorescencji w czasie. B) Porownanie
zmian intensywnosci fluorescencji pod wplywem hydrolizy katalizowanej przez D9. Zmiany
monitorowano w maksimum emisji kazdej sondy. C) Wzgledna Kinetyka hydrolizy sond. Aby poréwnaé
wzgledng podatno$¢ sond na degradacje przez D9, dane intensywnosci fluorescencji dla kazdej z nich
przedstawione w panelu B zostaty znormalizowane do warto$ci w punkcie czasowym t=90 min. Warunki
eksperymentu: sondy l1a - 1¢ (100 nM) inkubowano w obecnosci enzymu D9 (50 nM) w 10 mM Tris-HCI
pH 7,5 z dodatkiem 100 mM KOAc, 2 mM MgCl; oraz 0,5 mM MnCl,. Widma emisji fluorescencji
rejestrowano z zachowaniem 1-minutowego interwalu czasowego przy dhlugosci fal wzbudzenia
i maksimum emisji: 1a —490 nm /512 nm, 1b — 345 nm / 378 nm, 1c — 420 nm / 489 nm.
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Ponadto, dla wytypowanego znacznika postanowiono réwniez sprawdzi¢ wptyw
dhugosci tancucha polifosforanowego na przebieg hydrolizy katalizowanej przez D9.
W tym celu wykonano dodatkowy analogiczny eksperyment dla dwoch sond pirenowych,
ale z wydtuzonym mostkiem — tetra- i pentafosforanowym (Rys. 27). Zaobserwowano
znaczne réznice w wydajnosci dziatania sond — odpowiedz uktadu zmniejszata si¢ wraz
z dlugoscig oligofosforanu (ponad 14-, 4- i 3-krotne wzmocnienie sygnatu fluorescencji
odpowiednio dla tri-, tetra- oraz pentafosforanu, Rys. 27B); trifosforan byt réwniez
najszybciej hydrolizowanym substratem (Rys. 27C). Podsumowujac, jedynie dla analogu
kapu z przylaczonym znacznikiem pirenowym obserwowano oddzialywania
wygaszajace, ktore skutkowaty ponad 14-krotnym wzrostem sygnatu fluorescencyjnego
w trakcie hydrolizy zwigzku katalizowanej przez enzym D9. Poréwnanie wpltywu
dhugosci tancucha polifosforanowego oraz kinetyki hydrolizy testowanych zwigzkow
na wlasciwosci sondy wykazaty, ze wraz z wydluzaniem mostka odpowiedz uktadu
maleje, ajednocze$nie zmniejsza si¢ tez powinowactwo do D9. Bazujac na tych
spostrzezeniach, do dalszych badan wybrano znakowany pirenem analog trifosforanu
7-metyloguanozyny, m/GTP-Py (1b), jako sonde o najbardziej optymalnych
wlasciwosciach substratowych i emisyjnych.

Poniewaz m’GTP-Py rézni sie strukturalnie od naturalnych substratow D9
(czasteczek dhugiego, kapowanego RNA), sprawdzono, czy mechanizm hydrolizy
pozostat podobny (Rys. 28A). W tym celu przeprowadzono hydroliz¢ enzymatyczna
sondy w stezeniu 100 uM W obecnosci 25 nM enzymu D9, a postep reakcji monitorowano
wykorzystujac wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa w uktadzie odwroconych faz,
RP-HPLC, z detekcja spektrofotometryczng oraz fluorescencyjng. Rejestrowano profile
HPLC, obserwujac zanik sygnatu absorbcji przy dlugosci fali 254 nm pochodzacego
od nukleotydowej sondy oraz pojawianie sie sygnatu od produktu degradacji, m’Gpp,
0 innym czasie retencji oraz wzrost sygnatu fluorescencji generowanego przez uwolniony
znacznik pirenowy, p-Py (przy dtugosci fali wzbudzenia 345 nm i emisji 378 nm).
Dodatkowo, odpowiednie frakcje zawierajace produkty  hydrolizy  sondy
zidentyfikowano przy uzyciu spektrometrii mas (Rys. 28D-F). Otrzymane wyniki
jednoznacznie potwierdzily, ze wirusowy enzym D9 degraduje sondg¢ pirenowa,
m’GTP-Py, hydrolizujac wigzanie miedzy fosforanami o/B i uwalniajac difosforan
7-metyloguanozyny, m’GDP, oraz monofosforan reszty czasteczki, tj. dziata doktadnie
z takg sama regioselektywnoscia, jaka wystepuje W przypadku naturalnych substratow
tego enzymu w postaci kapowanego RNA. Umozliwito to kolejny krok, jakim byto
wykorzystanie tej sondy do opracowania metody HTS, ktora pozwoli w sposob
jakosciowy identyfikowac potencjalne inhibitory enzymu D9 w wysokoprzepustowych

badaniach przesiewowych duzych bibliotek zwiazkow, jak i w sposob ilosciowy badac
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I porownywac ich potencjat inhibitorowy przez wyznaczenie parametrow oddziatywania

zwiazku z biatkiem, np. parametru 1Cso.

A

Struktura sondy

[e]
o N=N P-0-P-0-P-0-
@\/‘km/\/o\/\o/\/ﬁﬂ R
1d
o g ¢ ¢ 9
N=N P-0-P-0-P-0—-P-0-
&Auwowowﬁﬂ R
le
B
14
12
10
v
8..
<L v
61v
4-.
v
2..
OI T T T T
0 20 40 60 80
czas [min]

o)

o

o-T

o-v

vV 1b
¢ 1d
A le

Znormalizowana fluorescencja

1b

400 450
dtugosé fali [nm]

i
500

1d

o
o B N W A OO O N

400 450 500

diugosé fali [nm]

500
dtugosé fali [nm]

0.0 T T T T

20 40 60

czas [min]

80

Rys. 27. Wplyw dlugosci lancucha fosforanowego na wlasciwosci sondy pirenowej. A) Struktury sond
wraz z odpowiadajacymi im zalezno$ciami zmiany intensywnosci fluorescencji w czasie. B) Poréwnanie
zmian intensywnosci fluorescencji pod wplywem hydrolizy katalizowanej przez D9. Zmiany
monitorowano w maksimum emisji sondy. C) Wzgledna Kkinetyka hydrolizy sond. Aby poréwnaé
wzgledna podatnos¢ sond na degradacj¢ przez D9, dane intensywnosci fluorescencji dla kazdej z nich
przedstawione w panelu B zostaly znormalizowane do wartosci w punkcie czasowym t=90 min. Warunki
eksperymentu: sondy 1b, 1d, 1e (100 nM) inkubowano w obecnosci enzymu D9 (50 nM) w 10 mM Tris-
HCI pH 7,5 z dodatkiem 100 mM KOAc, 2 mM MgCl, oraz 0,5 mM MnCl,. Widma emisji fluorescencji
rejestrowano z zachowaniem 1-minutowego interwatu czasowego przy dlugosci fali wzbudzenia

i maksimum emisji: 345 nm / 378 nm.
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Rys. 28. Monitorowanie hydrolizy sondy m’GTP-Py (1b) katalizowanej przez dekapujacy enzym D9
metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej RP HPLC (B, C) oraz identyfikacja produktow
przy uzyciu spektrometrii mas LC-MS (D, E, F). A) Celem eksperymentu bylo sprawdzenie, czy
regioselektywno$¢ degradacji sondy fluorescencyjnej jest taka sama jak w przypadku naturalnych
substratow D9. W tym celu inkubowano 100 uM sondy 1b w obecno$ci 25 nM enzymu w 10 mM Tris-HCI
pH 7,5 zawierajacym 100 mM KOAc, 2 mM DTT, 2 mM MgCl; oraz 0,3 mM MnCl; w 30°C
i monitorowano postep reakcji enzymatycznej przy uzyciu HPLC w uktadzie odwroconych faz —
w okre§lonych punktach czasowych probke reakcji zatrzymywano termicznie, zwirowywano oraz
nastrzykiwano na kolumng. Rejestrowano widmo absorpcji (B) i fluorescencji (C). Produkty hydrolizy
zostaty dodatkowo zanalizowane przy uzyciu spektrometrii mas w celu okreslenia masy i zidentyfikowania
produktu (D, E, F).

3.2.2 OPTYMALIZACJA WARUNKOW REAKCIJI

Opracowywana metoda w swoim zamys$le Stanowila kompetycyjny test
kinetyczny, w ktorym testowany zwigzek konkuruje z sondg o miejsce w Kieszeni
wigzacej enzymu, a identyfikacja potencjalnych inhibitorow nastepuje w sposob posredni
I opiera si¢ na badaniu ich wplywu na kinetyke reakcji hydrolizy enzymatycznej
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m’GTP-Py, ktora jest substratem D9. Z tego wzgledu do$é kluczowa kwestig byto
dobranie odpowiednich warunkow eksperymentu w taki sposob, zeby monitorowana
reakcja nie zachodzita ani zbyt szybko (uniemozliwitoby to ilosciowa ocene wiasciwosci
inhibitorowych badanych zwigzkow), ani zbyt wolno (pomiar powinien trwaé
w skonczonym i racjonalnym czasie, pozwalajacym na wydajne i szybkie badania
przesiewowe). Na szybkos¢ katalizowanej reakcji, czyli aktywnos$¢ enzymu ma wplyw
szereg roznych czynnikéw fizykochemicznych. Wsrod nich znajdujg sie m.in. pH,
temperatura, sktad buforu reakcyjnego, obecno$¢ jonow metali czy stezenie substratu.
Proces opracowywania metody HTS rozpoczeto zatem od sprawdzenia wyzej
wymienionych czynnikow. Na Rys. 29 przedstawiono wybrane wyniki z procesu
optymalizacji, ktore doprowadzity do wybrania najbardziej optymalnych warunkoéw
hydrolizy sondy pirenowej katalizowanej przez enzym D9. Sprawdzono m.in.: jaka jest
réznica miedzy wyjSciowym poziomem fluorescencji wolnej sondy a tym
obserwowanym po dodaniu enzymu i rozpoczeciu pomiaru oraz o ile wzrasta sygnat
fluorescencji w trakcie reakcji hydrolizy, tak, zeby okno pomiarowe byto jak najwigksze.
W literaturze mozna znalez¢ informacjg¢, ze do pelnej aktywnosci hydrolitycznej enzym
D9 wymaga obecnosci kofaktorow, ktorych role pelnig zazwyczaj jony manganu lub
magnezu. We wstgpnych eksperymentach spektroskopowych, bazujac na danych
literaturowych, zastosowano oba te kofaktory jednoczesnie. Proces optymalizacji metody
wysokoprzepustowej rozpoczeto wige od sprawdzenia, Czy jest to konieczne oraz jakie
stezenia sg najkorzystniejsze dla aktywnosci enzymu (Rys. 29A). Bardzo istotng kwestia
byt rowniez wybor odpowiedniego buforu reakcyjnego — parametry takie jak czynnik
buforujacy, sita jonowa czy pH moga mie¢ znaczacy wpltyw na szybkos$¢ katalizowane;j
reakcji. Zaobserwowano, ze zastosowanie nizszego pH buforu pozytywnie wplywa na
wydtuzenie liniowosci reakcji w pierwszych minutach po dodaniu enzymu (Rys. 29B)
i w dalszej kolejnosci rozwijano takie wiasnie warunki. Wstepne eksperymenty byty
wykonywane w buforze Tris, jednak pH ponizej wartosci 7,5 znajduja si¢ juz ponizej
dolnej granicy efektywnego buforowania tego roztworu. Z tego powodu sprawdzono
rowniez inne czynniki buforujace, ktore znajduja zastosowanie w biochemii i biologii
molekularnej (Rys. 29C). Analizujac otrzymane wyniki, od razu odrzucono bufor oparty
0 Bis-Tris, poniewaz w tym buforze aktywnos$¢ enzymu byta znaczaco mniejsza,
prawdopodobnie ze wzglgdu na kompleksowanie przez niego jondéw magnezu i manganu,
ktore sa niezbedne do odpowiedniej aktywnosci biatka. Wsrdd pozostatych buforow
udato si¢ jednak znalez¢ kilka takich warunkow, dla ktorych mozna byto obserwowac
liniowa zaleznos¢ przez kilkanascie pierwszych minut reakcji. Ostatnig elementem, jaki
sprawdzono, byt wptyw dodatkéw w mieszaninie reakcyjnej (Rys. 29D). W literaturze
czesto mozna znalez¢ informacj¢, ze dodanie BSA (surowicza albumina wotowa,
z ang. bovine serum albumin) lub detergentu pomaga zapobiega¢ przywieraniu badanego
biatka do powierzchni probowek ($cianek probowek typu Eppendorf czy dotkow
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na ptytce 96-dotkowej), w ktorych wykonuje si¢ eksperymenty, co dodatkowo stabilizuje
je, szczegolnie jesli stosowane sg one W niskich stezeniach. Dodatkowo, BSA jest czesto
uzywana jako biatko stabilizujgce, ktore minimalizuje niespecyficzne wigzania migdzy
sktadnikami mieszaniny reakcyjne;j.
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Rys. 29. Optymalizacja metody badawczej — wybrane wyniki. A) Wptyw obecnosci jonéw magnezu
i manganu na aktywno$¢ D9. B) Wptyw pH buforu reakcyjnego na przebieg reakcji enzymatycznej.
C) Wptyw czynnika buforujacego na hydrolize katalizowang przez D9. D) Wptyw obecnosci BSA na
jako$¢ rejestrowanego sygnatu.

Proces optymalizacji doprowadzit do nastepujacych wnioskoéw:

> Jony manganu (Mn?*) w minimalnym stezeniu 0,3 mM okazaty si¢ by¢ konieczne
do wydajnej aktywnosci enzymu D9.

» Ostatecznie do dalszych eksperymentow wybrano bufor MOPS o pH 7,0 z dwoch
powodow. Po pierwsze, jest to zwigzek o podobnych wtasciwosciach 1 budowie
do HEPESu, ktory jest bardzo czgsto stosowany jako bufor w badaniach
biologicznych, i pH 7,0 jest w $rodku uzywalnego zakresu pH tego buforu.
Po drugie, MOPS jest analogiem strukturalnym MESu, ktéry z kolei jest podstawa
buforu, w ktorym enzym D9 jest przechowywany i w ktorym wykazuje on wysoka
stabilno$¢.

» Dodatek BSA w mieszaninie reakcyjnej jako biatka stabilizujacego znacznie
polepszyt jakos¢ 1 odtwarzalnos¢ wynikéw oraz zredukowat mozliwos¢ tworzenia

niespecyficznych oddziatywan.
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3.2.3 WYZNACZENIE PARAMETROW KINETYCZNYCH HYDROLIZY SONDY
KATALIZOWANEJ PRZEZ ENZYM D9

W nastepnej kolejnosci zbadano kinetyke reakcji hydrolizy sondy m’GTP-Py
przez enzym D9 oraz wyznaczono parametry kinetyczne tej reakcji, co stanowito kolejny
krok w procesie optymalizacji warunkow metody. W tym celu przeprowadzono
eksperyment, w ktorym inkubowano enzym (5 nM) z réznymi stezeniami substratu —
sondy pirenowej (0-15 uM), jednoczes$nie rejestrujac intensywno$¢ fluorescencji
w czasie. Na podstawie otrzymanych danych dla kazdego stezenia m’GTP-Py
wyznaczono szybko$¢ poczatkowg reakcji enzymatycznej, co przedstawiono na Rys. 30.
Analizujgc przebieg reakcji hydrolizy sondy w funkcji jej wzrastajgcego stezenia,
stwierdzono, ze mozna opisa¢ go przy uzyciu klasycznego mechanizmu
Michaelisa-Menten. W modelu tym obserwuje si¢ poczatkowo znaczny liniowy wzrost
szybko$ci reakcji wraz ze zwigkszaniem si¢ stgzenia substratu. Nastgpnie zaleznosé
ta ,,wyptaszcza si¢” — dalsze dodawanie substratu generuje coraz mniejsze zmiany
w szybkos$ci hydrolizy az do osiggnigcia tzw. predkosci maksymalnej, Vimax, W ktorej
nastepuje  calkowite wysycenie enzymu substratem. Dopasowanie modelu
Michaelisa-Menten do danych eksperymentalnych pozwolito na wyznaczenie
parametrow kinetycznych — statej Michaelisa, Kwm, wspomnianej juz predkosci
maksymalnej, Vmax, liczby obrotow enzymu (inaczej: statej katalitycznej enzymu, czyli
liczbie moli substratu, ktora przereagowata w przeliczeniu na jeden mol enzymu w ciaggu
1 sekundy), Kcat Oraz tzw. katalitycznej skuteczno$ci (wydajnosci) enzymu, Kea/Kwm.
Warto$¢ Km sondy m’GTP-Py wyniosta 12,9 2,2 uM, a Kea/Km 6,3 + 1,2 st mM™L.
Z punktu widzenia optymalizacji metody opartej na pomiarze kinetyki hydrolizy sondy
dazy si¢ do najbardziej optymalnych warunkow, w ktorych stgzenie substratu bedzie
zblizone do wartosci Km — pozwala to na skuteczng identyfikacje roznych typow
inhibitoréw — kompetycyjnych, niekompetycyjnych i allosterycznych [169]. Z drugiej
jednak strony, czasami zuzycie substratu jest czynnikiem limitujacym (np. drogi zwiazek,
trudna synteza) i istnieje konieczno$¢ ograniczenia jego ilosci W assay u, jednak nadal
przy zachowaniu stezenia zblizonego do Km i wystarczajaco dtugiej liniowo$ci przebiegu
reakcji w jej poczatkowej fazie.

Bazujac na otrzymanych wynikach analizy kinetycznej reakcji hydrolizy,
zachowano wybrane wczesniej stezenie sondy pirenowej do dalszych badan (3 uM)
I ostatecznie potwierdzono najbardziej optymalne warunki prowadzenia eksperymentow
przy uzyciu opracowanej metody HTS (Tabela 1). Wybrane warunki gwarantowaty
wystarczajgco silny sygnat fluorescencji, wlasciwg kinetyke reakcji, wysokg stabilnos¢
biatka oraz dobrag powtarzalno$¢ otrzymywanych wynikow.
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Rys. 30. Wyznaczenie parametréw kinetycznych reakcji hydrolizy sondy m’GTP-Py przez enzym
D9. A) Wykres przedstawia wyznaczone wartosci szybkosci poczatkowych reakcji enzymatycznej
degradacji sondy pirenowej w funkcji stezenia substratu. Do danych eksperymentalnych dopasowano
klasyczny model Michaelisa-Menten i wyznaczono parametry kinetyczne reakcji hydrolizy: Km, Vinax, Keat
oraz kea/Km. Warunki eksperymentu: 5 nM enzymu D9 inkubowano z ré6znym stezeniem m’GTP-Py (0-15
uM) w 10 mM MOPS-HCI pH 7,0, zawierajacym 100 mM KOAc, 2 mM MgCly, 0,3 mM MnCl, 2 mM
DTT oraz 0,1% BSA. Zaprezentowane dane reprezentujg wartosci srednie (+SEM) obliczone dla trzech
niezaleznych powtorzen. B) Przyktadowe przebiegi reakcji dla roznych stezen substratu - sondy.

Tabela 1. Zoptymalizowane warunki metody HTS do badania enzymu D9.

