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Streszczenie rozprawy doktorskiej

Informacyjne (lub matrycowe) RNA (mRNA; ang. messenger RNA), jest czasteczka
odpowiedzialng za przenoszenie informacji genetycznej z jadra komérkowego do cytoplazmy,
co umozliwia biosynteze biatek. Informacjag zakodowang w mRNA jest sekwencja
aminokwasow budujgcych funkcjonalne biatko, ktére jest biosyntezowane w procesie
translacji. Na koncu 5 eukariotycznego mRNA znajduje sie struktura zwana czapeczkag
(kapem). Jest to zazwyczaj dodatnio natadowana 7-metyloguanozyna (m’G) potgczona z
pierwszym transkrybowanym nukleotydem mostkiem 5’,5-trifosforanowym (m’GpppN'pN?2).
Kap bierze udziat w wielu waznych procesach biologicznych zachodzgcych w komodrkach
eukariotycznych, takich jak dojrzewanie czy transport mRNA. Element ten chroni réwniez
MmRNA przed przedwczesng degradacjg przez 5’-egzonukelazy, reguluje proces translacji
MRNA, a takze odgrywa kluczowg role w rozpoznawaniu komérkowego i obcego mRNA przez
uktad immunologiczny. Z powodu tak istotnych funkgciji, struktura kapu oraz jego pochodne staty
sie bardzo interesujgcym obiektem chemicznych modyfikacji. Chemiczne modyfikowane
analogi kapu i jego pochodne sg obecnie wykorzystywane do monitorowania procesow
komorkowych zwigzanych z mRNA, jako narzedzia molekularne do badania biatek
rozpoznajgcych strukture kapu, jako reagenty do produkcji szczepionek mRNA, a takze majg
wiele innych potencjalnych zastosowan terapeutycznych, m.in. w terapiach
przeciwnowotworowych.

Gtéwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta synteza nowych, chemicznie
modyfikowanych analogéw nukleotydéw, w tym analogéw kapu, ktére mogtyby umozliwi¢
badania wybranych proceséw zwigzanych z metabolizmem konca 5 mRNA. Swojg uwage
skupitem na analogach kapu i jego pochodnych, ktére mozna wykorzystaé do badania procesu
translacji mRNA oraz degradacji metabolitéw jego konca 5’.

W pierwszej czesci niniejszej rozprawy wykorzystatem analogi 5’-monofosforanu 7-
metyloguanozyny (m’GMP) do badania roli ludzkiej cytozolowej 5’-nukleotydazy 11IB (cN-11IB).
Cytozolowa 5-nukleotydaza IlIB (cN-IIIB), jest stosunkowo niedawno odkrytym enzymem
nalezgcym do rodziny 5-nukleotydaz. Rolg 5-nukleotydaz jest kontrolowanie stezen 5'-
monofosforanéw nukleozydéw (NMP) w komdrkach poprzez katalizowanie ich defosforylacii.
Enzym cN-IIIB jest unikalng 5’-nukleotydazg z punktu widzenia specyficznosci substratowe;,

poniewaz katalizuje on reakcje defosforylacji 5’-monofosforanu 7-metyloguanozyny, ktory jest
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jednym z metabolitow konca 5 mRNA. Do tej pory, rola enzymu cN-IIIB nie zostata w petni
poznana, jednak jego specyficznosé substratowa sugeruje, ze moze on odgrywaé kluczowg
role w jednym z koncowych etapoéw degradacji konca 5 mRNA. Nie wykluczony jest takze
udziat enzymu cN-IlIB w dezaktywacji aktywnych form terapeutykdw pochodzenia
nukleozydowego. W czesci rozprawy dotyczgcej enzymu cN-IIIB, skupitem sie na
poszukiwaniu inhibitorow enzymu cN-I1IB, ktére moga petni¢ role narzedzi molekularnych i by¢
wykorzystane w badaniach nakierowanych na pogtebienie wiedzy o tym enzymie. Projekt ten
obejmowat zaréwno synteze modyfikowanych nukleotyddw, a takze zbadanie ich wlasciwosci
substratowych i inhibitorowych wzgledem enzymu cN-1lIB. Na podstawie przeprowadzonych
przeze mnie badan, sposrod kilkudziesieciu zwigzkéw wytypowatem dwie pochodne m’GMP
jako najsilniejsze inhibitory enzymu cN-IIIB. Wyselekcjonowane zwigzki zostaty zastosowane
jako narzedzia w badaniach w lizatach komorkowych, co miato na celu weryfikacje roli enzymu
cN-llIB w degradacji metabolitow struktury kapu. Najsilniejsze inhibitory enzymu cN-IIIB
zostaty réwniez wykorzystane do badan strukturalnych, dzieki ktérym otrzymano pierwszg
strukture krystalograficzng ludzkiego enzymu cN-IlIIB wraz z ligandem. Wyselekcjonowane
inhibitory enzymu cN-IlIB przeksztatcitem réwniez w pronukleotydy, ktére mogg przenikac
przez btone komoérkowag do wnetrza komorki, i mogg by¢é wykorzystane w badaniach in vivo.
Na koniec, zbadatem wiasciwosci inhibitorowe nowej klasy zwigzkéw posiadajgcych
modyfikacje umozliwiajgcg, w odpowiednich warunkach, samoistne wytworzenie wigzania
kowalencyjnego z biatkiem. Zwigzki te zbadatem pod kgtem ich witasciwosci inhibitorowych
wzgledem enzymu cN-IlIB. Z puli przebadanych zwigzkéw udato mi sie zidentyfikowac zwigzek
bedacy kowalencyjnym, nanomolarnym inhibitorem enzymu cN-IIIB.

