STRESZCZENIE

Kap jest struktura znajdujacg si¢ na 5° koncu eukariotycznego mRNA majacg istotng role w metabolizmie
komorki. Biatka usuwajace strukture kapu takie jak kompleks Depl/2 maja natomiast znaczaca funkcjg procesach
degradacji mRNA. Jednak do tej pory ich mechanizm dziatania oraz sposoby regulacji aktywnosci nie zostaty
doktadnie poznane. Badania biochemiczne nad Dcpl/2 pokazaty, ze oddziatuje on specyficznie z m’GDP —
produktem reakcji hydrolizy kapu. Zasugerowalo to, ze struktura m’GDP moze by¢ punktem wyjSciowym dla
syntezy nukleotydéw majacych wigksze powinowactwo do Dcpl/2, ktore moga by¢ warto§ciowymi narzedziami
w badaniach biochemicznych. Przeprowadzono syntezy chemiczne oraz przebadano wtasciwos$ci biologiczne serii
analogow kapu opartych na strukturach nukleotydow takich jak m’GDP, m’GTP, oraz m’Gppppm’G. Zwiazki te
posiadaja roznorodne modyfikacje w tancuchu fosforanowym, takie jak grupa borano- lub tiofosforanowa, majace
zwickszy¢ ich powinowactwo do bialek wiazacych kap. Otrzymano takze szereg fluorescencyjnie znakowanych
analogow kapu posiadajace fluorofor o niewielkiej zawadzie sterycznej jako sondy molekularne w badaniach
biofizycznych oraz narzedzia do syntezy fluorescencyjnego RNA. Po wykonaniu badan przesiewowych odkryto,
7e czg$8¢ z zwiazkdéw to inhibitory kompleksu Dcpl/2. Dalsze badania biochemiczne i strukturalne wykonano
na najsilniejszym z inhibitoréw (m’Gpppp,m’G izomer D3). Eksperymenty NMR pokazaly potozenie miejsca
wigzacego inhibitor oraz powinowactwo tego zwigzku do Dcp2. Badania kinetyczne pokazaty, ze badany inhibitor
wigze si¢ zarowno z wolnym enzymem jak i kompleksem ES. Zaobserwowano tez, ze analogi kapu o wydtuzonym
tancuchu fosforanowym sg hydrolizowane przez Dcp2. Inne badania biochemiczne pokazaty, ze cz¢$¢ z uzyskanych
analogéw kapu wykazuje silne powinowactwo do biatka inicjujacego translacje elF4E oraz posiadaja obnizona
podatno$¢ na degradacje enzymatyczng. Otrzymane fluorescencyjne analogi kapu sg pierwszymi tego rodzaju
zwigzkami, ktére sg inkorporowane do RNA in vitro. Niektore z nich sg takze selektywnie odporne na dziatanie
enzymow dekapujacych Depl/2 badz DepS. Wstepne rezultaty badan biochemicznych $wiadczg, ze znakowane
fluorescencyjnie analogi kapu moga by¢ pomocne w badaniach oddziatywan kap-biatko. W pracy opisano takze
przyktadowe zastosowania modyfikowanych chemicznie analogdw kapu w badania nad degradacjg eukariotycznego
mRNA. W ramach tych badan wykorzystano egzogenne mRNA zawierajacego niehydrolizowany kap do $ledzenia
mechanizméw degradacji mRNA histonéw w komorkach ssaczych. Dzigki temu poznano lepiej rolg Depl/2 w tym
procesie oraz wplywie poliurydylacji 3’ konca mRNA na jego stabilno$¢.