Stezenie sondy 3 uM
Stezenie enzymu 5nM
Bufor reakcyjny 10 mM MOPS-HCI pH 7,0, zawierajacy 100 mM

KOAc, 2 mM MgCl, 0,3 mM MnClz, 2 mM DTT
oraz 0,1% BSA

Dlugos¢ fali wzbudzenia/emisji sondy 345 nm/ 378 nm

Temperatura pomiaru 30°C

Pre-inkubacja 15 min, 300 rpm

3.2.4 WALIDACJA METODY

Aby moéc zaimplementowac zoptymalizowang metode do wysokoprzepustowych
badan przesiewowych, konieczne jest jej zweryfikowanie, co stanowi niejako kontrole
jakosci zaprojektowanej przez nas procedury. Ma to na celu udowodnienie, ze stosowana
metoda generuje powtarzalne i rzetelne wyniki. Ocena jakoS$ci testow przesiewowych
stosowanych w procesie odkrywania nowych lekéw (z ang. drug discovery) rozni si¢
znaczgco od standardowej procedury walidacji metod analitycznych.

W przypadku testow przesiewowych stosuje si¢ zazwyczaj ich ewaluacje statystyczng

I opiera si¢ ona w gldwnej mierze na wyznaczeniu kilku parametrow obejmujacych
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srednig (M, z ang. mean) oraz odchylenie standardowe (SD, z ang. standard deviation)
dla sygnatu i tta oraz r6zne kombinacje tych warto$ci. Istnieje kilka czynnikow, ktore
wystepujg W literaturze w kontekscie oceny metod HTS, takich jak stosunek sygnatu
dotlta (S/B, z ang. signal to background ratio), wspotczynnik zmiennosci (CV,
z ang. coefficient of variation) czy stosunek sygnatu do szumu (S/N, z ang. signal
to noise). Wszystkie wymienione tu parametry niosty jednak za sobg pewne
niedoskonato$ci. Istniata wigc potrzeba usystematyzowania tej kwestii. Stato sie to pod
koniec lat 90 ubieglego wieku, kiedy to Zhang i wsp. opublikowali prace, w ktorej
zaproponowali nowy parametr Z’ do walidacji wysokoprzepustowych testow
przesiewowych [170], taczacy zalety wcze$niej wymienionych wspdtczynnikéw
i od tamtej pory jest on stosowany jako standardowa miara jakosci testow HTS.

Parametr ten wigze ze sobg pojecie okna pomiarowego, czyli miary separacji sygnatow
pochodzacych od kontroli pozytywnej oraz negatywnej, ze zmienno$cig Mierzonego

sygnatu i mozna wyrazi¢ go za pomoca wzoru:

7 =1 3(SDpos+SDneg)

|Mpos_Mneg|

gdzie: SDpos / SDneg to 0dchylenie standardowe kontroli pozytywnej / negatywnej, a Mpos
| Mneg to wartosci $rednie sygnatu kontroli pozytywnej / negatywnej. Wspotczynnik Z’
jest bezwymiarowy i teoretycznie moze przyjmowac wartosci mniejsze badz rowne
jednosci (-0 < Z’< 1), cho¢ dla testow HTS ma on sens fizyczny w przedziale od 0 do 1.
Ogodlnie przyjeta reguta mowi, ze warto$¢ parametru rowna jednosci odpowiada testowi
idealnemu, a kryterium wysokoprzepustowosci dla testu jest spetnione przy wartosciach
72’ wiekszych od 0,5.

Pod wzgledem technicznym eksperyment w celu wyznaczenia parametru Z° wygladat
nastepujgco: przygotowano kilka ptytek 96-dotkowych, ktorych potowa wypelniona jest
kontrolami pozytywnymi, a druga potowa - kontrolami negatywnymi (Rys. 31A). Jako
kontrolg¢ pozytywna rozumiemy maksymalny mozliwy do uzyskania sygnal, w tym
przypadku byta to reakcja 3 uM sondy m’GTP-Py z 5 nM enzymu D9. Natomiast kontrola
negatywna, czyli najnizszy mozliwy sygnal stanowigcy tto pomiaru, to analogiczna
reakcja, ale w catoéci zahamowana przez inhibitor (w tym celu zostat uzyty m’GTP
w stezeniu 100 pM). Nastgpnie rejestrowano zmiany intensywnosci fluorescencji
w czasie 144 probek z kazdej grupy, dla kazdej z nich wyznaczono wzgledna predkos¢
poczatkowg reakcji, co przedstawiono na Rys. 31B, oraz obliczono warto$ci $rednie
I odchylenia standardowe (
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Tabela 2) niezbedne do wyznaczenia parametru statystycznego. Obliczony w ten sposob
wspotczynnik  Z°  wynidst 0,75, co pozwala zastosowa¢ te¢  metode
w wysokoprzepustowych badaniach HTS.
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Rys. 31. Ocena jakosciowa kompetycyjnego testu kinetycznego stuzacego do poszukiwania
inhibitorow enzymu D9 - wyznaczanie parametru Z’. A) Schemat plytki eksperymentalnej. Kontrola
pozytywna: 3 pM m’GTP-Py, 5 nM D9; kontrola negatywna: 3 uM m’GTP-Py, 5 nM D9 w obecnosci
inhibitora — 100 uM m’GTP; B) Graficzne przedstawienie oceny jako$ciowej metody.

Tabela 2. Wartos$ci srednich oraz odchylen standardowych dla kontroli pozytywnej i negatywne;j.

kontrola pozytywna | kontrola negatywna
Srednia, M 1,002 -0,020
odchylenie standardowe, SD 0,081 0,005

3.2.5 BADANIA INHIBITOROWE BIBLIOTEKI ZWIAZKOW NUKLEOTYDOWYCH

Po zwerytikowaniu jakos$ci zaprojektowanej metody, zostala ona wykorzystana
do scharakteryzowania niewielkiej biblioteki zwigzkéw pochodzenia nukleotydowego.
Celem tego eksperymentu byto okreslenie preferencji strukturalnych enzymu wzgledem
zwigzkow hamujacych jego aktywnos¢. Biblioteka zostata skompletowana ze zwigzkow
Laboratorium Chemii Biologicznej i Laboratorium Chemii Biofizycznej otrzymanych na
przestrzeni kilku lat i sktadata si¢ z 48 niemodyfikowanych mono-, di- i trinukleotydow
oraz ich analogéw. Dodatkowo, eksperyment ten byl dodatkowa forma weryfikacji
poprawno$ci dziatania metody przed bardziej wysokoprzepustowymi badaniami
przesiewowymi. Poniewaz testowane zwigzki strukturalnie przypominajg fragment
naturalnych substratow enzymu D9, sprawdzono podatno$¢ wybranych nukleotydow
na hydroliz¢ przez D9 przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(RP-HPLC). W tym celu wybrano zestaw 15 zwiazkow o roznych modyfikacjach
I inkubowano z enzymem przez 2 godziny. Warunki inkubacji zostaty nieco zmienione

(sktad buforu, stgzenia testowanego zwigzku i enzymu), aby byly kompatybilne
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Z wybrang metodg analizy. W okre§lonych punktach czasowych reakcji enzymatycznej
(w 30, 60, 90 oraz 120 minucie), pobierano probke, reakcje zatrzymywano przez
termiczng dezaktywacje enzymu ianalizowano za pomocg RP-HPLC. Wigkszos¢
zwiazkow nie ulegato hydrolizie w tych warunkach, a inne hydrolizowaty w bardzo
nieznacznym stopniu podczas poczatkowych 30 min reakcji enzymatycznej (Rys. 32,

Tabela 3), co umozliwito zbadanie ich wtasnosci inhibitorowych opracowang metoda.
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Rys. 32. Chromatogramy przedstawiajace podatno$¢ na hydrolize przez enzym

analogéw kapu.

D9 wybranych



Tabela 3. Podatno$é badanych zwigzkéw na hydrolize przez enzym D9. , Niehydrolizowany” oznacza,

ze procent przereagowania substratu po 30 minutach trwania reakcji nie przekroczyt 5%.

Podatnos$¢ na hydrolize przez D9

Badany zwigzek (% przereagowania substratu po 30 min
reakcji)
m’GDP niehydrolizowany
GTP niehydrolizowany
m/'GTP niehydrolizowany
GpppG niehydrolizowany
m’GpppG niehydrolizowany
m’GppppG niehydrolizowany
m’GppCClzppG niehydrolizowany
m’GppCClzpp(m’G) niehydrolizowany
mM’GppCF2ppG niehydrolizowany
m’'GppCFzpp(m’G) niehydrolizowany
m’Gpsppps(M’G) niehydrolizowany
M’GmpppCH2pG hydrolizowany (58%)
m’GpppA hydrolizowany (7%)
m’'GpppAm niehydrolizowany
m’Gppp(msA) niehydrolizowany

Schemat dziatania metody przedstawiono na Rys. 33 i wygladal on nastgpujaco —
na plytce 96-dotkowej przygotowano seryjne rozcienczenia potencjalnych inhibitoréw
(zastosowano rozcienczenia w skali potlogarytmicznej, gdzie kazde kolejne stgzenie
badanego zwiazku bylo 3,16 razy mniejsze od poprzedniego, startujac od st¢zenia
100 pM az do stezenia 3,16 nM) w buforze reakcyjnym i w obecnosci sondy m’GTP-Py,
a nastepnie dodawano enzymu D9. Rejestrowany rosngcy sygnat fluorescencji w czasie
analizowano, wyznaczajac warto$ci predkosci poczatkowych dla pierwszych 10 minut
trwania reakcji hydrolizy sondy dla kazdego stezenia inhibitora. Unormowane do
predkosci reakcji bez inhibitora dane przedstawiono na wykresie w funkcji stezenia
inhibitora. Korzystajac z programu GraphPad Prism do danych eksperymentalnych
dopasowano odpowiedni model inhibicji i wyznaczono wartosci parametru 1Cso, czyli
stezenia hamujacego, dla ktorego szybkos¢ reakcji hydrolizy sondy pirenowej przez
enzym jest dwukrotnie mniejsza niz szybko$¢ pod nieobecnos¢ inhibitora. W ten sposob
wyznaczono wartosci parametru 1Csp dla wszystkich zwigzkow z Dbiblioteki
nukleotydowej (Rys. 34, Tabela 4).
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Rys. 33. Schemat metody FLINT do ewaluacji potencjalnych inhibitorow. Wtasciwosci inhibitorowe
zwigzkow wyselekcjonowanych z wysokoprzepustowych badan przesiewowych sa nastgpnie doktadniej
charakteryzowane poprzez wyznaczenie parametru ICsp.
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Wyznaczone wartosci 1Cso wahaty sie¢ od 0,077 uM do ponad 100 pM. Najsilniejsze
inhibitory enzymu D9 (ICso ponizej 1 puM, Rys. 34B-C) zidentyfikowano wsrod
mononukleotydow zawierajagcych m’G oraz trzy lub wiecej grup fosforanowych,
co wskazuje, ze zarowno dodatnio natadowana 7-metyloguanozyna, jak i ujemnie
natadowany mostek fosforanowy sa wymagane do silnego oddziatywania z biatkiem.
Dinukleotydowe analogi kapu z reguly wykazywaly stabsze wlasciwosci inhibitorowe
(ICso od 2,6 do 46 uM), ale stosunkowo silng inhibicj¢ obserwowano dla kilku
dinukleotydowych 5',5'-tetrafosforanéw, w tym m’GmpppCH2pG (ICs0 = 2,6 £ 0,4 uM)
oraz m’Gpspppsm’G D3 (ICso = 3,6 £ 0,4 uM); ten ostatni zostal wczesniej
zidentyfikowany jako inhibitor drozdzowego enzymu dekapujacego SpDcpl/Dcp2 [156].
Najsilniej dzialajgcym zwigzkiem w grupie trinukleotydéw byt m’GmpppGmpG
z wartoscig 1Cso wynoszaca ~ 4 uM. Co ciekawe, zardwno w grupie dinukleotydow, jak
I trinukleotydow, dodatkowa metylacja w pozycji 2°-O rybozy 7-metyloguanozyny
wyraznie zwigkszala wlasciwosci inhibitorowe, co sugeruje, ze modyfikacja w tym
miejscu rybozy moze zwigksza¢ powinowactwo do D9. Jednocze$nie zwigzek
M’GmpppGmpG wykazywal rowniez najwieksza podatnosé na hydrolize przez D9 (Rys.
32), co rowniez potwierdza hipotezg, ze jest to efekt zwigzany z silnym wigzaniem sig
z biatkiem.

86



A 607 [l mononukleotydy [ dinukleotydy [ trinukleotydy

401
£ i “ 'i" i ii
i 1o ] =@ i & i & & i I i i &
g 4
©
3
2
11
0-
RS TR R TR KRR P PEOEO P 1010 PN & R
000’\’\*’\ RERTR KSR KR s & NI
7O O an $ &K, Q ‘N\gs ,g @ LR & é‘ \?z N ?‘%v 0@@«
& Oo° §%¢°§O§JOQQOQQQ§?%<§0Q '3\03 QQ‘EQQQQQQ% & C’QQQQ(, (5(790\82&0@%0:\0‘% ;‘z F & ééyi‘\ \OQQQ@@iszZi :2 QQQ
e SIS 7Y &@Q&OQQ%O@Q Ft o7 ¢ S SR (A S e 2
<& &L & ««\OQ & &€ @
N
N
B ¢ c i Lk
2 1.0+ Ly o o o 0 a > 0 o o
= HNTNTTN 0-B-0-B-0-b-cH,-b-0° HNT NN 0-P~CH,~b-0-F-0
S 084 ~o o 6 & & ~T O OO
S OH OH OH OH
9 i
g 0o m'GpppCH,p m'GpCH,pp
T 04- ICsy = 0,077 £ 0,005 uM ICs= 0,58 + 0,06
= M
g 027 | b
S, OH OH NH
= 0.0 T T T o o o o «Nfﬁ)\
ﬂ } °c g2 9 9 N
& opd 001 01 1 10 100 1000 NN O ofrofrofrotoq o :
stezenie inhibitora [jM] N on Ok
7 7 7[-"\/I 7 o ' m'Gpspppsm’G
~o- m'GpppCHzp ~v= m'Gpspppsm'G  —*~ m'GpppApG 1C5=3,6+0,4uM
-8 m'GpCHyp —4~ mM'GupppCHoPG ~o- mGy,pppG,pG o
~ \
o OH O N o
on o 2 9 9 LA

N

NH )\-oj NH,
o 808808 GALA BN NN OE0Roo o :
e 9 9 2 2 S

ML N 07 Lo-p-o-B-0-P-cH,P-0— o N” "NH, YU o O O o
2 ] N> & o & O k 7‘ NS o oL N NH
HNL OH OH - ‘0-P=0 < | o

\

[0}
G, ppPG,pG o
o m’G,,pppCH,pG m'G,pppG,p
ICsp=2,6 0,4 uM 1C5=39+05uM \/—\(DH e

Rys. 34. Charakterystyka potencjalnych nukleotydowych inhibitorow enzymu D9. A) Poréwnanie
wartosci parametru 1Cso zwiazkéw z testowanej biblioteki nukleotydowej. Dane przedstawione na
wykresie przedstawiaja tylko zwigzki dla ktorych parametr 1Cso < 60 uM i reprezentuja wartosci $rednie
pochodzace z trzech niezaleznych eksperymentow +SEM. B) Reprezentatywne krzywe inhibicji oraz
C) struktury najsilniejszych wyselekcjonowanych inhibitoréw z grupy mono-, di- oraz
trinukleotydow.
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Tabela 4. Zestawienie warto$ci parametru ICso serii nukleotydowych inhibitoréw enzymu D9Y.
Przedstawione dane sa warto$ciami $rednimi z trzech niezaleznych eksperymentow + SEM.

Lp. | Zwiazek ICso [uM] | Lp. | Zwigzek ICso [uM]
mononukleotydy dinukleotydy

1. | m‘GMP b.d (>>100) | 24. | m’GppCClzppm’G 28,8+ 4,1
2. | m'GDP 142+2,4 |25. | m'GppCCppG 244+ 40
3. | m‘GDPasS D1 83+1,7 |26. | mM'GpppppG 139+25
4, | m'GDPaS D2 76+1,2 |27. | m’GpppA 33,0+5,9
5 | m’GTP 0,77+ 0,06 | 28. | GpppA b.d

6. |GTP 154 +27 |29. [ m"GpppAn 19,8 £ 3,6
7. | m’GTPaS 0,64 £ 0,06 |30. | m’Gppp(mCA) 31,5+5,9
8. | m’GpCHapp 0,58 +0,06 |31. | Gpp-triazole-m’G b.d

9. | m’GppCHzp 1,1£0,1 |32. | Gppp-triazole-m’G 350+5,3
10. | m’GpppCHazp 0,077+ | 33. | Gppp-SCH2-triazole-m’G b.d
dinukleotydy 34. | m’Gpp-triazole-G 17,5+2,6
11. | m’GpppG 11,3+ 1,9 |35. | m'Gpp-SCH-triazole-G 46,0 £ 6,8
12. | GpppG b.d (>>100) | 36. | Gpp-SCH.-triazole-m’G b.d
13. | m"*°9GpppG 10,6 £1,1 | 37. | m’Gppp-SCH-triazole-G | 24,9+438
14. | m’Gppp®SG 14,1+1,7 |38. | ApppA b.d
15. | m’Gmppp®SG 72+1,1 |[39. | ApsppsA b.d
16. | m’GnpppG 32,1+5,9 | trinukleotydy

17. | m’GpCH2ppG 16,8 +3,3 | 40. | m'GpppApG 113+2,0
18. | m’Gpppm’G 143+2,1 |41. | m'Gppp(m°A)pG 16,9 + 3,2
19. | m’Gpspppsm’G 3,604 |[42. | m'Gppp (M*Am)pG 17,4+3,0
20. | m’GmpppCH2pG 26+04 |43. | m'GpppAmpG 20,4+ 3,4
21. | m’GppCF2ppG 16,7+ 3,1 |44. | m'GppCH2pApG 274+6,2
22. | m’GppCCloppG 41,4+6,6 |45. | m'GpppGmpG 12,0 £ 2,4
23. | m’GppCFzppm’G | 14,7+2,6 |46. | m'GmpppGmpG 39+0,5

b.d — brak danych (parametru 1Cso nie wyznaczano ze wzgledu na stabe wlasciwosci

inhibitorowe danego zwigzku, 1C50>>100)
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3.2.6 WYSOKOPRZEPUSTOWE BADANIA PRZESIEWOWE KOMERCYJNEJ
BIBLIOTEKI ZWIAZKOW LOPAC®1280

W  kolejnym  etapie  badan  zastosowano  opracowang  metode
do wysokoprzepustowych eksperymentow przesiewowych (HTS). W tym celu
przebadano komercyjnie dostepnag biblioteke zwigzkéw farmakologicznie czynnych,
LOPAC®28 (Library of Pharmacologically Active Compounds, Sigma-Aldrich).
Badania przesiewowe (z ang. screening) bibliotek zwigzkdéw sg rutynowo wykonywane
przez firmy farmaceutyczne w procesie opracowywania nowych lekow w celu
identyfikacji potencjalnych substancji czynnych, ktore sa nastgpnie dalej rozwijane.
Dzigki temu w szybki sposdb mozna sposrod setek 1 tysigcy zwigzkow wyselekcjonowac
te oddziatujace z wybranym celem molekularnym. Biblioteka LOPAC®!** to kolekcja
1280 matoczasteczkowych zwiazkéw o potwierdzonej aktywnosci biologicznej. Wsrod
nich znajdujg si¢ zaréwno inhibitory i ligandy réznych biatek, zwiazki rozwijane przez
koncerny farmaceutyczne, ale odrzucone na r6znych etapach badan klinicznych, jak i juz
zatwierdzone leki.
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Rys. 35. Schemat dzialania metody w trybie HTS do identyfikacji inhibitoréw enzymu D9.

