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Streszczenie

Struktura kapu (m’GpppN) znajdujgca si¢ na koficu 5> mRNA poprzez specyficzne oddziatywanie z
biatkami wiazacymi kap warunkuje procesy sktadajace si¢ na ekspresje genow. Nieprawidlowa aktywno$¢
biatek wigzacych kap moze prowadzi¢ do zaburzen ekspresji gendw, a w konsekwencji do chordb
nowotworowych lub neurodegeneracyjnych. Regulowanie aktywnosci bialek wiazacych kap moze
nastgpowac poprzez dostarczanie matoczasteczkowych ligandow (analogéw kapu), ktére beda wigzac si¢
z bialkami, jednocze$nie uniemozliwiajac ich wigzanie z koncem 5 mRNA. Z uwagi na potencjalne
znaczenie terapeutyczne ligandow biatek wigzacych kap rozwijane sa metody do ich efektywnego
poszukiwania i charakteryzowania. Metody standardowo uzywane w tym celu, takie jak: miareczkowanie
fluorescencyjne zsynchronizowane czasowo i izotermiczne miareczkowanie kalorymetryczne, sa zmudne i
czasochtonne. Do poszukiwania inhibitorow biatek coraz cze$ciej wykorzystuje sie podejscie
wysokoprzepustowe, w ktdrym testuje si¢ jednoczesnie ok. 80 lub wiecej nowych zwigzkow chemicznych
pod wzgledem powinowactwa do biatka. Podejscie to w znaczacy sposob zwicksza wydajnosé
poszukiwania modyfikacji chemicznych kluczowych do oddzialywania z biatkiem, jak i samych
inhibitorow.

Gtownym celem pracy doktorskiej byto opracowanie metod opartych na fluorescencji do poszukiwania
i badania ligandow biatek wigzacych strukture konca 5> mRNA, czyli strukturg¢ kapu. W pracy mozna
wyrozni¢ dwie naturalnie wspoélistniejace ze soba czgsci: pierwsza dotyczaca rozwoju metodologii badania
oddzialywania biatko-ligand oraz druga, czyli zastosowania opracowanych metod do charakterystyki
zwigzkow o nieznanych wlasciwosciach wzgledem biatek wigzacych kap. W pracy duzy nacisk potozono
na rozwoj metod wysokoprzepustowych, umozliwiajagcych wydajne przeszukiwanie bibliotek zwigzkow w
celu znalezienia tych o pozadanych whasciwosciach.

Pierwszym podejsciem rozwinigtym w ramach pracy doktorskiej do badania inhibicji enzymu DcpS
jest metoda oparta na $ledzeniu aktywno$ci enzymatycznej poprzez pomiar stezenia jonéw fluorkowych
uwalnianych w trakcie reakcji. W metodzie wykorzystuje si¢ nienaturalny substrat enzymu DcpS — analog
m’GMPF, ktéry jest hydrolizowany do m’GMP i jonu fluorkowego. Aby zmierzy¢ stezenie jondw
fluorkowych wykorzystuje si¢ sonde¢ fluorogeniczna, w tym przypadku pochodna fluoresceiny, ktorej grupy
hydroksylowe sg zabezpieczone grupami tertbutylodimetylosililowymi. Opracowana metoda byta
pierwszym wysokoprzepustowym podej$ciem do poszukiwania i charakteryzowania inhibitordw DcpS.
Zostata ona wykorzystana do poszukiwania nowych inhibitoréw tego enzymu, zaréowno wsrod bibliotek
zwigzkdéw dostepnych komercyjnie, jak i tych, zsyntetyzowanych w Laboratorium Chemii Bioorganiczne;.
W sumie uzyto jej do przetestowania 1346 zwiazkoéw. Wsrod nich zidentyfikowano inhibitor silnie
oddziatujacy z enzymem DcpS (m’GSppspSG D2), o powinowactwie zblizonym do RG3039 — zwigzku,
ktory brat udziat w badaniach klinicznych jako terapeutyk w leczeniu rdzeniowego zaniku migsni. Jest to
jednoczesnie najwigksze osiggnigcie projektu doktorskiego.

