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Metody badania bialek zwigzanych z metabolizmem konca 5’
MRNA oparte na nukleotydowych sondach molekularnych

Informacyjny RNA (mRNA) jest makroczgsteczkg reprezentujacg kopie informacji
genetycznej, ktora ulega translacji w celu produkcji biatka. Koniec 5> mRNA, tzw. kap jest
nietypowg strukturg nukleotydowg zbudowang z 7-metyloguanozyny potaczonej mostkiem 5°-
5’ trifosforanowym z pierwszym transkrybowanym nukleotydem. Ze wzgledu na obecnos¢
tancucha dodatniego w pierscieniu 7-metyloguanozyny kap specyficznie oddziatuje z wieloma
biatkami zaangazowanymi w istotne procesy biologiczne, jak dojrzewanie mRNA, transport
nukleocytoplazmatyczny oraz inicjacja translacji, a takze stabilizuje transkrypt. Biatka wiazace
kap odgrywaja wazna rolg regulatorowa w ekspresji genu i czgsto sg celem terapeutycznym
sprawiajac, ze kap jest interesujagcym obiektem badan. Monitorowanie proces6w angazujacych
5’ kap jest mozliwe z uzyciem np. znakowania fluorescencyjnego. Fluorescencyjne analogi
kapu dzialajg jak sondy molekularne, sktadajgce si¢ z jednej czesSci odpowiedzialnej za
specyficzne oddzialywania (kap) oraz drugiej za produkcj¢ sygnatu analitycznego (znacznik).

Glownym celem projektu bylo zastosowanie prostych syntetycznie metod do
otrzymania uniwersalnych narze¢dzi, przeznaczonych do opracowania szybkich i wydajnych
metod fluorescencyjnych do badan nad takimi celami terapeutycznymi, jak: eukariotyczny
czynnik inicjacji translacji 4E (elF4E), enzym degradacji kapu (DcpS) oraz mRNA kap N7-
guanino metylotransferaza (N7-MTaza). W oparciu o zmiany fluorescencji w trakcie wigzania,
hydrolizy 1lub biosyntezy kapu mozliwe jest wyznaczenie parametrow fizycznych
oddziatywania nukleotyd-biatko. Ponadto metody wysokoprzepustowe (HTS) moga by¢
wykorzystane w eksperymentach przesiewowych bibliotek matoczasteczkowych ligandow o
potencjalnych wlasciwosciach przeciwnowotworowych (eIF4E, N7-MTaza),
przeciwwirusowych (N7-MTaza) lub mozliwych do zastosowania w leczeniu schorzen
genetycznych, np. rdzeniowej atrofii miesniowej (DcpS). Projekt doktorski jest
interdyscyplinarny i taczy takie obszary nauki, jak synteza nukleotydow, spektroskopia,
biofizyka oraz fizyka nanostruktur weglowych.

W pierwszej cze$ci rozprawy zamieszczono krotki opis biologicznej roli 5’ kapu
wilgczajac w to charakterystyke bialek eIF4E, DcpS i N7-MTazy, bedacych gtéwnym obiektem
badan. W kolejnym rozdziale przyblizono podstawy metod szczego6lnie istotnych dla projektu.
Opisano techniki fluorescencyjne: intensywnos¢ fluorescencji, polaryzacja/anizotropia
fluorescencji (FP/FA) 1 termoforeza mikroskalowa (MST), a takze ich potencjalne
zastosowania. Przedstawiono rowniez metody uzyteczne w charakterystyce koniugatéw
molekut biologicznych z nanomateriatami (spektroskopie w podczerwieni, ramanowska i
fotoelektronow promieniowania X). W nastepnej czg$ci opisano gtowne wyniki uzyskane w
ramach projektu. Opracowano cztery metody oparte o oddzialywanie nukleotyd—piren,
przystosowane do formatu HTS. Niektore z zsyntetyzowanych sond wykorzystano do rozwoju
metod MTS i FA do badan biatek metabolizmu nukleotydow (w tym transglutaminazy II).
Nastepnie przedstawiono koncepcje podwdjnie znakowanych analogéw nukleotydow



stosujagcych oddziatywania pomiedzy dwoma znacznikami fluorescencyjnymi. Wykonano
charakterystyke spektroskopowa i enzymatyczng nukleotydow opartych o formowanie
ekscymeru, FRET lub oddzialywania fluorofor-wygaszacz, aby pokaza¢ potencjalne
zastosowania in vivo. Ostatnig czes¢ wynikow stanowig proby chemicznej modyfikacji warstw
grafenu odtozonych na wegliku krzemu oraz synteza koniugatu kap—tlenek grafenu, w celu
rozwoju biosensora do oznaczania stezenia biatka eIF4E (marker nowotworowy) z uzyciem
zmian przewodnictwa. Cze$¢ eksperymentalna sktada si¢ ze szczegdétowych protokotow
syntezy nukleotydow, pomiaréow spektroskopowych oraz obliczen parametrow fizycznych.
Ostatni rozdziat stanowi lista pozycji literaturowych cytowanych w rozprawie doktorskie;j.