Wykorzystanie opracowanej metody do wysokoprzepustowych badan przesiewowych
(w trybie HTS) r6zni si¢ nieco w porownaniu do wyznaczania przez nig parametru |Csg,
co zobrazowano na Rys. 35 — zwiazki testuje si¢ przy jednym wybranym stezeniu
(stezenie punktowe). Zwiazki z biblioteki LOPAC®!2% byly badane w stezeniu 30 uM
w warunkach podanych w Tabela 1. Wzgledny progres reakcji dla kazdego zwigzku
obliczano normalizujac poczatkowa szybko$¢ reakcji w obecnosci badanego zwiagzku
do poczatkowej szybkosci bez obecnosci zadnego inhibitora (Rys. 36). Kryterium
odciecia dla dalszej selekcji zwigzkow jako potencjalnych inhibitorow ustalono na 30%
maksymalnej szybkosci poczatkowej (linia kropkowana), co dato sze$¢ potencjalnych

trafien (tzw. hitow, z ang. hit — trafienie, celny strzat).
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wzgledny progres reakcji
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Rys. 36. Wyniki badania przesiewowego biblioteki LOPAC®!% wzgledem wirusowego enzymu D9.

Wylonione w eksperymentach przesiewowych hity poddano dalszej ocenie, w tym
okresleniu ich wartosci 1Cso (Rys. 37A-B). Trzy najsilniejsze zwigzki miaty warto$¢ 1Cso
ponizej 10 uM ibyly to: pochodna adeninowa Seliciclib (ICso = 0,57 = 0,05 uM),
pochodna chinazolinowa CP-100356 (ICso = 2,7 + 0,7 uM) oraz pochodna purynowa
SCH 58261 (ICso = 4,5 = 0,8 uM) (Rys. 37C).
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Rys. 37. Ewaluacja najlepszych zwiazkow wyselekcjonowanych z badan przesiewowych komercyjnej
biblioteki LOPAC®"*, A) Porownanie wartosci parametru ICso szesciu zwiazkéw wytypowanych
z badania HTS (parametr odci¢cia — 30% wzglednego postepu reakcji). Zaprezentowane dane sg
warto$ciami §rednimi = SEM pochodzacymi z trzech niezaleznych eksperymentéw. B) Reprezentatywne
krzywe inhibicji oraz C) struktury najlepszych inhibitorow enzymu D9.
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Tabela 5. Zestawienie wartosci 1Cso wyznaczonych opracowang metoda FLINT dla 6 zwigzkow
wyselekcjonowanych z badan przesiewowych biblioteki LOPAC®'?%, Przedstawione dane s3
Srednimi warto$ciami z 3 niezaleznych eksperymentéw + SEM.

Lp. | Symbol | Nazwa IC,, [uM]
1. | P2HS Amsacrine hydrochloride 13£2
2. | P3B7 CP-100356 2,7+0,7
3. | P4A6 Seliciclib 0,57 +£ 0,05
4. | P5AS CGS-15943 20+ 5
5. | P10F4 | BIO 95+ 18
6. | PI6F10 | SCH 58261 4,5+0,8

3.2.7 WERYFIKACJA WYNIKOW NIEZALEZNA METODA NA KROTKIM
SUBSTRACIE RNA

Kolejnym potwierdzeniem wiarygodnosci opracowanej przeze mnie metody byta
weryfikacja otrzymanych wynikoéw inng, niezalezng metoda badawczg. W tym celu
sprawdzono, czy trzy najsilniejsze inhibitory matoczasteczkowe zidentyfikowane
w wysokoprzepustowych badaniach przesiewowych komercyjnej biblioteki LOPAC®280
oraz najlepszy inhibitor pochodzenia nukleotydowego hamuja katalizowany przez D9
dekaping krotkich, kapowanych transkryptow RNA.

3.2.7.1 PRZYGOTOWANIE TRANSKRYPTOW RNA

Zrédtem substratow RNA byla reakcja in vitro transkrypcji (z ang. in vitro
transcription, IVT). Jest to najpowszechniejsza metoda otrzymywania zaréwno krotkich
fragmentow RNA, jak ikodujacych czasteczek mRNA pelnej dtugosci. Polega ona
na syntezie tancucha oligonukleotydowego przez polimeraz¢ RNA na liniowej matrycy
DNA (ktora zawiera sekwencj¢ promotorowa odpowiednia dla danej polimerazy).
Dobudowywanie kolejnych zasad azotowych odbywa si¢ poprzez tworzenie wigzania
fosfodiestrowego oraz z zachowaniem reguly komplementarnosci. Najczesciej
wykorzystuje si¢ w tym celu enzymy pochodzace z bakteriofagow: SP6 lub T7, a ich
substratami w tej reakcji s trifosforany nukleozydow (ATP, UTP, CTP, GTP).

Aby uzyska¢ krotkie fragmenty kapowanego RNA do testu inhibitorow enzymu D9,
przeprowadzono reakcje IVT w nastepujacy sposdb — przygotowano mieszaning
nukleotydow (UTP, CTP, GTP w koncowym stezeniu 5 mM oraz ATP — 1,25 mM),
analogu kapu m’GpppApG (5/6,5 mM), matrycy DNA (1 uM) oraz inhibitora RNaz
(Ribolock™, 1U/uL) w buforze reakcyjnym (40 mM Tris-HCI pH 7,9, 6 mM MgCl,,
10mM DTT, 10 mM NaCl oraz 2 mM spermidyna). Reakcje suplementowano
dodatkowo 20 mM MgCl> w celu polepszenia wydajnosci reakcji transkrypcji. Do tak
przygotowanej mieszaniny dodano polimerazy T7 (20 U/uL) iinkubowano reakcje
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w 37°C przez 4 godziny. Nastepnie do reakcji dodano enzymu, Dnazy | (7 U), ktorego
zadaniem bylo zdegradowanie matrycy DNA i pozostawiono na kolejne 30 min. Po tym
czasie reakcje zastopowano poprzez skompleksowanie jonéw magnezu niezbednych do
aktywnosci polimerazy, dodajac roztwor Na,EDTA, oraz rozcienczajac ja woda. Surowa
reakcje poddano wstepnemu oczyszczaniu w celu pozbycia si¢ zanieczyszczen
biatkowych, przeprowadzajac ekstrakcj¢ mieszaning fenolu i chloroformu oraz stragcajac
przy uzyciu octanu sodu. Tak przygotowang probke RNA o dtugosci 35 nukleotydow
(35 nt) poddano nastepnie oczyszczaniu przy uzyciu RP-HPLC (Rys. 38).
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Rys. 38. Przykladowy chromatogram pochodzacy z oczyszczenia RNA o dlugosci 35 nukleotydéow
przy uzyciu RP-HPLC. Najpierw z kolumny eluowane sa pozostaloéci nieprzereagowanych substratow
oraz krotsze RNA. Oczekiwany produkt RNA charakteryzuje si¢ czasem retencji ok. 15 minuty.
Na powickszeniu mozna zauwazy¢, ze sa to przynajmniej dwa nakladajace si¢ piki réznigce si¢ dhugoscia
wynikajaca z heterogenno$ci na koncu 3’ transkryptu lub obecnoscia wbudowanego kapu na koncu 5°.
Warunki oczyszczania - kolumna: Clarity®3uM Oligo-RP, 150 x 4,6 mm; eluent A: 50 mM octan
trietyloamoniowy (TEAA), eluent B: 75% acetonitryl (ACN); gradient: od 5% do 12,5% eluentu B
w 5-20 min; przeptyw: 1 mL/min; T=25°C.

Poniewaz otrzymane transkrypty s3a do$¢ heterogenne pod wzgledem dtugosci
na koncu 3’ nici nukleotydowej, przeprowadzono reakcj¢ ich trawienia DNAzymem
10-23. DNAzymy (czy tez deoksyrybozymy lub enzymy DNA) to jednoniciowe
czasteczki DNA 0 dhlugosci kilkudziesigciu nukleotydow posiadajace funkcje
katalizowania roznych reakcji chemicznych, w tym hydrolizy kwaséw nukleinowych.
Zbudowane sg zazwyczaj z dwoch czesci — ramion wigzacych substrat na zasadzie
komplementarno$ci Watsona-Cricka oraz petli katalitycznej, ktora odpowiada za jego
aktywnos¢ hydrolityczng (Rys. 39A). DNAzym 10-23 jest znany w literaturze od
przeszto 20 lat [171] i moze hydrolizowa¢ substraty RNA o praktycznie dowolnej
sekwencji, je$§li w miejscu cigcia wystepuje bezposrednie potaczenie zasad
puryna-pirymidyna. W przypadku badanych w tej rozprawie krotkich sekwencji
35-nukleotydowych, DNAzym10-23 odcina ok.10-nukleotydowy fragment na koncu 3’
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RNA, w wyniku czego powstaja produkty o dlugosci 25 (niekapowane) lub 26
(kapowane) nukleotydow. Mieszaning ponownie oczyszczono przy uzyciu RP-HPLC

(Rys. 39B), aby wyizolowa¢ finalny produkt gotowy do dalszych badan.
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Rys. 39. Trawienie konca 3' transkryptu Dnazymem 10-23. A) Struktura oraz schemat dzialania
Dnazymu 10-23. Dwa ramiona dnazymu (E) sa komplementarne do fragmentu substratu RNA (S).
Hydroliza nastepuje w miejscu, ktore wskazuje strzatka. Rysunek zaczerpnigto z publikacji Santoro i Joyce
[171]. B) Przykladowy chromatogram pochodzacy z oczyszczania reakcji trawienia konca 3> RNA.
Oczekiwany produkt eluowany jest z kolumny ok. 17 minuty. Warunki oczyszczania - kolumna:
Clarity®3uM Oligo-RP, 150 x 4,6 mm; eluent A: 100 mM octan trietyloamoniowy (TEAA), eluent B:
100 mM octan trietyloamoniowy/acetonitryl 1:1 (TEAA/ACN, v/v); gradient: od 10% do 30% eluentu B
w 30 min; przeptyw: 1 mL/min; T=25°C.

3.2.7.2 POTWIERDZENIE WELASCIWOSCI INHIBITOROWYCH
WYSELEKCJONOWANYCH ZWIAZKOW W TESCIE IN VITRO DEGRADACIJI RNA

Substrat RNA o dtugosci 26 nukleotydéw zawierajacy na koficu 5” strukture m’GpppApG
(struktura kapu 0) poddano hydrolizie przez enzym D9 w obecnosci zidentyfikowanego
inhibitora w trzech réznych stgzeniach (1, 10, 100 pM). Postep hydrolizy substratu
analizowano elektroforetycznie w odniesieniu do reakcji przeprowadzonej przy braku
inhibitora (Rys. 40). Intensywno$ci prazkow odpowiadajagcych kapowanemu
I ,zdekapowanemu” (czyli pozbawionemu struktury kapu na koncu 5°) RNA bytly
kwantyfikowane densytometrycznie, a rozktad substratu wykreslono w funkcji czasu
(Rys. 41). Wszystkie zwiazki wykazywaty aktywno$¢ hamujaca w kierunku dekapowania
RNA, a ich wzgledny potencjat inhibicyjny byl skorelowany z wartosciami 1Cso

wyznaczonymi w tescie HTS przy uzyciu sondy m’GTP-Py.

93



PAGE
_— L — — — PRNA,5

m’Gpp
e L analiza PR— M’GpppRNA
AN +

0 5 15 30
mM’GpppRNA

PRNA,5

Rys. 40. Schemat eksperymentu potwierdzajacego wyniki badan inhibitorowych. Krétki kapowany
substrat RNA o dlugosci 26nt zostal poddany hydrolizie przez enzym D9. W okreslonych punktach
czasowych reakcje¢ zatrzymywano, a jej postgp sprawdzano metoda elektroforezy w Zelu
poliakrylamidowym (PAGE).

100 - w/o
8 o 1uM w/o ‘ 1uM ‘ 10 pM ‘ 100 pM
2 4 10 uM ; ;
£ 60 — - — — =
B ¥ 100 uM \__ . - ]
\2 40 ——— ———— :
20 i i i
o 0> 5 15 30° 60° 00 5 15°30° 60° 0 5° 15° 30°60° 0> 5 15° 30" 60
0 20 40 60
czas [min]
B CP-100356 Seliciclib SCH 58261 m’GpppCH,p

\ - w/o

80 80 80 80 ~ o 1uM
0 0 0 0 J;\N + 10uM
¥ 100 pM

T T T 1 T T T 1 T T T T T T T 1
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
czas [min] czas [min] czas [min] czas [min]

%substratu
PR
%substratu
5 g

[u}
Y%substratu

s g
%substratu

s g

Rys. 41. Weryfikacja zidentyfikowanych inhibitoréow w eksperymencie dekapingu na krotkim
substracie RNA. A) Reprezentatywny zel z pojedynczego eksperymentu ze zwigzkiem CP-100356
(z prawej) oraz analiza densytometryczna intensywnosci prazkow (z lewej). B) Potwierdzenie wiasciwosci
inhibitorowych czterech wyselekcjonowanych zwigzkow.

Na koniec sprawdzono réwniez, czy zidentyfikowane inhibitory sg selektywne
wzgledem wirusowego enzymu D9 czy oddzialuja rowniez na inne enzymy o podobnej
aktywnosci. W tym celu wykonano analogiczny eksperyment na krotkim substracie
RNA, ale wobecnosci dwoch innych enzyméw — ludzkiego kompleksu
PNRC2-DCP1-DCP2 oraz drugiego enzymu dekapujgcego z wirusa krowianki D10. Oba
te enzymy takze naleza do hydrolaz z rodziny Nudix, a ich substratami sg dtugie
kapowane czasteczki RNA. Nie zaobserwowano aktywno$ci hamujacej wobec ludzkiego
kompleksu DCP1/2 dla badanych zwiazkoéw w stezeniach do 100 pM, potwierdzajac tym
samym ich wysoka selektywno$é wobec enzymu wirusowego (Rys. 42). m’GpppCHzp
I CP-100356 wykazywaty lekkie dziatanie inhibitorowe wzgledem D10 przy wyzszych
stezeniach (Rys. 43A, B), co moze sugerowac dwie rzeczy. Po pierwsze, ze aktywnosci
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tych dwoch enzymow sa podobne i czesciowo pokrywaja sie lub ze jeden z nich moze
pelni¢ role enzymu zapasowego (z ang. back-up enzyme) wzgledem drugiego
w przypadku, gdyby aktywno$¢ jednego zostala w jaki§ sposob uposledzona.
Jednakowoz, najsilniejszy inhibitor D9 zidentyfikowany w tym badaniu, Selicilib,
wykazywat bardzo dobrg selektywnos¢ tylko wobec D9.
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Rys. 42. Potwierdzenie selektywnosci zidentyfikowanych inhibitoréw wzgledem enzymu D9 -
eksperyment z ludzkim kompleksem PNRC2-DCP1-DCP2. A) Reprezentatywny zel z pojedynczego
eksperymentu ze zwigzkiem Seliciclib (z prawej) oraz analiza densytometryczna intensywnos$ci prazkow
(z lewej). B) Potwierdzenie braku wtasciwosci inhibitorowych czterech wyselekcjonowanych zwigzkow

wzgledem enzymu DCP2.
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Rys. 43. Potwierdzenie selektywnos$ci zidentyfikowanych inhibitorow wzgledem enzymu D9 -
eksperyment z wirusowym enzymem D10. Zwiazki: Seliciclib (A) oraz SCH 58261 (B) nie wykazuja
wilasciwos$ci inhibitorowych wzgledem drugiego enzymu dekapujacego z wirusa krowianki, D10. Dwa
sposrod testowanych zwigzkow: CP-100356 (C) oraz inhibitor nukleotydowy, m’GpppCHzp (D) hamowaty
aktywnos¢ D10 przy wyzszych stezeniach. Na rysunku przedstawiono reprezentatywny zel dla jednego
z trzech powtdrzen wykonanych dla kazdego zwiazku. Analiza densytometryczna nie byta mozliwa do
wykonania ze wzgledu na réznice w aktywnosci enzymu migdzy powtdrzeniami i ograniczonej ilosci
biatka.
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3.2.8 BADANIA KRYSTALOGRAFICZNE

W ramach wspoélpracy nad projektem dotyczacym wirusowego enzymu
dekapujacego D9, czg¢é¢ badan obejmujaca badania krystalograficzne wykonata dr Jessica
Peters w laboratorium prof. Johna Grossa na Uniwersytecie Kalifornijskim w San
Francisco. W ich rezultacie udato si¢ uzyska¢ strukture krystaliczng dzikiego wariantu
(z ang. wild type) enzymu D9 w kompleksie z jednym ze zidentyfikowanych wczesniej
matoczasteczkowych inhibitoréw z biblioteki LOPAC®!?° CP-100356 (P3_B7),
W rozdzielczosci 1,78 A (PDB: 7T7H; Rys. 44). Pozwolilo to nieco lepiej zrozumieé
mechanizm inhibicji tego biatka. W otrzymanej strukturze przestrzennej D9 przyjmuje
nieaktywng konformacje post-katalityczna, analogiczna do opublikowanej niedawno
struktury enzymu zwigzanej z produktem hydrolizy kapowanych substratow, m’GDP
(PDB: 7SEZ) [105]. Inhibitor CP-100356 uktada si¢ w kieszeni wigzacej enzymu przez
zablokowanie pierscienia  6,7-dimetoksychinoliny miedzy dwiema resztami
aromatycznymi — fenyloalaning-54 (F54) oraz tyrozyna-158 (Y158). Doktadnie w ten
sam sposob rozpoznawana jest struktura 7-metyloguanozyny na koncu 5’ czasteczki
RNA, a te dwa zachowane ewolucyjnie aminokwasy sg niezbedne do wydajnej hydrolizy
kapu. Jednak w kompleksie z CP-100356 zaobserwowano znaczne przearanzowanie
pozycji Y158 w poréwnaniu do jej utozenia w kompleksie z m’‘GDP (Rys. 44B i C),
przypuszczalnie w celu umozliwienia bardziej efektywnego oddziatywania warstwowego
(m-m stacking) z aromatycznym uktadem chinazolinowym inhibitora. Ponadto, w kontrze
do struktury 7SEZ, gdzie 7-metyloguanozyna tworzy pary wodorowe z resztami D151
I E16, czgsteczka CP-100356 nie jest stabilizowana przez tworzenie wigzan wodorowych
z tymi aminokwasami, a raczej rozciaga si¢ w niewielkiej wnece wzdtuz tych reszt (Rys.
44C). Podsumowujac, wszystkie powyzsze obserwacje prowadza do wniosku, ze CP-
100356 hamuje hydrolize¢ kapowanych substratow D9 poprzez zablokowanie enzymu w
nicaktywnej konformacji, uniemozliwiajac zachowanym ewolucyjnie resztom
aromatycznym F54 i Y158 zwigzanie struktury 5’ kapu. Niestety, proby krystalizacji
enzymu D9 z innymi najsilniejszymi inhibitorami zidentyfikowanymi w eksperymentach
HTS, Seliciclibem (P4_A6) i SCH 58261 (P16_F10), nie powiodly si¢. Niemniej jednak,
na podstawie podobienstwa tych zwigzkéw do naturalnych zasad mozna przypuszczac,
ze najprawdopodobniej hamuja one aktywnos¢ enzymu W podobny sposob, tj. poprzez
oddzialywania stackingowe pomig¢dzy F54 i Y158.
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B o9+ m’GDP