Kolejng opracowana metoda byta anizotropia fluorescencji. Jest to podejscie szeroko stosowane do
badania oddzialywan biatko:ligand, ktére w przeciwienstwie do powyzej przedstawionej metody jest
jednoetapowe, a co jednocze$nie oznacza, ze charakterystyka ligandow z wykorzystaniem metody
anizotropii fluorescencji jej szybsza. Celem mojej pracy byto opracowanie metody anizotropii fluorescencji
dla 3 biatek: cN-111B, elF4E i DcpS. W sumie przetestowano 23 uktady biatko:ligand do opracowania



metody anizotropii fluorescencji. W przypadku enzymu cN-IIIB nie udato si¢ opracowa¢ metody
anizotropii fluorescencji ze wzgledu na zbyt niskie powinowactwo sond fluorescencyjnych do biatka. Zas
z powodzeniem metoda anizotropii fluorescencji zostata opracowana na biatek DcpS i elF4E, ktorag mozna
uzywac do wysokoprzepustowego poszukiwania ligandéw oraz ich charakterystyki. W przypadku badan z
biatkiem elF4E, udato si¢ rozszerzy¢ aplikacyjnos¢ metody - moze by¢ ona rowniez wykorzystana do
badania ligandow allosterycznych biatka eIF4E, a takze do oceny powinowactwa krétkich
oligonukleotydow. Z uwagi na szybko$¢ i prostote metody anizotropii fluorescencji, stanowi ona
konkurencyjne narzg¢dzie do poszukiwania ligandow.

Innym zagadnieniem poruszonym w pracy doktorskiej byla charakterystyka analogéw kapu
modyfikowanych w pozycji C® Guo lub m’Guo. Scharakteryzowano 14 zwiazkéw pod katem ich
uzytecznosci jako sond do badania oddziatywania z biatkami wigzacymi kap. Przeprowadzono analize ich
wlasciwosci spektroskopowych, stabilnosci, a takze przebadano je pod katem oddziatywania z biatkami
elF4E i DcpS. A takze sprawdzono jak zmienia si¢ intensywnos$¢ fluorescencji pod wptywem aktywnosci
hydrolitycznej enzyméw DcpS i Nudtl6. Najwigksza uwage skupiono na 6 analogach kapu
charakteryzujacych si¢ wyzsza wydajnoscig kwantowa w porownaniu do naturalnej struktury kapu, byly to
zwigzki zawierajace znaczniki -Py, -Ph, -CNPh i DMAPh. Zwiazki te dziataja jak molekularne rotory (sg
wrazliwe na zmiany lepkos$ci srodowiska), co mozna wykorzysta¢ do badan oddziatywania z biatkami. Dla
kazdego biatka: elF4E, DcpS i Nudtl6 udalo si¢ wyloni¢ analog kapu, ktéry zmienia swoje wiasciwosci
emisyjne pod wplywem wigzania z biatkiem lub w wyniku zachodzacej reakcji enzymatyczne;j.
Przedstawione badania stanowig podstawe do rozwoju nowych metod fluorescencyjnych z wykorzystaniem
analogoéw modyfikowanych w pozycji C® Guo lub m’Guo jako sond.

Druga czg$¢ pracy doktorskiej stanowita charakterystyka nowych analogdéw kapu jako ligandow biatek
elF4E i DcpS z wykorzystaniem opracowanych metod fluorescencyjnych, a takze standardowej metody
miareczkowania fluorescencyjnego. Jako wynik prac scharakteryzowano 34 fosfotriazolowe analogi kapu,
3 analogi kapu z modyfikacjg w postaci 1,5-anhydroaltritolu, 15 fosfotioestrowych analogéw kapu i 17
benzylowych analogow kapu. Wykorzystanie metod fluorescencyjnych dostarczyto cennych informacji na
temat wptywu modyfikacji na stabilizacje kompleksy bialtko-ligand. Ponadto badania pozwolity ustali¢,
ktore pozycje struktury kapu sa krytyczne dla efektywnego oddziatywania biatko:ligand, a takze wytyczy¢

nowe kierunki badan.



