Streszczenie

Struktura trimetylokapu (TMG kap) obecna na 5 kohcu tancucha niektérych matych
jadrowych RNA (snRNA) bierze udziat w procesach biologicznych zwigzanych m.in. z trans-
portem i dojrzewaniem pre-mRNA. TMG kap rozpoznawany jest przez biatko adaptorowe -
snurportyne, ktére w kompleksie z importyng 8 transportuje snRNA zakornczone TMG kapem
do jadra komoérkowego. Analogi kapu TMG stosowano jako zywice powinowactwa przy
rozdzielaniu i oczyszczaniu biatek z ekstraktow lub jako sygnat lokalizacji jgdrowe;j
poprawiajgcy import jgdrowy niektérych polarnych i duzych bioczgsteczek (DNA,
streptawidyna), jednak mozna je rowniez stosowac w ztozonych eksperymentach biochemicz-
nych oraz biologicznych jako narzedzia molekularne zastepujace naturalne 5’-TMG kap-RNA.

Fluorescencyjne molekularne rotory (FMR) sg dwu- lub wielosegmentowymi czgsteczkami,
w ktérych jeden segment obraca sie swobodnie wzgledem drugiego. Zahamowanie wewnatrz-
czgsteczkowej rotacji jednego z segmentéw znacznika wokot wigzania o skutkuje promie-
nistym (fluorescencja) procesem relaksacji. Taka wewnatrzczgsteczkowa rotacja jest silnie
zalezna od oddziatywan miedzy strukturg fluoroforu a jego mikrootoczeniem (rodzaju
rozpuszczalnika, polarnosci, tworzgcych sie wigzan wodorowych, izomeryzaciji, etc.), dlatego
zastosowanie FMR w badaniach biologicznych opiera sie na zahamowaniu rotacji w wyniku
wigzania sie z biatkiem, co umozliwia ,wtgczenie” fluorescencji i moze postuzy¢ np. do Sle-
dzenia transportu snRNA.

Gtownym celem mojej pracy byta synteza, charakterystyka wi. fizykochemicznych (wolne
zwigzki) i biofizycznych (kompleksy biatkowe) serii dinukleotydowych analogéw kap TMG i ich
koniugatow z FMR w eksperymentach ze snurportyng zaréwno in vitro, jak i w komoérkach. Ta
funkcjonalizacja miata na celu otwarcie mozliwosci wykrywania interakcji snurportyna—ligand
in vitro i potencjalnie in vivo. Uzyskatem duzy zestaw (>50) koncowych koniugatow z FMR
w roznych pozycjach, z réznymi strukturami nukleotyddéw i ocenitem ich uzytecznosé jako
sondy molekularne dla snurportyny. Niektére zwigzki zostaly dodatkowo zmodyfikowane
w regionie mostkowym (metylenobisfosfonian, CH>), przez wydtuzenie do tetrafosforanu lub
w pozycjach 5°-O przez zmiane O na S. Oczekiwano, ze te modyfikacje zapewnig odpornosé
na degradacje enzymatyczng przez ludzkiego Nudt16 i/lub utrzymajg lub wzmocnig powino-
wactwo do snurportyny.

Wsréd FMR przetestowatem pie¢ analogéw chromoforu podobnych do GFP (pochodzacych
z biatka zielonej fluorescencii) i dwie pochodne julolidyny. Ocena powinowactwa wigzania dla
snurportyny nieoczekiwanie wykazata silnie stabilizujgcy efekt dla dinukleotydéw TMGpppG
zawierajgcych GFP-podobny FMR w pozycji 2’-O guanozyny. Te nowo odkryte zwigzki sg
silnymi ligandami snurportyny z nanomolowymi warto$ciami Kp (statej dysocjacji), ktére sg o
dwa rzedy wielkosci nizsze niz w przypadku naturalnego TMGpppG. Efekt ten jest zmniejszony
~50-krotnie dla odpowiadajgcych im 3’-regioizomerow. Aby pogtebi¢ zrozumienie zaleznosci
miedzy strukturg a aktywnoscig, zsyntetyzowatem i przetestowatem koniugaty FMR
pozbawione fragmentu TMG kapu, co ujawnito w tecie ze snurportyna, ze ten nowo zaobser-
wowany efekt utrzymuje sie rowniez w przypadku m’G kapu i w mniejszym stopniu réwniez w
przypadku analogéw GMP, ale z niespecyficznymi interakcjami (wykazatem, ze koniugaty m’G
kap-FMR wigzg sie konkurencyjnie rowniez z elF4E). Te badania eksperymentalne zostaty
poparte dokowaniem molekularnym i oba sugerujg, ze zwiekszone powinowactwo wynika z
dodatkowych hydrofobowych kontaktow i oddziatywan zapewnianych przez fragment FMR,



niezaleznie od grup funkcyjnych w pierscieniu fenylowym. Najsilniejszy ligand snurportyny,
ktory réwniez dawat najwieksze wzmocnienie fluorescencji (Fm/Fo) po nasyceniu snurportyng,
zostat przetestowany w zywych komorkach w celu wykrycia i wizualizacji interakciji
w kompleksach poprzez monitorowanie czasu zycia fluorescencji FMR. To podejscie ma
potencjalne zastosowania w badaniu monitorowania dojrzewania i procesowania RNA
lub interakcji RNA-biatko, ktére sg rowniez omawiane. Wreszcie, w moich badaniach
zidentyfikowano 9 koniugatow TMG kap-FMR jako silne i specyficzne ligandy snurportyny,
a wsréd nich 4 koniugaty z DMHBI wykazaty korzystne wtasciwosci fluorescencyjne w
kompleksach ze snurportyng in vitro. Jednoczesnie, jeden z tych koniugatéw zostat przetes-
towany w zywych komorkach i stwierdzono, ze tgczy sie w kompleksy o porownywalnych
rozmiarach do snurportyny.