D9 + CP-100356

Rys. 44. Struktura krystaliczna wirusowego enzymu D9 w kompleksie z maloczgsteczkowym
inhibitorem CP-100356. A) Natozenie struktur przestrzennych D9 uzyskanych przez kokrystalizacje
z m’GDP (kolor morski, PDB: 7SEZ) lub CP-100356 (kolor zotty, PDB: 7T7H). B) Zblizenie na kieszef
wigzacg struktury 7SEZ — m’GDP tworzy oddziatywania warstwowe z F54 1 Y158 oraz wigzania wodorowe
z E16 i D151. C) Zblizenie na kieszen wiazaca struktury 7T7H — zwigzek CP-100356 znajduje si¢
W miejscu wigzania kapu i stabilizowany jest przez oddziatywania n-n pomig¢dzy F54 a Y158.
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3.3 BADANIA LUDZKIEGO KOMPLEKSU DEKAPUJACEGO
PNRC2-DCP1/DCP2

Druga cze$¢ projektu dotyczyla badan inhibitorowych ludzkiego enzymu
dekapujacego, DCP2°. Do momentu pisania tej pracy, bardzo mato informacji na temat
matoczasteczkowych inhibitoréw DCP2 mozna byto odnalez¢ w literaturze. W 2016 roku
pojawita si¢ praca, w ktorej autorzy przeanalizowali niewielka biblioteke
nukleotydowych analogdéw kapu zawierajacych rézne modyfikacje w obrebie tancucha
oligofosforanowego wzgledem drozdzowego kompleksu Dcp1/2 [156]. Uzyli w tym celu
wyznakowanych radioaktywnie czasteczek RNA, ktore inkubowali zenzymem
i potencjalnym inhibitorem, a nastepnie analizowali technikami elektroforetycznymi.
Udalo im si¢ zidentyfikowa¢ kilka zwigzkow 0 wiasciwosciach inhibitorowych
W stezeniach mikromolarnych, a najsilniejszy z nich, m’Gpspppsm’G, charakteryzowat
si¢ ponad 20-krotnie silniejszym powinowactwem do biatka niz natywna struktura kapu,
m’GpppN. Kilka lat pézniej Luo i wsp., wykorzystujac metode tzw. phage display,
odkryli bicykliczny peptyd, CP21, ktory hamowat aktywnos$¢ hydrolityczng ludzkiego
DCP2 wzgledem wybranych substratow RNA w komorkach ludzkich [172]. Peptyd ten
postuzyt im pdzniej do badan specyficznosci substratowej enzymu. Oba te przyklady
dowodza, ze inhibitory Dcp2 moga znalez¢ zastosowanie W szeroko pojetych badaniach
nie tylko degradacji, ale i catego cyklu zycia mMRNA (mRNA turnover). Stad tez wynika
realna potrzeba zaprojektowania wysokoprzepustowej metody, ktora umozliwitaby
W prosty sposob dokonywac szybkiej selekcji zwigzkéw o okreslonych wtasciwosciach
(np. inhibitorowych) sposrod duzych bibliotek zwigzkow.

Jak juz to zostato wielokrotnie wspomniane i1 opisane doktadniej w czgsci
literaturowej, DCP2 nie dziata samodzielnie, a zawsze wystepuje w kompleksie.
W warunkach laboratoryjnych odtworzenie tak ztozonego kompleksu oraz zachowanie
jego aktywnosci i skomplikowanej sieci powigzan migdzy jego poszczegdlnymi
sktadnikami bialkowymi jest praktycznie niemozliwe. Z tej przyczyny dazy si¢
do upraszczania modeli badawczych. Do badan wykonanych w ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej uzyto rekombinowanego kompleksu, w ktorego sktad, oprocz
podjednostki katalitycznej DCP2, wchodzit rowniez DCP1 petnigcy funkcj¢ aktywatora
oraz PNRC2 dodatkowo stymulujacy dekaping, czyli reakcje usuwania struktury kapu
zkonca 5 RNA (PNRC2-DCP1-DCP2, w skrocie: DCP1/2). Wyniki zaprezentowane
W tej czesci pracy stanowig tylko preludium do wiekszego projektu dotyczacego enzymu
DCP2 i obejmujg etap projektowania i optymalizacji metody, a takze wstepne badania

® Badania opisane w tej czesci pracy dotycza w petni ludzkiego kompleksu biatkowego, dlatego
zgodnie z obowigzujaca migdzynarodowg nomenklaturg wytyczong przez Komitet
ds. Nomenklatury Genow Organizacji ds. Badan Nad Genomem Czlowieka (HGNC) zaréwno
kompleks, jak i jego poszczegdlne sktadowe bedg zapisywane wielkimi literami.

99



inhibitorowe, ktore miaty ma celu pokaza¢ jej uzyteczno$¢ jako narzedzia w badaniach
biofizycznych.

3.3.1 OPTYMALIZACJA STRUKTURY SONDY

Badania ludzkiego kompleksu dekapujagcego PNRC2-DCP1-DCP2 rozpoczeto
od wybrania odpowiedniej sondy fluorescencyjnej typu turn-on, ktéra charakteryzuje sie
wzrostem intensywnosci sygnatu fluorescencji na skutek degradacji sondy przez enzym
I zaniku oddziatywan wygaszajacych (Rys. 45). Podobnie jak w przypadku enzymu D9,
bioragc pod uwage naturalne preferencje substratowe DCP2 wzgledem kapowanych
czasteczek RNA, zdecydowano si¢ przetestowa¢ sondy zawierajgce w swej strukturze
7-metyloguanozyng. Sprawdzono pi¢¢ zwigzkow z trzema réznymi znacznikami
fluorescencyjnymi (pirenem [Py], 5-karboksyfluoresceing [izomer 5, FAM] oraz
dipirometenem boru [BODIPY-FL]) w réznych pozycjach (sondy 2a-2f, Rys. 46, lewa
strona). Poniewaz naturalnymi substratami DCP2 sg dlugie czasteczki RNA, istniato
podejrzenie, ze enzym do rozpoznania sondy jako substratu bedzie wymagat ,,dluzszej”
struktury. Z tego wzgledu, w testowanym zestawie oprocz sond opartych na strukturze
znakowanego mononukleotydu (2a), znalazty si¢ rowniez sondy dinukleotydowe (2b, 2c,
2e), a nawet jeden znakowany trinukleotyd (2d). Aby porownaé¢ zwigzki migedzy soba,
sprawdzono eksperymentalnie jak zmienia si¢ fluorescencja kazdej z sond pod wptywem
hydrolizy przez DCP2 w funkcji czasu. W tym celu w kuwecie pomiarowej inkubowano
roztwor 100 nM sondy z 50 nM PNRC2-DCP1-DCP2 przez 90 minut, wykonujac pomiar
widm emisyjnych w dwuminutowych odstgpach czasu (Rys. 46, prawa strona).
Nastepnie, dla kazdej sondy wykreslono wykres wzglednej zmiany intensywnosci
fluorescencji w maksimum emisji, normujac zarejeStrowane warto$ci sygnatu
do wartosci w punkcie t = 0, oraz wyznaczono wzgledna kinetyke hydrolizy sond (Rys.
47). Porownujac otrzymane wyniki, do dalszych badan wytypowano zwiazek 2a, czyli
trifosforan 7-metyloguanozyny znakowany pirenem (m’GTP-Py). Charakteryzowat si¢
on najwickszym, bo az ok. 12-krotnym, wzrostem intensywnosci fluorescencji w trakcie
trwania pomiaru. Jest to doktadnie ta sama sonda, ktora zostata wyselekcjonowana i uzyta

w badaniach inhibitorowych wirusowego enzymu dekapujacego D9.
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Rys. 45. Zasada dzialania sondy FLINT typu turn-on do monitorowania aktywnosci kompleksu
PNRC2-DCP1-DCP2. Wskutek degradacji sondy przez kompleks DCP1/2 zanikaja oddziatywania
wygaszajace pomiedzy zasadg azotowa a znacznikiem fluorescencyjnym, co powoduje mierzalng zmiang
intensywnosci rejestrowanej fluorescencji.
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Struktura sondy
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Rys. 46. Sprawdzenie oddzialywania ludzkiego kompleksu dekapujacego PNRC2-DCP1-DCP2
z testowanymi sondami. Z lewej strony zaprezentowano struktury sond fluorescencyjnych uzytych do
badania kompleksu DCP1/2; z prawej strony znajduja si¢ odpowiadajace im zalezno$ci zmiany
intensywnosci fluorescencji w funkcji czasu. Warunki eksperymentu: sondy 2a — 2e (100 nM) inkubowano
w obecnosci kompleksu PNRC2-DCP1-DCP2 (50 nM) w 50 mM Tris-HCI pH 8,0 z dodatkiem 50 mM
NH4CI, 5 mM MgCl;, 2mM MnCly, 1 mM DTT oraz 0,01% Igepal. Widma emisji fluorescencji
rejestrowano z zachowaniem 2-minutowego interwatu czasowego przy dlugosci fal wzbudzenia: 2a-2c —
345 nm, 2d, 2e — 490 nm.
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Rys. 47. Selekcja sondy do badania aktywno$ci ludzkiego kompleksu dekapujacego
PNRC2-DCP1-DCP2. A) Poréwnanie zmian intensywnosci fluorescencji pod wplywem hydrolizy
katalizowanej przez kompleks DCP1/2. Zmiany monitorowano w maksimum emisji kazdej sondy.
B) Wzgledna kinetyka hydrolizy sond. Do poréwnania wzglednej podatnosci sond na degradacj¢ przez
DCP1/2, wartosci intensywnosci fluorescencji dla kazdej z nich przedstawione w panelu A zostaly
znormowane do warto$ci w punkcie czasowym t=90 min. Warunki eksperymentu: sondy 2a — 2e (100 nM)
inkubowano w obecnosci kompleksu DCP1/2 (50 nM) w 50 mM Tris-HCI pH 8,0 z dodatkiem 50 mM
NH4CI, 5mM MgCl;, 2mM MnCl, 1 mM DTT oraz 0,01% Igepal. Widma emisji fluorescencji
rejestrowano z zachowaniem 2-minutowego interwatu czasowego przy dlugosci fal wzbudzenia
i maksimum emisji: 2a-2¢ — 345 nm/ 378 nm, 2d — 490 nm / 523 nm, 2e — 490 nm / 514 nm.

3.3.2 OPTYMALIZACJA WARUNKOW REAKCIJI

Kolejnym krokiem po wybraniu odpowiedniej sondy fluorescencyjnej
w rozwijaniu wysokoprzepustowej metody FLINT jest optymalizacja warunkéw reakcji
hydrolizy tej sondy. Parametry, ktore maja najwigkszy wptyw na kinetyke i przebieg
reakcji to stezenia gtownych reagentéw, czyli enzymu i sondy, ale réwniez skiad
| parametry roztworu buforujacego, w tym zawarto$¢ jonow metali, ktore maja
bezposredni wplyw na aktywno$¢ biatka oraz innych dodatkéw (takich jak sole,
detergenty, biatka pomocnicze/stabilizujace, itp.). Punkt wyjscia procesu optymalizacji
metody FLINT do badania kompleksu DCP1/2 stanowily znalezione w literaturze
warunki stosowane do badan drozdzowego Dcp1/2 [156]. Wybor ostatecznych warunkow
opierat si¢ na analizie pord6wnawczej szybkosci poczatkowych reakcji hydrolizy sondy
oraz wartosci rejestrowanego sygnatu fluorescencji (aby wybrane warunki
charakteryzowaty si¢ odpowiednio szerokim oknem pomiarowym). Wybrane wyniki
optymalizacji przedstawiono na Rys. 48. Na ich podstawie zdecydowano sie¢
zrezygnowac¢ Z obecnosci detergentu w buforze reakcyjnym, poniewaz jego dodatek
negatywnie wptywat na intensywnos¢ sygnatu fluorescencji. Podobnie byto w przypadku
BSA, ktorego suplementacja stabilizowata sygnat w metodzie do badania enzymu D9,
natomiast w przypadku DCP1/2 znacznie go ,sptaszczata” przy jednoczesnym braku

pozytywnego wplywu na inne parametry reakcji.
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Rys. 48. Optymalizacja metody badawczej kompleksu PNRC2-DCP1-DCP2 — wybrane wyniki.
Wplyw rdéznych czynnikow na analizowane parametry reakcji hydrolizy sondy przez kompleks
enzymatyczny: stezenia kompleksu (A), jonéw manganu (B), dodatku detergentu Igepal (C) czy biatka
stabilizujacego BSA (D).

Majac  wstepnie  wybrane warunki reakcji, sprawdzono dodatkowo, czy
rejestrowany wzrost fluorescencji wynika ze specyficznej degradacji sondy przez
hydrolazg DCP2. W tym celu przeprowadzono analogiczny eksperyment z uzyciem
nieaktywnego Katalitycznie mutanta kompleksu DCP1/2, ktory petnit role kontroli
negatywnej. W konstrukcie tym reszta kwasu glutaminowego (E) w pozycji 148 zostata
zastgpiona przez glutamine (Q) — E148 to jedna z czterech zachowanych ewolucyjnie
reszt kwasu glutaminowego, ktora jest kluczowa w procesie hydrolizy przez enzymy
z rodziny Nudix i odpowiada za koordynacje jonow magnezu. Jej podstawienie uposledza
wlasciwosci  Katalityczne kompleksu i jest czesto raportowane w literaturze
do otrzymywania  nieaktywnych  form  tego  bialka, np. do  badan
krystalograficznych [72,80,173]. W ramach doswiadczenia przygotowano 88 probek
mieszaniny sondy w buforze reakcyjnym, do potowy dodano aktywnego kompleksu
DCP1/2, a do drugiej potowy — mutanta E148Q i rejestrowano sygnat fluorescencji przy
uzyciu czytnika ptytek. Na Rys. 49 na panelu A przedstawiono kilka przyktadowych
przebiegdw reakcji dla kontroli pozytywnej (aktywny kompleks) oraz negatywnej
(mutant), a na panelu B znajduje si¢ wykres z wyznaczonymi wzglednymi szybkosciami
poczatkowymi reakcji dla kazdej z analizowanych grup. Wyniki jednoznacznie pokazuja,
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ze obserwowany wzrost intensywnosci fluorescencji wynika ze specyficznej hydrolizy
sondy pirenowej katalizowanej przez kompleks DCP1/2.
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Rys. 49. Sonda m’GTP-Py jest specyficznie hydrolizowana przez kompleks PNRC2-DCP1-DCP2.
A) Przykladowe przebiegi reakcji dla kontroli pozytywnej z aktywnym kompleksem oraz kontroli
negatywnej zuzyciem nieaktywnego mutanta E148Q. B) Poréwnanie wzglednych szybko$ci
poczatkowych reakcji hydrolizy sondy dla obu grup kontrolnych. Warunki reakcji: 3 uM sondy m’GTP-Py
inkubowano z 15 nM DCP1/2 lub DCP1/2 (E148Q) w 50 mM Tris-HCI pH 8,0, zawierajgcym 50 mM
NH.CI, 5 mM MgCly, 1,5 mM MnCl; oraz 1 mM DTT.

3.3.3 WYZNACZENIE PARAMETROW KINETYCZNYCH HYDROLIZY SONDY
KATALIZOWANEJ PRZEZ KOMPLEKS DEKAPUJACY PNRC2-DCP1-DCP2

Ostatnim krokiem procesu optymalizacji metody, bedacym jednoczes$nie
potwierdzeniem stusznosci wybranych warunkow eksperymentu, byto wyznaczenie
parametrow kinetycznych reakcji hydrolizy sondy pirenowej przez enzym — stalej
Michaelisa-Menten oraz szybkosci maksymalnej reakcji i statej katalitycznej (liczby
obrotow) kompleksu DCP1/2. Aby to osiggna¢, inkubowano kompleks dekapujacy
w stalym stezeniu (15 nM) z r6znymi st¢zeniami substratu — sondy pirenowej (0-15 uM),
monitorujac jednoczesnie zmieniajacy si¢ sygnal fluorescencji w czasie. Dla kazdego
stezenia substratu wyznaczono szybkos$¢ poczatkowa reakcji hydrolizy 1 odtozono na
wykresie. Z badan nad enzymem D9 wiadomo, ze postep reakcji degradacji sondy przez
hydrolazy z rodziny Nudix odpowiada standardowej kinetyce Michaelisa-Menten,
dlatego do danych eksperymentalnych dopasowano odpowiedni model i wyznaczono
parametry kinetyczne (Rys. 50). Stata Michaelisa-Menten, K, reakcji hydrolizy sondy
m’GTP-Py przez kompleks DCP1/2 wyniosta 13,0 £ 1,4 uM, szybkoé¢ maksymalna,
Vmax — (1,9 £ 0,1)x10° mol/min/mg, a wydajnoé¢ katalityczna kompleksu, Kea/Km —
26 £3stmMmt
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Rys. 50. Wyznaczenie parametréw kinetycznych reakeji hydrolizy sondy m’GTP-Py przez kompleks
PNRC2-DCP1-DCP2. A) Na wykresie przedstawiono wartosci szybkosci poczatkowych reakeji
degradacji sondy w funkcji stezenia substratu. Do danych eksperymentalnych dopasowano klasyczny
model Michaelisa-Menten i wyznaczono parametry kinetyczne reakcji hydrolizy: Km, Vmax, Kear Oraz
Keat/ Km. Warunki eksperymentu: 15 nM DCP1/2 inkubowano z réznym st¢zeniem m’GTP-Py (0-15 uM) w
50 mM Tris-HCI pH 8,0, zawierajacym 50 mM NH4CI, 5 mM MgCl,, 1,5 mM MnCl; oraz 1 mM DTT.
Zaprezentowane dane reprezentuja wartosci Srednie (= SEM) obliczone dla trzech niezaleznych powtdrzen.
B) Przyktadowe przebiegi reakcji dla roznych stezen substratu — sondy.

Podsumowujac, w oparciu o wyniki eksperymentéw optymalizacyjnych oraz
wyznaczone parametry Kinetyczne reakcji hydrolizy sondy pirenowej, m’GTP-Py, przez
ludzki kompleks dekapujacy PNRC2-DCP1-DCP2 wybrano najbardziej optymalne
warunki do prowadzenia badan inhibitorowych z wykorzystaniem opracowanej metody
FLINT (Tabela 6).