Druga czesc¢ niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczyta badania procesu kap-zaleznej
translacji (ang. cap-dependent translation) mRNA, w ktory to zaangazowane jest biatko elF4E.
Trinukleotydowe analogi kapu sg wykorzystywane w reakcji transkrypcji in vitro do
otrzymywania funkcjonalnego mRNA, w tym mRNA stosowanego w terapiach
przeciwnowotworowych i przeciwwirusowych. Niestety, synteza trinukleotydowych analogow
kapu jest trudna i czasochtonna. Z tego powodu w moim projekcie doktorskim, opisanym w
drugiej czesci niniejszej rozprawy, zajmowatem sie opracowaniem nowej sciezki syntezy
trinukleotydowych analogow kapu. Zaprojektowana przeze mnie Sciezka syntetyczna
wykorzystywata chemie typu ,click”, ktéra miata na celu przyspieszenie i uproszczenie syntezy

tri- i tetranukleotydowych analogoéw kapu, a dodatkowo wprowadzata w obrebie struktury kapu
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modyfikacje majgce na celu potencjalne ulepszenie wiasciwosci translacyjnych mRNA.
Opracowana przeze mnie Sciezka syntetyczna skrocita czas ostatniego etapu syntezy
trinukleotydowych analogéw kapu do 1 h, podczas gdy synteza w standardowych warunkach
moze trwa¢ nawet 48 h. Za pomocg opracowanej przeze mnie $ciezki syntetycznej,
otrzymatem kilkanascie nowych analogow kapu, ktére postuzyly mi do badan kap-zaleznej
translacji mRNA. Otrzymane zwigzki miaty wydajnie wbudowywac sie ko-transkrypcyjnie do
nici mMRNA oraz inicjowac translacje takiego mRNA wydajniej niz mRNA zakonczone naturalnie
wystepujgcym kapem. W wyniku reakcji transkrypciji in vitro otrzymatem mRNA zakonczone
réznymi analogami kapu, ktére nastepnie wykorzystatem do badania translacji w lizatach
komorkowych. Tak przygotowane mRNA zostato réwniez wykorzystane do zbadania
wydajnosci procesu produkciji biatka w komorkach dendrytycznych. Jeden z otrzymanych
analogow kapu, okazat sie by¢ dobrym mimetykiem naturalnego kapu, gdyz wydajnosc
translacji mMRNA zakonczonego modyfikowanym trinukleotydem byta poréwnywalna z mRNA
zakonczona niemodyfikowanym kapem 1.

Niniejszej rozprawa doktorska miat charakter interdyscyplinarny, w ramach ktérej
zajmowatem sie zarédwno syntezg chemiczng pochodnych kohca 5 mRNA jak i ich
charakterystykg za pomocg testdw biofizyczno-biochemicznych i  biologicznych.
Przeprowadzone przeze mnie badania przyczynity sie do uzyskania pierwszej struktury
krystalograficznej ludzkiego enzymu cN-IlIB, dzieki ktérej poznany zostat mechanizm dziatania
tego enzymu. Z kolei zaprojektowany i zsyntezowany przeze mnie trinukleotydowy analog
kapu, moze by¢ wykorzystany do syntezy mRNA o bardzo dobrych wifasciwosciach

translacyjnych, co potencjalnie moze mie¢ zastosowanie w terapeutycznym mRNA.
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