STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Nukleotydy sa czasteczkami o wielu funkcjach biologicznych. Mnogos$¢ funkcji
powoduje, ze syntetyczne analogi nukleotydow sg obiecujaca klasg zwigzkow terapeutycznych
o wlasciwosciach przeciwwirusowych lub  przeciwnowotworowych oraz narzgdzi
biologicznych, takich jak sondy nukleotydowe. Nukleotydy stanowig substraty do syntezy
kwaséw nukleinowych, ktore uczestnicza w procesie ekspresji genu m.in. MRNA. Funkcja
MRNA jest przenoszenie informacji genetycznej z DNA na sekwencj¢ peptydow. Na koncu 5’
eukariotycznych  mRNA znajduje si¢ unikalna struktura kapu, ktora oddziatuje ze
specyficznymi biatkami, zwigzanymi z metabolizmem mRNA, umozliwiajac kontrolg ekspresji
genu i degradacji mRNA. Z racji tego, ze mRNA pehni tak wazne funkcje jego modyfikowane
chemicznie analogi sga testowane w badaniach klinicznych nad roznymi rodzajami terapii
genowej. W zwigzku z tym wykrywanie, identyfikacja, a takze analiza skladu zar6wno
naturalnie wystepujacych nukleotydow i kwaséw nukleinowych jak i ich syntetycznych
analogow, pozwala na lepsze poznanie ich $ciezek metabolicznych, funkcji biologicznych i
potencjalnych wlasciwosci terapeutycznych.

Pierwsza cz¢$¢ niniejszego projektu doktorskiego stanowita doglebna analiza Sciezek
fragmentacji nukleotydow za pomocg tandemowej spektrometrii mas. Przebadatam ponad 150
réznych nukleotydow i ich analogdw, zawierajacych modyfikacje w obrebie zasady azotowej,
rybozy lub reszty fosforanowej. Wiele z tych zwigzkow zostato scharakteryzowanych po raz
pierwszy. Analiza widm fragmentacyjnych r6znych nukleotydow pokazata, ze mozliwe jest
stwierdzanie, czy dana modyfikacja wyst¢puje w obrebie zasady azotowej, rybozy czy
fosforanu oraz okreslenie rodzaju modyfikacji. Co wigcej, mozliwe jest rozréznienie zwigzkow
izobarycznych, czyli takich, ktore majg tg samg mas¢ nominalng, ale inny sktad atomowy, oraz
okreslenie, czy badany zwigzek jest mono-, di- czy trifosforanem nukleozydu. Na podstawie
zgromadzonych widm zaproponowatam ogolne reguly rzadzace procesem fragmentacji, a
wyniki zebratam w postaci bazy danych dost¢pnej online (http://www.mstide-db.com/). Taka
baza moze by¢ przydatnym narzedziem w procesie poszukiwania metabolitow lekow

pochodzenia nukleotydowego, znajdowania biomarkeréw chorob zwigzanych z dysfunkcja
metabolizmu nukleotydow, szybkiej identyfikacji produktow syntezy chemicznej oraz
opracowaniu metod ilosciowych. Wyniki otrzymane podczas badan fragmentacji byty
kluczowe w projektowaniu metod LC-MS/MS do analizy fluorescencyjnych sond
nukleotydowych oraz metabolizmu konca 5> mMRNA i sktadu mRNA. Proces degradacji mMRNA
jest szeroko badany, ale wciaz pozostaja pytania, na ktore nalezy znalezé odpowiedz. Za
degradacj¢ kapu odpowiedzialne sa enzymy dekapujace w tym DcpS 1 Fhit jednak wzgledny
udziat tych enzymoéw w proces degradacji w komoérkach nie jest znany. Co wigcej, pojawia si¢
pytanie, jakie sa metabolity tego procesu i jaki jest ich dalszy los. W celu odpowiedzi na pytania
dotyczace degradacji kapu opracowalam metod¢ LC-MS/MS shizaca do analizy konca 5’
(kapu) mRNA w ekstraktach cytoplazmatycznych z komorek HEK 293. Jako efekt projektu
zaproponowatam doktadng Sciezke degradacji kapu wraz z uwzglednieniem najwazniejszych
enzymOw 1 powstajacych metabolitow. Kolejnym zadaniem w projekcie bylo opracowanie
metody, ktora pozwolitaby na okreslenie wydajnosci wbudowywania modyfikowanych
nukleotydow w obreb struktury RNA, w szczegolnosci do ogona poli(A), jak rowniez poznanie


http://www.mstide-db.com/

preferencji substratowych polimeraz uzywanych do transkrypcji in vitro. Metoda LC-MS/MS
polegala na oznaczaniu ilo$ciowym 5’-monofosofranéw nukleozydéw otrzymanych po
trawieniu enzymatycznym niemodyfikowanego lub modyfikowanego mRNA. Po dokonaniu
operacji matematycznych mozliwe bylo wyznaczenia zawartosci modyfikacji oraz
wyznaczenie dlugosci ogona poli(A). Dzigki tej metodzie pokazano, ze analogi ATP sa
substratami dla polimeraz RNA, co umozliwia wprowadzanie modyfikacji do wigzan
fosfodiestrowych RNA. Proces wbudowywania analogow ATP zachodzi stereospecyficznie,
dzigki czemu konfiguracja absolutna modyfikowanych wigzan fosfodiestrowych jest $cisle
zdefiniowana w produktach RNA. Moze to by¢ wykorzystane do tworzenia cennych narzgdzi
molekularnych. Otrzymane i scharakteryzowane mMRNA zostaly poddane badaniom
biologicznym, ktore wykazaly, ze mRNA zawierajace modyfikacje tiofosforanowa w obrebie
ogona poli(A) sa odporne na degradacj¢ enzymatyczng, a jednoczesnie obecno$¢ tych
modyfikacji niec wptywa na wydajno$¢ translacji.

Opracowane metody do analizy nukleotydow i RNA pozwola na lepsze poznanie
wiasciwosci, potencjalu biologicznego oraz terapeutycznego tych czasteczek, jak réwniez
przyczynig si¢ do projektowania nowych zwigzkow, ktore maja szanse w przysztosci stac sie
skutecznymi lekami.