Tabela 6. Zoptymalizowane warunki metody FLINT do badania ludzkiego kompleksu
PNRC2-DCP1-DCP2.

Stezenie sondy 3 uM

Stezenie enzymu 15 nM

Bufor reakcyjny 50 mM Tris-HCI1 pH 8,0, zawierajacy 50 mM
NH4Cl, 5 mM MgCly, 1,5 mM MnCl; oraz 1 mM
DTT

Dlugosé fali wzbudzenia/emisji sondy 345 nm /378 nm

Temperatura pomiaru 30°C

Pre-inkubacja 15 min, 300 rpm
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3.3.4 WALIDACJA METODY

Dodatkowym warunkiem, ktéry musi spetnia¢ metoda badawcza, aby mozna byto
zastosowac ja do wysokoprzepustowych badan przesiewowych (HTS) jest odpowiednia
warto$¢ parametru Z’. Parametr ten wigze ze sobg Srednie oraz odchylenia standardowe
kontroli pozytywnej (maksymalny mozliwy do uzyskania sygnal) oraz negatywne;j
(sygnat tta) i jest miarg jako$ci danego testu, co opisano doktadniej w podrozdziale 3.2.4.
Zaktada sig, ze je$li Z’ przyjmuje wartos¢ powyzej 0,5 to metoda spetnia kryterium
wysokoprzepustowosci i moze zosta¢ zaimplementowana do badan HTS. W celu
wyznaczenia parametru Z’ wykonano pomiar intensywnosci fluorescencji serii probek
kontroli pozytywnej i negatywnej. Kontrole pozytywna stanowita mieszanina sondy
z kompleksem dekapujacym w buforze reakcyjnym, natomiast kontrola negatywna
zawierala dodatkowo inhibitor w stezeniu calkowicie hamujagcym aktywno$¢
hydrolityczng enzymu (Rys. 51A). Dla kazdej probki z obu grup wyznaczono wzgledne
szybkosci poczatkowe reakcji iprzedstawiono na Rys. 51B. Wartosci $rednie
i odchylenia standardowe dla kazdej grupy znajduja si¢ w Tabela 7 i postuzyly one
do obliczenia parametru Z’, ktory wyniost 0,75. Oznacza to, ze zoptymalizowana metoda
generuje  rzetelne i powtarzalne wyniki i moze by¢ wykorzystana

do wysokoprzepustowych badan przesiewowych bibliotek zwigzkow.
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Rys. 51. Ocena jako$ciowa kompetycyjnego testu Kinetycznego sluzacego do poszukiwania
inhibitorow kompleksu PNRC2-DCP1-DCP2 - wyznaczanie parametru Z’. A) Schemat ptytki
eksperymentalnej. Kontrola pozytywna: 3 uM m’GTP-Py, 15 nM PNRC2-DCP1-DCP2; kontrola
negatywna: 3 uM m’GTP-Py, 15 nM PNRC2-DCP1-DCP2 w obecnosci inhibitora — 35 pM Myricetin;
B) Graficzne przedstawienie oceny jako$ciowej metody.
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Tabela 7. Warto$ci §rednich oraz odchylen standardowych dla kontroli pozytywnej i negatywne;j.

kontrola pozytywna | kontrola negatywna
Srednia, M 1,00 -0,0008
odchylenie standardowe, SD 0,07 0,0091

3.3.5 BADANIA INHIBITOROWE BIBLIOTEKI ZWIAZKOW NUKLEOTYDOWYCH

W kolejnym kroku zoptymalizowana metoda FLINT zostala wykorzystana do
scharakteryzowania niewielkiej biblioteki 37 zwigzkéw nukleotydowych, zawierajacej
po kilku przedstawicieli z grupy mono-, di- oraz trinukleotydow. Celem tego
eksperymentu bylo zweryfikowanie uzytecznosci metody w ilosciowych badaniach
inhibitorowych przez poréwnanie wartosci parametru ICso, bedgcego miarg sily
inhibitora. Dla przypomnienia, parametr ten wyznaczany jest w kompetycyjnym
eksperymencie dla réznych stezen potencjalnego inhibitora, ktory konkuruje
z fluorescencyjna sondg pirenowa o miejsce W kieszeni wigzacej enzymu (Rys. 52). Dla
kazdego stezenia testowanego zwigzku wyznacza si¢ wzgledng szybko$¢ poczatkowa
reakcji degradacji sondy Kkatalizowanej przez DCP2, a do otrzymanych danych
dopasowuje si¢ odpowiedni model inhibicji, ktory pozwala wyznaczy¢ potowiczne

stezenie hamujace.
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Rys. 52. Schemat metody FLINT do jakosciowej ewaluacji inhibitoréw kompleksu
PNRC2-DCP1-DCP2. Celem eksperymentu byto sprawdzenie, czy metoda moze zosta¢ zastosowana do
oceny wiasciwosci inhibitorowych zwigzkow, np. wyselekcjonowanych w wysokoprzepustowych
badaniach przesiewowych, poprzez wyznaczenie parametru 1Csp.

Dla wszystkich testowanych zwigzkow z biblioteki nukleotydowej wyznaczono parametr
ICs0 (Rys. 53, Tabela 8). Uzyskane warto$ci wahaja si¢ w szerokim przedziale od 1,4
do 69 pM, co demonstruje, ze metoda ta moze by¢ stosowana zardwno do charakterystyki
tych stabszych, jak i silniejszych inhibitorow 0 1Csg rzedu wielkos$ci kilku mikromoli.
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Rys. 53. Wstepne badania inhibitorowe kompleksu PNRC2-DCP1-DCP2 - poréwnanie
wyznaczonych wartosci parametru ICso dla biblioteki zwiazkéw nukleotydowych. Na wykresie
przedstawiono zwiazki, dla ktorych 1Cso < 100 uM. Zaprezentowane dane sa wartosciami §rednimi z trzech
niezaleznych powtdrzen + SEM.
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Tabela 8. Zestawienie warto$ci parametru ICso serii nukleotydowych inhibitorow kompleksu
PNRC2-DCP1-DCP2. Przedstawione dane sg warto§ciami $rednimi z trzech niezaleznych eksperymentow
+ SEM.

Lp. | Zwigzek 1Cs0 [nM] Lp. | Zwiazek 1Cso [uM]
mononukleotydy dinukleotydy

1. | m'GMP b.d. (>>100) | 20. [ m’Gpppm’G 47+0,7
2. | m'GDP 23+£0,2 |21. | m'Gpspppsm’G 0,9+0,2
3. | m‘GDPaS D1 1,9+0,1 22. | bn’GppCClyppbn’G b.d. (>>100)
4. | m'GDPaS D2 3,2+0,3 23. | bn’Gppppbn’G 9+3

5 | m'GTP 1,8+0,2 24. | m'GnppCF2ppG 39+6

6. | GTP 17+2 25. | m'GnppCClzppG 57+9

7. | m‘GpCHzpp 1,8+0,1 26. | m'GppCCppG 65+9

8. | m'GppCHzp 9,2+0,8 27. | Gpp-triazole-m’G b.d. (>>100)
9. | m’GpppCH2p 7,7+0,8 28. | Gppp-triazole-m’G 53+04
dinukleotydy 29. | Gppp-SCHa-triazol-m’G b.d. (>>100)
10. | m’GpppG 3,1£0,2 |30. | m’Gpp-triazol-G b.d. (>>100)
11. | m’GmpppCH2pG 52+0,6 |31. | m‘Gpp-SCHy-triazole-G b.d. (>>100)
12. | m’GppCF2ppG 69+ 11 32. | Gpp-SCHa-triazole-m’G b.d. (>>100)
13. | m’GppCClppG b.d. (>>100) | 33. | m’Gppp-SCH.-triazole-G 1,65+ 0,07
14. | m’GppCFppm’G 51+6 trinukleotydy

15. | m’GppCClppm’G | b.d. (>>100) | 34. | m’GpppApG 2,38+ 0,09
16. | m’Gppp%SG 2,5+0,3 35. | m’GpppAnpG 2,1+0,1
17. | m'Gnppp%G 22402 36. | m'GpppCHa-triazol-AnmpG 3,1+0,3
18. | m’GnpppG 3,104 | 37. | m’Gppp-triazol-CoHs-AmpG 1,39 + 0,09
19. | m’GpCH2ppG 7+1

b.d — brak danych (zwiazek sprawdzono w zakresie stezen 0-100 uM, ale parametru 1Cso

nie wyznaczano ze wzgledu na stabe wlasciwosci inhibitorowe, 1C50>>100)

3.3.6 WYSOKOPRZEPUSTOWE BADANIA PRZESIEWOWE KOMERCYJNEJ
BIBLIOTEKI ZWIAZKOW LOPAC®!230

Nastepny etap badan inhibitorowych Iudzkiego kompleksu dekapujacego
PNRC2-DCP1-DCP2 stanowity wysokoprzepustowe badania przesiewowe komercyjnej
biblioteki LOPAC®!?°_ Ich celem bylo zidentyfikowanie nowych, matoczasteczkowych
inhibitoréw ludzkiego enzymu DCP2. Eksperyment ten mozna podzieli¢ na dwie fazy.
W pierwszej wykonano jakosciowy screening dla jednego, wybranego stezenia
testowanych zwigzkoéw, w ktorym dazy si¢ do szybkiej selekcji czasteczek
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0 potencjalnych wtasno$ciach inhibitorowych sposrod catej biblioteki zwiazkow (Rys.
54A). Druga faza polegata na doktadniejszej ewaluacji hitéw wytypowanej w poprzednim
etapie i wyznaczeniu dla nich parametru ICso (Rys. 54B).
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Rys. 54. Schemat dzialania metody FLINT w trybie HTS do jakosciowej identyfikacji potencjalnych
hitow (A) oraz iloSciowej ewaluacji wyselekcjonowanych inhibitoréow kompleksu
PNRC2-DCP1-DCP2 (B).

Punktowe stezenie testowanych czasteczek zostalo wybrane na podstawie danych
z krzywych inhibicji dla kilku najsilniejszych zidentyfikowanych do tamtego momentu
zwigzkow nukleotydowych (0 ICso ~2 uM) i wynosito 20 uM - dla tego stezenia
obserwowano ok. 90% inhibicje reakcji hydrolizy sondy pirenowej. Jeden z tych
zwigzkow, m’GTP, postuzyt rowniez jako kontrola pozytywna obecna na plytce
96-dotkowej w kazdym pojedynczym eksperymencie. Dla kazdego zwigzku zostala
wyznaczona szybko$¢ poczatkowa reakcji, ktora zostala nastgpnie znormowana do
szybkosci poczatkowej reakcji bez inhibitora. Punkt odcigcia zostat ustalony na 20%
maksymalnej szybkosci poczatkowej (linia kropkowana), co pozwolilo wyloni¢ 26
zwigzkow (Rys. 55). Zostaly one poddane dalszej ewaluacji, ktorej celem byto
wyznaczenie dla kazdego z nich wartosci parametru 1Cso. W przypadku tej analizy
zastosowano nieco inny model inhibicji w programie GraphPad Prism — do danych
eksperymentalnych  dopasowano  czteroparametrowe rdéwnanie ze  zmiennym
wspotczynnikiem Hilla, p. Wspolczynnik ten jest czasem nazywany wspotczynnikiem
nachylenia krzywej eksperymentalnej na wykresie (z ang. slope factor) i moze by¢
zroédlem wielu cennych informacji na temat oddziatywania zwigzku z bialtkiem.

Zazwyczaj przyjmuje si¢, ze jest on miarg kooperatywnosci oddziatywania (w sytuacji,
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gdy biatko moze wigza¢ wigcej niz jeden inhibitor), ale moze on rowniez $wiadczy¢
o innym niz odwracalnym typie inhibicji danego zwigzku - jesli warto$¢ wzgledna
wspotczynnika Hilla jest znacznie wicksza od jednosci to jest to przestanka swiadczaca

o tym, ze by¢ moze inhibitor wigze si¢ z enzymem kowalencyjnie.
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Rys. 55. Wyniki badania przesiewowego biblioteki LOPAC®!? wzgledem ludzkiego kompleksu
dekapujacego PNRC2-DCP1-DCP2.

Sposrod wyselekcjonowanych 26 zwigzkow, parametr 1Cso udato si¢ wyznaczy¢ dla 21
(Rys. 56, Tabela 9) — dwa zwiazki nie potwierdzily swoich wtasciwos$ci inhibitorowych
z wezesniejszego badania HTS (ICso >> 100 uM, XCT790 oraz Oleic acid), natomiast
dla trzech innych otrzymano niestandardowe krzywe zaleznosci dawka-odpowiedz,
€0 moze sugerowac inny typ inhibicji lub niespecyficzne oddzialywania z biatkiem
(Aurintricarboxylic acid, NF 023, Reactive Blue 2). Wartosci wzgledne wspotczynnika
Hilla, p, rowniez nie odbiegaty do$¢ znacznie od jednosci, a krzywe inhibicji testowanych
zwigzkéw przyjmowaly standardowy, sigmoidalny przebieg. Mozna zatem
przypuszczaé, ze w przypadku wigkszosci testowanych na tym etapie zwigzkéw mamy
do czynienia z odwracalnym typem inhibicji, a biatko wiaze jedna czasteczke inhibitora
w miejscu aktywnym.

Najsilniejszym  zidentyfikowanym  inhibitorem  byla  suramina  (Suramin,
ICs0 = 0,014 uM) — jest to znany od dawna lek stosowany pierwotnie m.in. w przypadku
infekcji pasozytniczych takich jak $pigczka afrykanska czy §lepota rzeczna. Jest ona
inhibitorem niespecyficznym — hamuje aktywno$¢ wielu enzymow komorkowych,
a mechanizm jej dziatania nie zostat do konca poznany. Ponadto, suramina powoduje tez
szereg powaznych skutkéw ubocznych, dlatego jej zastosowanie w medycynie zostato
ograniczone. Bardzo liczng grupe silnych inhibitorow DCP2 stanowia flawonoidy
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(Hispidin, Myricetin, Quercetin, Morin, Picceatanol, Galloflavin). Sg to naturalne
zwigzki pochodzenia ro$linnego icz¢sto mozna znalezé wzmianki o ich dziataniu
leczniczym — przeciwzapalnym, przeciwwirusowym, antynowotworowym czy
antyoksydacyjnym. Na uwagg zasluguja rOwniez:

e Cefsulodin, ktory nalezy do grupy antybiotykdéw z rodziny cefalosporyn, ktore
wykazuja silne dzialanie antybakteryjne poprzez hamowanie syntezy S$ciany
komorkowej bakterii Gram-ujemnych oraz Gram-dodatnich.

e Nordihydroguaiaretic acid (NDGA) — przedstawiciel lignanow, naturalnych
zwigzkow o dzialaniu estrogenopodobnym, ktory wykazuje wlasciwosci
m.in. antynowotworowe czy antyoksydacyjne.

e Thyrphostin 51 — zwiazek nalezacy do rodziny matoczasteczkowych inhibitorow
kinaz  tyrozynowych, ktore sg  stosowane np. W terapiach
przeciwnowotworowych. Ich struktura oparta jest na strukturze naturalnego
zwigzku produkowanego przez bakterie — erbstatyny.

e GW5074 - syntetyczny inhibitor kinazy cRafl, policykliczny zwigzek
z podstawnikami halogenowymi, ktore moga by¢ donorami wigzania
halogenowego z biatkowym celem molekularnym.
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Rys. 56. Ewaluacja najlepszych zwigzkow wyselekcjonowanych ze screeningu komercyjnej biblioteki
LOPAC®!20 A) Poréwnanie warto$ci parametru 1Cso zwigzkéw wytypowanych z badania HTS. Na
wykresie przedstawiono tylko zwigzki o 1Csp < 20 uM. Zaprezentowane wartosci liczbowe sg $rednimi +
SEM i pochodza z trzech niezaleznych powtorzen. B) Reprezentatywne krzywe inhibicji czterech
zwiazkéw wybranych z grupy najsilniejszych inhibitorow enzymu DCP2 wraz z m’GTP (kontrola
pozytywna). Zwiazki zostaty wytypowane do weryfikacji metoda dekapingu na krotkim substracie RNA.
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Tabela 9. Porownanie wartosci 1Cso oraz wspétezynnikéow Hilla wyznaczonych przy uzyciu
opracowanej metody FLINT dla zwiazkéw wyselekcjonowanych z wysokoprzepustowych badan
biblioteki LOPAC®280, Zaprezentowane wyniki sa $rednimi warto$ciami + SEM i pochodza

z 3 niezaleznych eksperymentow.

Lp. | Symbol | Nazwa IC,, [nM] |p|
m’GTP | Trifosforan 7-metyloguanozyny 1,52 +£ 0,07 1,03
1. | P1F5 Aurintricarboxylic acid b.d.* b.d.
2. | P4A2 Icaritin 34+3 1,33
3. | P4B10 | Cefsulodin 2,1+0,3 0,81
4. | P4D6 L-798106 11,6 £0,8 1,95
5. | P4HS Calcimycin 32+£3 1,40
6. |P7C11 | GW5074 2,6 0,1 2,17
7. | PSH4 6-Hydroxy-DL-DOPA 6,8+ 0.4 1,21
8. | P8HS5 Hispidin 0,97 £0,11 1,21
9. |PIOBII | Myricetin 1,20+ 0,07 1,37
10. | P10F7 | Morin 2,2+0,1%* 1,40
11. | P11A11 | NF 023 b.d.* b.d.
12. | P11D2 | JNJ-40418677 16+ 1 1,79
13. | P11E8 | Gossypol 1,9+ 0,3** 1,40
14. | PI1H8 | Nordihydroguaiaretic acid 0,38 £0,03 1,00
15. | P12B4 | Oleic Acid b.d. >>100 uM) | b.d.
16. | P12D6 | Piceatannol 1,01 £0,03* 1,33
17. | P13D10 | Quercetin 0,86 £ 0,04** 1,57
18. | P14A5 | Ro 41-0960 5,6 £0,4 1,32
19. | P14B3 | Rottlerin 13+1 2,05
20. | P14B5 | Reactive Blue 2 b.d.* b.d.
21. | P15D11 | Tyrphostin 23 10,4 +0,8 1,15
22. | P15G3 | Suramin 0,014 + 0,002 1,24
23. | P16C11 | YC-1 57+6 1,36
24. | P16D2 | Tyrphostin 51 0,94 + 0,07 1,39
25. | P16E8 | Galloflavin 0,90 £ 0,11%* 1,06
26. | P16G4 | XCT790 b.d. >>100 uM) | b.d.

b.d (>>100 uM) — brak danych (zwigzek sprawdzono w zakresie stezen 0-100 uM, ale
parametru ICso nie wyznaczano ze wzgledu na stabe wlasciwosci inhibitorowe,
IC50>>100); * otrzymane dane zalezno$ci dawka — odpowiedz nie przyjmowaty postaci
krzywej sigmoidalnej, co uniemozliwito wyznaczenie parametru; ** podany wynik jest
sredniag z dwéch powtorzen ze wzgledu na brak wystarczajacej ilosci materiatu
badawczego

3.2.7 WERYFIKACJA WYNIKOW NIEZALEZNA METODA NA KROTKIM
SUBSTRACIE RNA

W celu zweryfikowania wynikow otrzymanych metodg FLINT, wybrano kilka
zidentyfikowanych inhibitorow z biblioteki LOPAC i sprawdzono ich wptyw na dekaping
krotkich czasteczek kapowanego RNA o dlugosci 26 nukleotydow (26 nt). Zwiazki
te wytypowano z grupy najsilniejszych inhibitoréw, biorgc pod uwage nie tylko wartos¢
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wyznaczonego parametru ICso, ale rowniez budowe zwigzku (starano si¢ wybra¢ zwiazki
najbardziej zroznicowane pod wzgledem struktury). Finalnie, zbadano cztery zwigzki:
Suramin (P15G3, ICso = 0,014 + 0,002), Myricetin (P10B11, ICso = 1,20 + 0,07),
Cefsulodin (P4B10, ICso = 2,1 + 0,3) oraz GW5074 (P7C11, ICso = 2,6 = 0,1).
Ich struktury przedstawiono na Rys. 57.
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Rys. 57. Struktury czterech zwiazkéw wybranych z grupy najsilniejszych inhibitoréw enzymu DCP2
wytypowanych do weryfikacji metodg dekapingu na krotkim substracie RNA.

Schemat eksperymentu wygladat nastepujaco — kapowany substrat RNA o dlugosci
26 nukleotydow inkubowano przez godzing z kompleksem DCP1/2 w obecnosci
zidentyfikowanego inhibitora (w stezeniu 1, 10 lub 100 uM). W okreslonych punktach
czasowych z reakcji pobierano probki, ktore na chwile umieszczano w ciektym azocie,
aby inaktywowac enzym i analizowano technikg elektroforezy w zelu akrylamidowym,
PAGE (Rys. 58A). Prazki odpowiadajace substratowi i produktowi reakcji dekapingu
byly analizowane densytometrycznie i przedstawione na wykresie jako procentowy zanik
substratu RNA w funkcji czasu. Wstepne eksperymenty przeprowadzono w warunkach
zoptymalizowanych dla opracowanej metody FLINT, jednak zauwazono, ze w trakcie
trwania eksperymentu enzym traci swoja aktywno$¢, a reakcja dekapingu zatrzymuje si¢
po pierwszych pieciu minutach i nie postepuje dalej. Postanowiono wigc sprawdzic¢, czy
w tym przypadku dodatek detergentu nie wptynie korzystnie na stabilno$¢ kompleksu
DCP1/2. Okazato sig¢, ze niewielki dodatek niedenaturujgcego detergentu, Igepal CA-630,
znaczaco polepsza przebieg reakcji, zapobiegajac dezaktywacji bialka juz na poczatku
reakcji (Rys. 58B). Dodatkowo, sprawdzono rowniez, czy degradacja substratu RNA
w czasie jest specyficzna wzgledem aktywnosci hydrolitycznej kompleksu DCP1/2,
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przeprowadzajac dwie analogiczne reakcje — jedng bez udzialu enzymu, a druga
z dodatkiem nieaktywnego Kkatalitycznie mutanta. W obu przypadkach substrat
pozostawat nietkniety w czasie 60 minut trwania reakcji (Rys. 58C).
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Rys. 58. A) Schemat eksperymentu dekapingu krétkich substratéw RNA. Kapowany substrat RNA
0 dhugosci 26 nt zostat poddany hydrolizie przez kompleks DCP1/2. W okreslonych punktach czasowych
reakcj¢ zatrzymywano, a jej postep sprawdzano metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (PAGE).
B) Wplyw detergentu na postep reakcji dekapingu RNA. Dodatek detergentu Igepal widocznie poprawit
stabilno$¢ enzymu w mieszaninie reakcyjnej i umozliwit §ledzenie postepu reakcji dekapingu w ciggu
60 min. Warunki reakcji: 20 ng m’G-RNA;s, 15nM DCP1/2 w 50 mM Tris pH 8, 50 mM NH4CI, 5 mM
MgCl, i 1 mM DTT oraz z dodatkiem lub bez 0,01% Igepal C) Potwierdzenie specyficznosci hydrolizy
substratu RNA przez kompleks DCP1/2. Od lewej: reakcja w buforze bez enzymu, reakcja z 15 nM
kompleksu PNRC2-DCP1-DCP2, na koncu reakcja z 15 nM nieaktywnego mutanta kompleksu E148Q.

Majac wybrane warunki reakcji, przeprowadzono wiasciwy eksperyment. Jego wynik
potwierdzit wlasciwosci inhibitorowe wszystkich testowanych zwigzkow i koresponduje
on z wynikami otrzymanymi metodg FLINT. Najsilniejszym inhibitorem, ktoéry hamowat
aktywnos$¢ kompleksu DCP1/2 nawet przy najnizszym stezeniu byta suramina (Suramin),
a jej potencjat inhibujacy wzrastat wraz z uzytym stezeniem. Na uwage zastuzyt réwniez
przedstawiciel flawonoidow, Myricetin, ktory réwniez wykazat calkiem przyzwoite
wlasciwos$ci inhibitorowe. Ciekawym przypadkiem jest zwigzek GW5074, ktory dla

nizszych stezen praktycznie nie miat wplywu na przebieg reakcji, ale uzyty w st¢zeniu
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100 uM zahamowat reakcj¢ dekapingu RNA praktycznie catkowicie. Jest
to heterocykliczny zwigzek zawierajgcy w swojej strukturze podstawniki fluorowcowe,
ktore mogg oddziatywac z celem biatkowym poprzez formowanie wigzan halogenowych
— podejscie to jest coraz czesciej stosowane w projektowaniu nowych lekow w celu

zwigkszenia selektywnos$ci 1 powinowactwa wigzania.
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Rys. 59. Potwierdzenie wlasciwosci hamujacych aktywno$é¢ kompleksu PNRC2-DCP1-DCP2
zidentyfikowanych inhibitoréw w eksperymencie dekapingu na krétkim substracie RNA.
A) Reprezentatywny zel z pojedynczego eksperymentu ze zwiazkiem Myricetin (z prawej) oraz
analiza densytometryczna intensywnos$ci prazkéw (z lewej). B) Potwierdzenie wlasciwosci
inhibitorowych czterech wyselekcjonowanych zwiazkow.
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4, PODSUMOWANIE

Celem zaprezentowanej rozprawy doktorskiej bylo wykorzystanie metod
biofizycznych do identyfikacji nowych, selektywnych inhibitorow biatek
zaangazowanych w degradacje konca 5> mRNA 0 znaczeniu terapeutycznym. Mowa
tu 0 dwoch biatkach z rodziny hydrolaz Nudix — wirusowym enzymie dekapujacym
z wirusa ospy krowiej, D9 oraz ludzkiej hydrolazie DCP2, ktéra w organizmie dziata jako
czes¢ wiekszego kompleksu biatkowego (w badaniach wykonanych w ramach niniejszej
dysertacji wykorzystano jego uproszczony model, sktadajacy sie z enzymu DCP2 oraz
dwoch biatek ,,pomocniczych” — PNRC2 oraz DCP1). Naturalnym wi¢c wydawat sie
podziat rozprawy na dwie czesci, z ktorych kazda dotyczyta badan nad innym enzymem.

Kazda z nich obejmowata:

e zaprojektowanie uniwersalnej metody FLINT do badania aktywnosci
modelowych enzymoéw, zardéwno w trybie jakosciowym, jak i ilosciowym,

e wykorzystanie opracowanej metody do wysokoprzepustowych badan
inhibitorowych, ktorych celem byto przeszukanie komercyjnej biblioteki
zwigzkow |1 wyodrgbnienie z niej czasteczek 0 potencjale inhibitorowym —
badania jakosciowe,

e zastosowanie wyzej wymienionej metody do doktadniejszej charakterystyki
wyselekcjonowanych zwigzkéw — wyznaczenie dla nich wartosci parametru 1Cso,
bedacego miarg sity danego inhibitora — badania ilosciowe,

o weryfikacje¢ wynikow badan inhibitorowych niezalezng metodg degradacji
krétkich fragmentéw RNA.

Najwicksze wyzwanie tego projektu doktorskiego stanowilo opracowanie oraz
optymalizacja metody do badania kazdego z bialek. Ze wzgledu na wysoka czutosc,
selektywno$¢ oraz prostote detekcji zdecydowano si¢ na glebsza eksploracje metod
opartych na pomiarze intensywnos$ci fluorescencji (FLINT). Kluczowym punktem
wybranej strategii byto wyselekcjonowanie odpowiedniej sondy fluorescencyjnej w taki
sposob, aby po pierwsze, byla ona rozpoznawana przez badane biatko, a po drugie,
generowala mierzalny sygnat fluorescencji, zmieniajagcy swojg intensywno$¢ pod
wplywem zachodzenia reakcji enzymatycznej. Okazato si¢, ze w przypadku obu
testowanych enzyméw te dwa warunki sg spetnione przez ten sam zwiazek oparty na
strukturze trifosforanu 7-metyloguanozyny wyznakowanego pirenem, m’GTP-Py.
Poczatkowo nie byto to jednak takie oczywiste, poniewaz naturalnymi substratami
zarowno D9, jak 1 DCP2 sg czasteczki dtugiego, kapowanego mRNA. Nie bylo zatem
pewnosci, ze hydrolazy te zaakceptuja jako swoj substrat stosunkowo niewielki
nukleotyd. Zrédlem mierzalnego sygnatu jest potaczony ze struktura sondy za pomoca
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linkera znacznik fluorescencyjny. Sposrdod kilku testowanych i najczesciej uzywanych
W tego typu badaniach barwnikoéw fluorescencyjnych to wtasnie piren wykazatl najlepsze
parametry emisyjne, co skutkowato ponad 10-krotnym wzrostem sygnatu fluorescencji
wynikajacym z hydrolizy sondy katalizowanej przez badane enzymy. Byto to mozliwe
dzigki unikalnej wilasnosci pirenu, jaka jest tworzenie silnych oddziatywan
wygaszajgcych miedzy znacznikiem a 7-metyloguanozyng. Dzigki temu fluorescencja
pirenu wolnej sondy byta wygaszana przez zasade azotowg, a wraz z postepem reakcji
enzymatycznej nastgpowato ,,uwolnienie”” monofosforanu z barwnikiem i przywrocenie
jego fluorescencji. Kolejnym bardzo wymagajacym i czasochtonnym etapem byt proces
optymalizacji reakcji hydrolizy. To, ze stezenia gtdéwnych reagentéw, jak i kofaktorow
W postaci jonow metali mocno wptywaja na kinetyke reakcji jest rzecza oczywista.
Okazato si¢ jednak, ze tak subtelne zmiany, jak bardzo niewielki dodatek innych
czynnikéw, np. BSA czy detergentu w mieszaninie, moze bardzo znaczgco rzutowac
na jako$¢ rejestrowanego sygnatu. Szczegodlnie duzy nacisk potozono réwniez
na uniwersalno$¢ opracowywanej metody pod katem jej uzytecznosci zardwno
w badaniach wysokoprzepustowych do szybkiego i wydajnego testowania duzych
bibliotek zwigzkow, jak 1 do bardziej szczegétowej analizy zidentyfikowanych
inhibitoréw prowadzacej do wyznaczenia dla nich ilosciowego parametru 1Cso, bedacego

miarg sity danego inhibitora.

Ponizej podsumowano najwazniejsze osiagnigcia pierwszej czeSci projektu

doktorskiego dotyczacej badan wirusowego enzymu D9:

e Opracowano metod¢ FLINT do badania aktywnosci enzymu D9 przy uzyciu
matoczasteczkowej  sondy  nukleotydowej  wyznakowanej  pirenem.
Zweryfikowano jako$¢ zoptymalizowane] metody, wyznaczajac parametr Z’,
ktéry wyniést 0,75, co oznacza, ze mogla by¢ ona wykorzystana
w wysokoprzepustowych badaniach HTS.

e Zebrano i przetestowano niewielkg bibliotek¢ 48 nukleotydow (zaréwno
niemodyfikowanych, jak i zawierajacych modyfikacje w roznych pozycjach), aby
dodatkowo zweryfikowa¢ poprawno$s¢ metody oraz pozna¢ preferencje
substratowe D9 wzgledem jego potencjalnych inhibitorow. Dla kazdego zwigzku
(o ile byto to mozliwe), wyznaczono parametr 1Cso — parametr ten zawierat si¢
w zakresie 0,077 uM — 100 uM, co pokazuje, ze opracowana metoda moze by¢
zastosowana do charakteryzowania zwiazkow o rdznej sile inhibowania enzymu.
Efektem tych badan bylo zidentyfikowanie 9 zwigzkow o 1Cso < 4 uM, z czego
ponad potowe (5) stanowig mononukleotydy. Wsrod najsilniejszych inhibitoréw
znajduja si¢ zwiazki zawierajace w swojej strukturze 7-metyloguanozyng oraz
minimum trzy grupy fosforanowe w mostku, co sugeruje, ze sa to elementy

kluczowe do silnego oddzialtywania z enzymem. Obecno$¢ grupy metylowej
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w pozycji 2’-O rybozy 7-metyloguanozyny dodatkowo zwigkszata wlasciwosci
inhibitorowe.

Uzyteczno$¢ opracowanej metody HTS zademonstrowano, wykonujgc
wysokoprzepustowe badania przesiewowe komercyjnej biblioteki zwigzkéw
LOPAC®!2%_ Sposrod ponad 1000 zwiazkoéw wyselekcjonowano 6 potencjalnych
inhibitorow, ktére nastgpnie poddano dalszej ewaluacji poprzez wyznaczenie dla
nich parametru ICso. Trzy najlepsze zwiazki to pochodna adeninowa Seliciclib
(ICs0 = 0,57 + 0,05 uM), pochodna chinazolinowa CP-100356 (ICso = 2,7 + 0,7
uM) oraz pochodna purynowa SCH 58261 (ICso = 4,5 + 0,8 uM).

Wiasciwosci  inhibitorowe najlepszych  zwigzkow  wyselekcjonowanych
w badaniach wysokoprzepustowych (trzy zwiagzki z biblioteki LOPAC oraz
najsilniejszy inhibitor nukleotydowy, m’GpppCH2p) zostaly w nastepnym etapie
zweryfikowane niezalezng metoda — sprawdzono ich wplyw na reakcje¢ dekapingu
czasteczek krotkiego, kapowanego RNA przez enzym D9. Wszystkie testowane
zwigzki potwierdzily swojg aktywno$§¢ hamujaca wzgledem aktywnosci
hydrolitycznej D9, a ich potencjat inhibicyjny korespondowat z warto§ciami 1Csg
wyznaczonymi za pomocg opracowanej metody FLINT.

Ponadto, niewatpliwa wartoscia dodang w tej czesci projektu bylo
zaprezentowanie  wynikéw  badan  strukturalnych  wykonanych przez
wspotpracownikow z laboratorium prof. Grossa z Uniwersytetu Kalifornijskiego
w San Francisco. Uzyskana struktura krystaliczna enzymu D9 z jednym
ze zidentyfikowanych matoczasteczkowych inhibitorow, CP-100356, pozwolita
rzuci¢ nieco $wiatla na mechanizm inhibicji tego enzymu — inhibitor blokuje
enzym w nieaktywnej konformacji, angazujac dwie aromatyczne reszty
aminokwasowe (F54 oraz Y158), ktore sg odpowiedzialne za rozpoznanie
| zwigzanie struktury 5’ kapu oddziatywaniami warstwowymi (Stackingowymi).

Druga czes$¢ projektu doktorskiego dotyczyta badan ludzkiego enzymu dekapujacego
DPC2 w kompleksie z biatkami: DCP1 oraz PNRC2. Podsumowujac najistotniejsze
uzyskane wyniki:

Opracowano i zoptymalizowano metod¢ do monitorowania aktywnosci ludzkiego
kompleksu dekapujacego PNRC2-DCP1-DCP2: metoda charakteryzowata sie
wysoka jako$cia — wyznaczony parametr Z’ wyniost 0,75, co pozwolito na
zastosowanie jej w badaniach HTS i gwarantowato uzyskanie wiarygodnych
I powtarzalnych wynikow.

Funkcjonalno$¢ opracowanej] metody zweryfikowano testujgc niewielka
biblioteke ztozong z 37 zwiazkoéw pochodzenia nukleotydowego. Najsilniejszym
nukleotydowym inhibitorem enzymu DCP2 okazal si¢ m’Gpspppsm’G, ktory
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jako jedyny osiggnat ICsg ponizej 1 uM (ICso = 0,9 £ 0,2 uM). Ten sam zwigzek,
a wlasciwie jeden z jego izomerdw, zostat rowniez zidentyfikowany jako silny
inhibitor drozdzowego kompleksu Dcpl/2, co zostalo zaraportowane
w literaturze [156]. Modyfikacje mostkowe (-CH2, -CF., -CCl2) negatywnie
wplywaja na interakcje z biatkiem, a im wigkszy podstawnik (H < F < CI), tym
to oddzialywanie jest silniej zaburzone, co ma swoje odzwierciedlenie
w wysokich wartosciach parametru |Cso.

Wykonano skrining komercyjnej biblioteki matoczasteczkowych zwiazkow
LOPAC® % w wyniku ktérego dalszej ewaluacji poddano finalnie
26 czasteczek, ktore hamowaty kontrolng reakcje hydrolizy sondy w co najmniej
80%. Zwiazki te scharakteryzowano przez wyznaczenie dla nich parametru 1Cso
(udato si¢ to zrobi¢ dla 21 z nich) — zawierat si¢ on w zakresie 0,014 uM — 57 uM.
Do najsilniejszych inhibitoréw enzymu DCP2 0 ICso < 2 uM) nalezaty: Suramin
(ICs0 = 0,014 + 0,002 uM), Nordihydroguaiaretic acid (ICsp = 0,38 + 0,03 uM ),
Quercetin (ICso = 0,86 = 0,04 uM), Galloflavin (ICs0 = 0,9 + 0,1 uM), Tyrphostin
51 (ICso = 0,94 + 0,07 uM), Hispidin (ICso = 0,97 + 0,11 uM), Piceatannol
(ICs0=1,01 £ 0,03 uM), Gossypol (ICso = 1,9 £ 0,3 uM), Myricetin
(IC50=1,20£ 0,07 uM)

Z grupy najsilniejszych inhibitorow DCP2 zidentyfikowanych w badaniach HTS
biblioteki LOPAC wytypowano cztery zwiazki I potwierdzono ich wlasciwosci
inhibitorowe w eksperymentach na krotkim substracie RNA. Byly to wspomniane
juz wezesniej: Suramin i Myricetin, a takze Cefsulodin (ICso = 2,1 + 0,3 M) oraz
GW5074 (ICso = 2,6 £ 0,1 uM). Wszystkie zwigzki wykazywaly wiasciwosci
hamujace aktywnos¢ DCP2, a sita inhibicji do$¢ mocno zalezata od uzytego
stezenia.

Odkryte inhibitory wykorzystywane sa do prob krystalizacji z enzymem DCP2 —
okreslenie doktadnej struktury takiego oddzialywania na poziomie atomowym
pozwolitoby powigza¢ ja z aktywnoscig danego inhibitora i umozliwitoby
projektowanie nowych struktur celujagcych w DCP2, ktore w przysztosci moga
sta¢ si¢ potencjalnymi terapeutykami.

Zidentyfikowane inhibitory moga rowniez znalez¢ zastosowanie jako narzgdzia
do monitorowania aktywnosci DCP2 w roznych uktadach — po odpowiedniej
modyfikacji, np. znakowaniu fluorescencyjnym mogg petnié role sond/probnikow
do $ledzenia enzymu w komorkach.

Opracowana metoda postuzy do dalszego poszukiwania i ewaluacji inhibitorow
nie tylko DCP2, ale rowniez innych enzymdw o podobnej aktywnosci.
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5. CZESC EKSPERYMENTALNA

5.1 SPEKTROFOTOMETRYCZNE OZNACZANIE STEZEN

Stezenia zwigzkow pochodzenia nukleotydowego uzywanych w badaniach inhibicji byty
wyznaczane spektrofotometrycznie na podstawie prawa Lamberta-Beera:

A=c- -1,

gdzie: A — absorbancja, ¢ — stezenie badanego zwigzku, ¢ — molowy wspotczynnik
ekstynkgeji, | — dtugosé¢ drogi optyczne;.

Pomiary absorbancji wykonano na aparacie Shimadzu 1800 UV-Vis w kuwecie
kwarcowej 0 dlugosci drogi optycznej 10 mm (HL114B-10-40, Hellma).
Mononukleotydowe analogi zawierajace 7-metyloguanozyne oraz fluorescencyjna sonda
ze znacznikiem pirenowym (m’GTP-Py) byty mierzone w 0,1 M buforze fosforanowym
pH 6,0, natomiast monunukleotydy zawierajagce guanozyn¢ oraz dinukleotydy - w 0,1 M
buforze fosforanowym pH 7,0.

5.2 MATERIALY BIOLOGICZNE

Plazmidy ekspresyjne zawierajace sekwencje kodujace wirusowy enzym dekapujacy D9
(pET28a_D9_CHis) oraz ludzki kompleks dekapujacy PNRC2-DCP1/DCP2
(PET_PNRC_Dcp2/Trx_Dcpl), a takze porcje wirusowego enzymu dekapujgcego D10
uzyskano dzieki uprzejmosci prof. Johna Grossa z Uniwersytetu Kalifornijskiego w San
Francisco.

Ekspresje oraz oczyszczanie biatka D9 oraz kompleksu PNRC2-DCP1/DCP2 wykonat
mgr Tomasz Spiewla w Laboratorium Chemii Biologicznej, Centrum Nowych
Technologii Uniwersytetu Warszawskiego.

Ekspresje oraz oczyszczanie biatka D10 wykonata dr Jessica Peters w laboratorium prof.
Johna Grossa na Uniwersytecie Kalifornijskim w San Francisco.

5.2.1 WIRUSOWY ENZYM DEKAPUJACY D9

Ekspresje rekombinowanego enzymu D9 przeprowadzono w komoérkach E. coli
w szczepie bakteryjnym BL21(DE3)RIL. Komorki hodowano w inkubatorze
w temperaturze 37°C z wytrzagsaniem 200 obr./min w pozywce LB z dodatkiem
kanamycyny (50 pg/mL) az do osiggniecia gestosci optycznej bakterii (ODgoo) W zakresie
0,5-0,7. Po osiagnieciu tej wartosci hodowle indukowano przy uzyciu 0,3 M IPTG
(izopropylo-B-D-1-tiogalaktopiranozydu) i kontynuowano wytrzgsanie (200 obr./min),
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zmniejszajac temperature¢ do 18°C i zostawiajac hodowlg na noc (o/n). Nastgpnego dnia
hodowle zwirowano (15 min, 4°C, 7000%g), supernatant usuni¢to, a otrzymany pelet
zawieszono w buforze do lizy (50 mM Hepes pH 7,0, 500 mM NacCl, 20 mM imidazol,
10 mM B-merkaptoetanol, 10% glicerol) z dodatkiem inhibitorow proteaz (1 mM PMSF,
1 pg/mL leupeptyny oraz 1 pg/mL pepstatyny A) i sonikowano (10 min, 15s on/off, moc
45%). Lizat zwirowano (30 min, 4°C, 40000xg) i zebrano supernatant, ktory nastepnie
oczyszczono przy uzyciu aparatu AKTA pure™ (Cytiva). Supernatant zawierajacy
rekombinowane biatko D9 oczyszczono dwuetapowo technika chromatografii
powinowactwa — w pierwszym etapie na kolumnie HisTrap HP (GE Healthcare) ze
ztozem Ni-NTA wypehionej buforem NiA (biatko eluowano buforem NiB), a nast¢pnie
na kolumnie HiTrap Heparin HP (GE Healthcare) wypetionej buforem HA (biatko
eluowano buforem HB). W ostatnim kroku zastosowano filtracj¢ zelowa — biatko
nalozono na kolumng¢ HiLoad 16/600 75 pg (GE Healthcare) i eluowano buforem S.
Frakcje zawierajace czyste biatko potaczono 1 zatezono na filtrach wiréwkowych
(Amicon, odciecie: 10 kDa) i dodano glicerolu do finalnego st¢zenia 10% (v/v). Stezenie
biatka wyznaczono spektrofotometrycznie przy uzyciu urzadzenia NanoDrop 2000
(Thermo Scientific), przyjmujac wspétczynnik ekstynkcji e2s0nm = 14900 M~cm™. Biatko
nastepnie podzielono na porcje i przechowywano w temperaturze -80°C.

Bufory uzywane do oczyszczania:

Bufor NiA: 50 mM Hepes pH 7,0, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, 10% glicerol
Bufor NiB: 50 mM Hepes pH 7,0, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol, 10% glicerol
Bufor HA: 20 mM Hepes pH 7,0, 200 mM NaCl, 1 mM DTT, 10% glicerol
Bufor HB: 20 mM Hepes pH 7,0, 1 M NaCl, 1 mM DTT, 10% glicerol

Bufor S: 10 mM MES pH 6,0, 300 mM NaCl, 1 mM DTT

5.2.2 LUDZKI KOMPLEKS DEKAPUJACY PNRC2-DCP1/DCP2

Ekspresje rekombinowanego kompleksu enzymatycznego PNRC2-DCP1/DCP2
przeprowadzono w komorkach E. coli w szczepie bakteryjnym BL21(DE3)RIL. Hodowlg
bakteryjng inkubowano w temperaturze 37°C z wytrzasaniem 220 obr./min w pozywce
LB z dodatkiem ampicyliny (100 pg/mL). Po uzyskaniu gestosci optycznej ODegoo ~0,5,
hodowle schtodzono do temperatury 20°C 1 kontynuowano inkubacj¢ az do osiggnigcia
wartos$ci ODeoo W zakresie 0,6-0,7. Ekspresj¢ kompleksu biatkowego zaindukowano przy
uzyciu 1 mM IPTG i prowadzono przez 16 godzin (o/n). Nastepnie komorki zwirowano
(15 min, 4°C, 7000xg), supernatant odrzucono, a pelet bakteryjny zawieszono w buforze
do lizy (50 mM bufor fosforanowy pH 7,5, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, 1 mM DTT,
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5% glicerol) z wykorzystaniem mieszadta magnetycznego. Do zawiesiny bakteryjnej
dodano inhibitorow proteaz (1 mM PMSF, 10,5 uM leupeptyny i 1 uM pepstatyny A)
oraz lizozymu (1 mg/mL) i inkubowano na lodzie przez 20 minut. Po tym czasie bakterie
sonikowano (10 min, 15s on/off, moc 45%), a powstaty lizat zwirowano (30 min, 4°C,
40000x%g). Supernatant zawierajacy docelowy kompleks biatkowy zebrano i 0czyszczono
przy uzyciu systemu AKTA pure™ (Cytiva) metoda chromatografii powinowactwa oraz
filtracji zelowej. Probke najpierw natozono na kolumne powinowactwa HisTrap HP (GE
Healthcare) wypetniong buforem NiA-2 i eluowano buforem NiB-2. Otrzymany eluat
natozono nastgpnie na kolumng powinowactwa HiTrap Heparin HP (GE Healthcare)
wypetniong buforem HA-2 i eluowano buforem HB-2. Ostatnim etapem byta filtracja
zelowa na kolumnie HiLoad Superdex 16/600 200 pg (GE Healthcare), z ktorej finalny
produkt biatkowy wyeluowano buforem S-2. Odpowiednie frakcje zawierajace
oczyszczony kompleks polaczono, zat¢zono na filtrach wirdwkowych (Amicon, odcigcie:
30 kDa) i dodano glicerolu do finalnego stezenia 20% (V/v). Stezenie biatka wyznaczono
spektrofotometrycznie przy uzyciu urzadzenia NanoDrop 2000 (Thermo Scientific),
przyjmujac wspotczynnik ekstynkcji e280nm = 82445 M*cm™. Biatko podzielono na porcje
I przechowywano w temperaturze -80°C.

Bufory uzywane do oczyszczania:

Bufor NiA-2: 50 mM bufor fosforanowy pH 7,5, 1 M NaCl, 30 mM imidazol, 1 mM
DTT

Bufor NiB-2: 50 mM bufor fosforanowy pH 7,5, 300 mM NaCl, 500 mM imidazol, 1
mM DTT

Bufor HA-2: 50 mM bufor fosforanowy pH 7,5, 100 MM NaCl, 1 mM DTT
Bufor HB-2: 50 mM bufor fosforanowy pH 7,5, 1 M NaCl, 1 mM DTT

Bufor S-2: 50 mM Hepes pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT
5.2.3 WIRUSOWY ENZYM DEKAPUJACY D10

Ekspresje rekombinowanego enzymu D10 przeprowadzono w komorkach E. coli
w szczepie bakteryjnym BL21(DE3)RIL. Komorki inkubowano w temperaturze 37°C
z wytrzasaniem w pozywce LB z dodatkiem ampicyliny (100 pg/mL) oraz 0,2% (w/v)
glukozy do momentu osiggniecia gestosci optycznej ODeoo ~ 0,5-0,7. Nastepnie kolby
Z hodowla chtodzono przez 30 minut. Po tym czasie ekspresj¢ biatka zaindukowano przy
uzyciu 0,1 mM IPTG i kontynuowano inkubacj¢ z wytrzasaniem w temperaturze 18°C
przez noc (o/n). Nast¢gpnego dnia hodowle zwirowano (30 min, 4°C, 3500 obr./min),
a otrzymany pelet zawieszono w buforze do lizy (50 mM Tris pH 7,5, 500 mM NacCl,
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10 mM B-merkaptoetanol, 10% glicerol, 1% Triton X-100) z dodatkiem inhibitorow
proteaz (1 mM PMSF, 1 pg/mL leupeptyny oraz 1 ug/mL pepstatyny A). Lizat
zwirowano (40 min, 4°C, 14500 obr./min) i zebrano supernatant, ktory nastepnie
oczyszczono kolejno na kolumnie powinowactwa MBPTrap HP (GE Healthcare)
wypetnionej buforem A (biatko eluowano buforem B), a nastgpnie na kolumnie
powinowactwa HiTrap Heparin HP (GE Healthcare) wypetionej buforem HA (biatko
eluowano buforem HB). Frakcje zawierajace czyste biatko potaczono i zatezono,
a nastepnie wymieniono bufor na 10 mM Hepes pH 7, 500 mM NaCl, 1 mM DTT. Biatko
podzielono na porcje i przechowywano w temperaturze -80°C.

Bufory uzywane do oczyszczania:

Bufor A: 50 mM Tris pH 7,5, 300 mM NaCl, 1 mM DTT, 10% glicerol

Bufor B: 20 mM Tris pH 7,5, 300 MM NaCl, 1 mM DTT, 10% glicerol, 1% (w/v) maltoza
Bufor HA: 20 mM Hepes pH 7, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 10% glicerol

Bufor HB: 20 mM Hepes pH 7, 1 M NaCl, 1 mM DTT, 10% glicerol
5.3 SYNTEZA SOND FLUORESCENCYJNYCH

Wszystkie rozpuszczalniki i odczynniki chemiczne do syntezy sond 1b oraz 1c zakupiono
w firmie Sigma-Aldrich. Znaczniki: piren (Pyrene azide 2, numer katalogowy: 2530) oraz
perylen (Perylene azide, numer katalogowy: 5530) zostaty zakupione w Lumiprobe.

Sondy fluorescencyjne byty analizowane i oczyszczane technika wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwroconych (RP HPLC) na aparacie Agilent
Tech Series 1200. Do rozdziatow analitycznych uzywano kolumny Supelcosil LC-18-T
(4,6 x 250 mm, przeptyw 1,3 mL/min) z liniowym gradientem acetonitrylu (0—100% od
0 do 15 min) w 0,05 M buforze octanu amonu (pH 5,9). Detekcja absorpcji byta
prowadzona dla dtugosci fali 254 nm, a takze dla maksimum absorpcji znacznika (Py —
Amax = 345 nm, Pe — Amax = 435 nm). Detekcja fluorescencji byta wykonywana dla
maksimum emisji znacznika: Aem = 380 nm dla pirenu oraz Aem = 467 nm w przypadku
perylenu. Do rozdzialdéw potpreparatywnych (finalny etap oczyszczania sond)
zastosowano kolumng¢ Grace Vision HT C18 HL (250 x 22 mm, 10 um, przeptyw 5
mL/min) lub Gemini NX-C18 (250 x 10 mm, 5 pum, przeptyw 5 mL/min) z liniowym
gradientem acetonitrylu (0—-100% od 0 do 120 min) w 0,05 M buforze octanu amonu (pH
5,9) oraz detekcja UV przy 254 nm i przy maksymalnej absorpcji i emisji znacznika
fluorescencyjnego. Struktura i czystos¢ produktow koncowych zostaly potwierdzone
technika RP HPLC oraz wysokorozdzielczej spektrometrii masowej HRMS (ESI-) przy
uzyciu spektrometru mas Thermo Scientific LTQ Orbitrap Velos.
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m’GTPC4Py (1b)

Reakcje syntezy sondy 1b przeprowadzono zgodnie z procedurg opublikowang przez
Kasprzyk i wsp. [163].

Wodny roztwor soli trietyloamonowej

m'GTPCsHs (3,9 mg, 6,8 pmol) ‘O‘

zmieszano ze znacznikiem Py-Ns (4,8 mg, O o
11,5 umol) w 60 uL DMSO, a nastepnie </\N+‘ NH
dodano 6 uL 1 M wodnego roztworu S NN S.O.S.O.S.ojd N NH,
CuSO04-5H20 (2,5 mg, 6 umol) oraz 12 uLL o\/\o/\’N/ o oe OH OH

1 M wodnego roztworu askorbinianu sodu (2,4 mg, 12 umol) i dopelniono DMSO do
objetosci 80 puL. Reakcje prowadzono w temperaturze 37°C przez ~20 godzin z
wytrzasaniem 300 rpm. Po tym czasie reakcje zatrzymano, dodajac do mieszaniny 100
uL 0,1 M roztworu Na;EDTA oraz 100 pL wody. Nastepnie odwirowano nadmiar
nieprzereagowanego znacznika pirenowego. Powstaly produkt oczyszczono technikg
RP HPLC na kolumnie pétpreparatywnej. Zebrany eluat poddano trzykrotnej liofilizacji.
Otrzymano 3,08 mg (3,12 pmol) zwigzku 1b w postaci biatego proszku. Wydajno$¢ po
oczyszczaniu: 46%

HR MS (-)ESI teoretyczny m/z dla: CaoHasNoO16P3: 988,2203, zmierzony: 988,2218

m’GTPC4Pe (1c)

Zmieszano ze soba wodny roztwor 5
m'GTPC4Hs w postaci soli — D O O
trietyloamonowej (1,5 mg, 2,6 umol) oraz o M O.
znacznik Pe-N3 (2,0 mg, 4,4 umol) H ©
rozpuszczony w 80 pL DMSO. Do Hjl}xoé-o-oé-o-g-o o N”NH,
powstatej mieszaniny dodano 3 pL 1 M O O O

wodnego roztworu CuSO4-5H20 (0,8 mg,
3 umol) oraz 6 uL 1 M askorbinianu sodu (1,2 mg, 6,0 pumol). Reakcj¢ prowadzono
w temperaturze 37°C przez ~24 godziny z wytrzasaniem 300 rpm. Po tym czasie reakcje
zatrzymano, dodajac do mieszaniny 100 pL 0,1 M roztworu Na2EDTA oraz 100 pL

OH OH

wody. Nastepnie odwirowano nadmiar nieprzereagowanego znacznika perylenowego.
Powstaly produkt oczyszczono technika RP HPLC na kolumnie poélpreparatywne;.
Zebrany eluat poddano trzykrotnej liofilizacji. Otrzymano 0,15 mg (0,15 pumol) zwigzku

1c w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 6%

HR MS (—)ESI teoretyczny m/z dla C42HasN9O16P37:1024,2203, zmierzony: 1024,2221
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5.4 POMIARY SPEKTROSKOPOWE

Widma emisji fluorescencji byly rejestrowane na spektrofluorymetrze Cary Eclipse
(Agilent) w termostatowanej kuwecie kwarcowej (HL110-10-40, Hellma) o dlugosci
drogi optycznej 10 mm w temperaturze 37°C z mieszaniem za pomocg elementu
magnetycznego. Sygnat rejestrowano dla dtugosci fali w maksimum wzbudzenia i emisji
badanego zwigzku (znacznika fluorescencyjnego). Celem eksperymentu byto wylonienie
najlepszej pod wzgledem spektralnym sondy fluorescencyjnej do badania wirusowego
enzymu D9 oraz ludzkiego kompleksu Dcpl/2. Sondy zestawiono ze sobg, porownujac
wzgledng zmiang intensywno$ci fluorescencji pod wptywem ich hydrolizy
enzymatycznej. Eksperyment przeprowadzono wedlug nastepujacej procedury: w
kuwecie inkubowano przez ok. 5 min roztwoér badanej sondy o stezeniu 100 nM w
odpowiednim buforze. Po tym czasie dodawano enzymu (finalne stezenie: 50 nM) i
uruchamiano rejestracje widm emisyjnych w 1- lub 2-minutowym interwale czasowym.
Pomiar prowadzono przez 90 minut.

Warunki eksperymentu dla enzymu D9:

. Bufor: 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM KOAc, 2 mM MgClz, 0,5 mM MnCl;
. Interwal: 1 min

. Dtugosci fal wzbudzenia / emisji: 1a — 490 nm / 512 nm, 1b, 1d, 1e — 345 nm /
378 nm, 1c — 420 nm / 489 nm.

Warunki eksperymentu dla kompleksu Dcpl/2:

. Bufor: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NH4CIl, 5 mM MgClz, 2 mM MnCly,
1 mMDTT, 0,01% Igepal

. Interwat: 2 min

. Dhugosci fal wzbudzenia / emisji: 2a-2¢ —345nm /378 nm, 2d —490 nm /523 nm,
2e —490 nm /514 nm.

5.5 POMIARY Z WYKORZYSTANIEM HPLC

Rozdzialy analityczne byty wykonywane na aparacie Agilent Technologies Series 1200
technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej w ukladzie faz odwrdconych
(RP HPLC) przy uzyciu kolumny Supercosil LC-18-T (250 x 1,6 mm, 5 um, przeptyw
1,3 mL/min) lub Gemini NX-C18 110A LC (150 x 4,6 mm, 3 um, przeptyw 1 mL/min).
Do elucji stosowano rézne uktady gradientowe:

Metoda Bufor A Bufor B | Gradient buforu B
1 50 mM octan amonu pH 5,9 | ACN 100 % w 15 min
2 50 mM octan amonu pH 5,9 | MeOH 50% w 15 min
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W pomiarach sondy fluorescencyjnej m’GTP-Py zastosowano detekcje absorpcji przy
254 nm oraz 345 nm, a takze detekcje fluorescencji przy dlugosci fali wzbudzenia 345 nm
oraz emisji 380 nm. W przypadku analogow nukleotydow detekcje absorpcji
wykonywano przy diugosci fali 254 nm, a dodatkowo dla pochodnych
7-metyloguanozyny rejestrowano réwniez sygnat fluorescencyjny (wzbudzenie 280 nm,
emisja 370 nm).

5.5.1. MONITOROWANIE HYDROLIZY SONDY M’'GTP-PY KATALIZOWANE]J
PRZEZ D9

Aby potwierdzi¢ regioselektywno$¢ hydrolizy sondy pirenowej m’GTP-Py przez D9,
przeprowadzono reakcj¢ enzymatyczng 100 uM sondy z 25 nM enzymu D9 w buforze
10 mM Tris-HCI pH=7,5, 100 mM KOAc, 2 mM MgClz, 0,3 mM MnCl,, 2 mM DTT
w temperaturze 37°C przez 1 godzing. W okreslonych punktach czasowych (0, 5, 15, 30
oraz 60 min) pobierano porcj¢ mieszaniny reakcyjnej, termicznie dezaktywowano
dziatanie enzymu (98°C, 3 min) i analizowano przy uzyciu RP HPLC.W celu okre$lenia
masy i zidentyfikowania masy produkty hydrolizy zostaty dodatkowo zanalizowane przy
uzyciu niskorozdzielczej spektrometrii mas MS ESI(-) na aparacie Sciex QTRAP 3200.

5.5.2. BADANIE PODATNOSCI ZWIAZKOW NUKLEOTYDOWYCH NA
HYDROLIZE PRZEZ D9

Podatnos$¢ wybranych zwigzkow nukleotydowych, ktore byly testowane jako potencjalne
inhibitory, na hydrolizg przez enzym D9 byta badana w buforze 10 mM Tris-HCI pH=7.5,
100 mM KOAc, 2 mM MgClz, 0,3 mM MnClz, 2mM DTT. W probéwce typu Eppendorf
inkubowano 30 uM testowanego zwigzku z 25 nM enzymu D9 w temperaturze 37°C
przez 2 godziny. W okreslonych punktach czasowych (0, 30, 60, 90 oraz 120 minut)
pobierano porcj¢ mieszaniny reakcyjnej, termicznie dezaktywowano dziatanie enzymu
(98°C, 3 min) i analizowano przy uzyciu RP HPLC.

Podatno$¢ na hydroliz¢ okreslano, obliczajac procent przereagowania substratu (%S)
wedlug wzoru:

%S = ’;ﬂ 100%,
t

gdzie: P, — pole powierzchni pod pikiem pochodzgcym od substratu w czasie t=0 min, Pt
- pole powierzchni pod pikiem pochodzgcym od substratu w czasie t.
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5.6. WYSOKOPRZEPUSTOWA METODA PRZESIEWOWA (HTS)

Wszystkie eksperymenty opisane w podrozdziale 5.6 zostaly wykonane przy uzyciu
czytnika ptytek BioTek Synergy™ H1 (Agilent) w 96-dotkowych czarnych ptytkach typu
,hon binding” (Greiner). Punktowe pomiary intensywnosci fluorescencji wykonywano
w 1-minutowych odst¢pach czasowych dla dlugosci fali wzbudzenia 1 emisji
odpowiadajacej barwnikowi sondy fluorescencyjnej — pirenowi (Awzn = 345 nm,
hem = 378 nm). Przed kazdym pomiarem (i dodaniem enzymu, ktory inicjowat reakcje)
plytka byta inkubowana 1 wytrzgsana przez 15 minut w temperaturze 30°C przy predkosci
obrotow 300 obr./min w termomikserze Thermo-Shaker PST-60-HL-4 (Biosan).

5.6.1 WYZNACZENIE PARAMETROW HYDROLIZY SONDY

Parametry kinetyczne reakcji hydrolizy sondy m’GTP-Py przez D9 oraz Dcpl/2
wyznaczono w eksperymencie przeprowadzonym zgodnie z nastgpujaca procedura:
w kazdej studzience 96-dotkowej ptytki przygotowano mieszaning sondy m’GTP-Py
w réznych stezeniach (0, 0,25, 0,5, 1, 2, 3,4, 5, 6, 8, 10, 15 uM) oraz enzymu w statym
stezeniu w dedykowanym buforze o catkowitej objetosci 150 pL. Rejestrowano
zmieniajacy si¢ sygnat fluorescencji w czasie. Pomiar prowadzono do catkowitego
wysycenia sygnatu (braku zmian), co pozwolito na przeliczenie szybkosci poczatkowych
reakcji hydrolizy z jednostki au/min na mol/min/mg. Wartosci szybkos$ci poczatkowych
wyznaczono, dopasowujac krzywa liniowg do pierwszych 10 punktéw (10 minut) reakcji,
a nastepnie wykreslono zalezno$¢ szybkosci poczatkowych od stezenia substratu (sondy
fluorescencyjnej). Do obliczenia parametrow Kinetycznych zastosowano model
Michaelisa-Menten, dopasowujac wzor do danych doswiadczalnych za pomoca
oprogramowania GraphPad Prism:

V= EtkcatCprobe _ Vimax
Km+Cprobe Km"‘cprobe’

gdzie: V —szybkos¢ poczatkowa reakcji hydrolizy sondy, E: — stezenie enzymu, Keat — stata
katalityczna, Cprobe — stezenie sondy (substratu), Km— stata Michaelisa, Vmax — szybko$¢
maksymalna reakcji hydrolizy sondy.

Szczegolowe warunki eksperymentu dla enzymu D9

Bufor: 10 mM MOPS-HCI, pH 7,0, 100 mM KOAc, 2 mM MgCls, 0,3 mM MnClz, 2 mM
DTT

Stezenie enzymu: 5 nM
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Szczegolowe warunki eksperymentu dla kompleksu Dep1/2

Bufor: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NH4CI, 5 mM MgClz, 1,5 mM MnClz,1 mM
DTT

Stezenie enzymu: 15 nM
5.6.2 WYZNACZENIE PARAMETRU Z’

Aby wyznaczy¢ jako$ciowy parametr Z’ wysokoprzepustowej metody HTS, zmierzono
zmienno$¢ 1 separacje sygnatow pochodzacych od kontroli pozytywnej oraz negatywne;.
Kontrola pozytywna zawierata mieszanine sondy fluorescencyjnej m’GTP-Py (3 uM)
i enzymu (odpowiednio 5 nM D9 oraz 15 nM kompleksu Dcpl/2) w dedykowanym
buforze. Kontrola negatywna dodatkowo zawierata inhibitor w stezeniu calkowicie

hamujacym aktywnos¢ enzymu.
Szczegolowe warunki eksperymentu dla enzymu D9

Bufor: 10 mM MOPS-HCI, pH 7,0, 100 mM KOAc, 2 mM MgCls, 0,3 mM MnClz, 2 mM
DTT

Uzyty inhibitor: 30 uM m’GpppCHzp
Szczegolowe warunki eksperymentu dla kompleksu Dep1/2

Bufor: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NH4Cl, 5 mM MgClz, 1,5 mM MnClz, 1 mM
DTT

Uzyty inhibitor: 35 uM mirycetyny (Miricetin)

Na podstawie zarejestrowanych przebiegow wyznaczono predkosci poczatkowe reakcji
hydrolizy sondy bez 1 w obecnosci inhibitora, a nast¢pnie dla kazdej z grup (kontrola

pozytywna / negatywna) wyznaczono wartosci $rednie 1 odchylenia standardowe.

Warto$¢ parametru Z’ wyznaczono wedtug wzoru:

7l =1— 3(SDpos+SDneg)
|Mpos—Mneg|

gdzie: SDpos / SDneg to odchylenie standardowe kontroli pozytywnej / negatywnej,

a Mpos / Mneg to wartosci $rednie sygnatu kontroli pozytywnej / negatywne;j.
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5.6.3 BADANIA HTS

Wysokoprzepustowe badania przesiewowe biblioteki zwiazkéow LOPAC®!2%° wykonano
wedlug nastgpujacej procedury: kazda studzienka 96-dotkowej plytki zawierata
mieszaning fluorescencyjnego substratu (3 uM m/GTP-Py), testowanego zwigzku
w statym, wybranym stezeniu oraz enzymu w odpowiednim buforze do koncowe;j
objetosci 150 pL. Na jednej ptytce mozna bylo przetestowaé jednocze$nie 80 nowych
zwigzkow. Pozostate dotki zostaty wykorzystane na reakcje kontrolne bez inhibitora lub
z dodatkiem zidentyfikowanych juz wczesniej inhibitorow. Aby okresli¢ wzgledny
postep reakcji, obliczono stosunek szybkosci poczatkowej reakcji z testowanym
zwigzkiem do szybkosci poczatkowej reakcji bez inhibitora. Dziewie¢ z 1280 zwigzkow
wykazywato interferencje z fluorescencja sondy m’GTP-Py, zostaly one przetestowane

osobno przy roznych ustawieniach odczytu fluorescencji (r6zne wzmocnienia, Z ang.

gain).
Szczegoétowe warunki eksperymentu dla enzymu D9

Bufor: 10 mM MOPS-HCI, pH 7,0, 100 mM KOAc, 2 mM MgClz, 0,3 mM MnCl,
2mMDTT

Stezenie enzymu: 5 nM

Stezenie testowanego zwigzku z biblioteki LOPAC: 30 uM

Szczegolowe warunki eksperymentu dla kompleksu Dcp1/2

Bufor: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NH4CI, 5 mM MgClz, 1,5 MM MnCl,,1 mM DTT
Stezenie enzymu: 15 nM

Stezenie testowanego zwigzku z biblioteki LOPAC: 20 uM
5.6.4 WYZNACZANIE PARAMETRU ICsg

Parametr ICso bgdacy miarg aktywnosci inhibitorowej testowanych zwigzkow zostat
wyznaczony w eksperymencie zgodnie z nastgpujaca procedura: kazdy dotek phytki
eksperymentalnej zawierat dedykowany do konkretnego enzymu bufor, fluorescencyjng
sonde m’GTP-Py w stalym stezeniu (3 pM), enzym w stalym stezeniu oraz badany
inhibitor — kazdy zwigzek byt testowany w serii rozcienczen od 3,1 nM do 100 uM
(zastosowano rozcienczenia w skali potlogarytmicznej). Analizg wynikoéw wykonano
przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism. Na podstawie otrzymanych przebiegow
reakcji wyznaczono wartosci predkosci poczatkowych dla kazdego testowanego stezenia
inhibitora, dopasowujac funkcje liniowa do pierwszych 10 punktow (prostoliniowy
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przebieg zmian intensywnos$ci fluorescencji w czasie). Znormowane do wartosci
predkos$ci bez inhibitora dane wykreslono w funkcji stezenia inhibitora. W przypadku
inhibitorow nukleotydowych zatozono kompetycyjny model inhibicji i do danych
dopasowano réwnanie:

14 — Imax—Imin
. Lnin +-_________

= o s
VO 1+Lh
ICsq

gdzie: Vl — wzgledna szybko$¢ poczatkowa reakcji, Imin 0raz Imax — minimalna oraz
0
maksymalna odpowiedz uktadu (dolny i1 gorny poziom plateau), Cinn — st¢zenie

testowanego inhibitora, 1Cso — warto$¢ stezenia hamujacego w 50%.

W przypadku testowania zwigzkéw z Dbiblioteki LOPAC®!?%° do danych
eksperymentalnych dopasowano model inhibicji ze zmiennym wspotczynnikiem
Hilla (p):

1 _ I . Imax—Imin
Vo min 1+<1C50)P
Cinn

Szczegoétowe warunki eksperymentu dla enzymu D9

Bufor: 10 mM MOPS-HCI, pH 7,0, 100 mM KOAc, 2 mM MgClz, 0,3 mM MnCl,
2mMDTT

Stezenie enzymu: 5 nM
Szczegolowe warunki eksperymentu dla kompleksu Dcp1/2
Bufor: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NH4Cl, 5 mM MgClz, 1,5 mM MnCl;,1 mM DTT

Stezenie enzymu: 15 nM
5.7 SYNTEzZA RNA

Krotkie kapowane sekwencje RNA o diugosci 35 nukleotydow byly zsyntetyzowane
w reakcji in vitro transkrypcji (IVT) z uzyciem promotora ®2.5 polimerazy RNA T7
klasy 1l (TAATACGACTCACTATTA) inicjowanej przez przylaczenie ATP [174].
Przyktadowa reakcja IVT w objetosci 200 uL byta prowadzona przez 4 h w temperaturze
37°C 1 zawierata: 5 mM kazdego z nukleotydow GTP/CTP/UTP (Thermo Fisher
Scientific), 1,25 mM ATP (Thermo Fisher Scientific), a takze 6,5 mM trinukleotydowego
analogu kapu (m’GpppApG, zbiory laboratorium), 1 uM zhybrydyzowanych nici

oligonukleotydowych jako matrycy DNA
(CAGTAATACGACTCACTATTAGGGAAGCGGGCATGCGGCCAGCCATAGCC
GATCA oraz

TGATCGGCTATGGCTGGCCGCATGCCCGCTTCCCTAATAGTGAGTCGTATTA
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CTG, Genomed), 1 U/uL inhibitora rybonukleaz Ribolock (Thermo Fisher Scientific),
20 mM MgCl; (Sigma-Aldrich) oraz 20 U/uL polimerazy T7 (Thermo Fisher Scientific).
Niekapowane transkrypty zostaly przygotowane w sposéb analogiczny jak opisano
powyzej z jedng tylko r6éznica — konicowe stezenie ATP wynosito 5 mM oraz do reakcji
nie byt dodawany analog kapu. Po 4 h inkubacji do reakcji dodano 7 U DNazy | (Thermo
Fisher Scientific) w celu usuni¢cia matrycy DNA 1 pozostawiono w temperaturze 37°C
na kolejne 30 min. Po tym czasie reakcja IVT zostata zahamowana poprzez dodanie
réwnomolowych ilosci wodnego roztworu Na;EDTA w celu skompleksowania jonow
magnezu. RNA zostalo nastepnie wyizolowane z mieszaniny reakcyjnej metoda
ekstrakcji fenol-chloroform i stracone przy uzyciu 3 M NaOAc pH 5,2 oraz etanolu. Taki
surowy produkt RNA zostal nastgpnie oczyszczony metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w uktadzie odwroconych faz (RP-HPLC, szczegdty rozdziatu
podane na koncu akapitu) z detekcjg UV przy 254 nm i stragcony jak opisano wcze$niej.
Aby otrzyma¢ zestaw homogennych na koncu 3’ krotkich transkryptow RNA,
odpowiednig probke poddano trawieniu przez DNazym (inaczej deoksyrybozym, krotka
sekwencja DNA posiadajaca katalityczng aktywnos$¢, np. cigcia lancucha RNA;
DNAzym 10-23: TGATCGGCTAGGCTAGCTACAACGAGGCTGGCCGC,
Genomed). Mieszanina reakcyjna zawierata rOwnomolowe stezenia substratu RNA oraz
DNAzymu w odpowiednim buforze i byta inkubowana przez 1 h w temperaturze 37°C.
Mieszanina poreakcyjna zostata nastgpnie oczyszczona przy uzyciu HPLC w uktadzie
odwroconych faz (metoda ponizej), a produkt koncowy zostat wyizolowany poprzez
wytracanie jak to opisano wyzej. Procedura ta pozwolita uzyska¢ homogenne na koficu 3’
25-nt (niekapowane) lub 26-nt (kapowane) transkrypty RNA. Jakos¢ otrzymanych probek
potwierdzono na zelu poliakrylamidowym (15% akrylamid, 7 M mocznik, bufor TBE)
wybarwionym przy uzyciu barwnika SYBR Gold (Invitrogen), a st¢Zzenie wyznaczono
spektrofotometrycznie (NanoDrop 2000, Thermo Scientific).

Bufor do reakcji IVT: 40 mM Tris pH 7,9, 60 mM MgClz, 20 mM spermidyna,
10 MM DTT

Bufor do reakcji z DNAzymem: 50 mM Tris pH 8,0, 50 mM MgCl;
Bufor TBE: 89 mM Tris, 89 mM boran, 2 mM EDTA, pH 8,2
Oczyszczanie finalnych zwigzkéw przy uzyciu RP-HPLC:

e Aparat: Agilent Technologies Series 1200 lub Shimadzu LC-40 Series

e Detekcja UV: 254 nm

e Kolumna: Phenomenex Clarity 3 puM Oligo-RP, 150 x 4,66 mm, przeptyw
1 mL/min
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e Metoda: bufor A - 100 mM TEAA, bufor B - 200 MM TEAA/ACN (50:50, v/v);
gradient: 10-30% buforu B w 30 min.

5.9 TESTIN VITRO DEGRADACIJI RNA

Aby potwierdzi¢ wlasciwosci inhibitorowe wyselekcjonowanych zwigzkow, sprawdzono
podatnos¢ krotkich czasteczek kapowanego RNA o dlugosci 26 nukleotydow na
dekaping i dalszg degradacj¢ w obecnosci testowanych zwigzkow w trzech stezeniach (1,
101 100 uM). W tym celu 20 ng 26-nt kapowanego RNA inkubowano z odpowiednim
enzymem dekapujacym (3 nM D9, 11 nM Dcp1/2 lub 200 nM D10) w dedykowanym
buforze z dodatkiem 0,1% BSA w temperaturze 37°C. W okre$lonych punktach
czasowych (0’ — przed dodaniem enzymu, 5°, 15°, 30°, 60°) porcj¢ reakcji zatrzymywano
przez dodanie rownej objgtosci obcigzajacego barwnika denaturujacego (sktad: 4,5 M
mocznik, 50% formamid, 20 mM EDTA, 0,03% biekit bromofenolowy oraz 0,03%
ksylenocyjanol) i natychmiastowe umieszczenie ich w cieklym azocie. Probki
zanalizowano elektroforetycznie w denaturujacym zelu poliakrylamidowym (15%
akrylamid, 7 M mocznik, bufor TBE), ktéry nast¢pnie wybarwiono przy uzyciu barwnika
SYBR Gold (Invitrogen) i zwizualizowano z wykorzystaniem skanera laserowego
Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare). Intensywno$ci prazkow odpowiadajacych
kapowanemu i pozbawionemu juz kapu RNA zostato zanalizowane densytometrycznie

przy uzyciu oprogramowania 1D Gel Image Analysis Software TotalLab CLIQS.

Bufor do badania enzymu D9 oraz D10: 10 mM MOPS-HCI, pH 7,0, 100 mM KOAc,
2 mM MgCly, 0,3 mM MnClz, 2 mM DTT

Bufor do badania kompleksu Dcpl/2: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NH4CI,
5 mM MgCly, 1,5 mM MnClz, 1 mM DTT
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