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Biofizycy przemeblowujg terapie genowa

Terapia genowa daje nadzieje milionom pacjentéw. Naukowcy z Uniwersytetu
Warszawskiego badajg od kilku lat mozliwoS¢ wykorzystania w niejf mRNA ze
zmodyfikowanym fragmentem inicjujgcym biosynteze biatka. Opublikowane niedawno
wyniki wskazujg, Ze nowe zwigzki - projektowane i otrzymywane na UW — majg wiekszg
trwato$c i efektywnosc¢ niz ich odpowiedniki naturalne, a ich chemiczne wytwarzanie moze
byc tanie. Dzieki zaprojektowanym zwigzkom naukowcom udato sie podejrzec i lepiej
zrozumie¢ mechanizmy reprodukcji biatka w komorce, co powinno pozwoli¢ na stworzenie
lepszych terapeutykow.

Produkcja biatek w komérkach organizmu dotknietego chorobg moze by¢ zaburzona. Przejawia sie
to zmniejszeniem Ilub szkodliwym zwiekszeniem produkcji niektérych biatek albo produkcjg
czgsteczek wadliwych, czego skrajnym przypadkiem jest choroba nowotworowa. Jednym ze
sposobow radzenia sobie z takimi problemami jest terapia genowa. Polega ona na dostarczaniu do
organizmu materiatu genetycznego kodujgcego biatka o wiasnosciach, ktére wspomagajg
prawidtowe dziatanie komorki. W poczatkach eksperymentéw nad terapiami genowymi jako
materiat genetyczny probowano stosowa¢ DNA. Niestety, ze wzgledu na jego bardzo zloZzong
strukture, istnieje duze ryzyko, ze dostarczone geny rozwigzg czes$¢ problemoéw, ale i spowodujg
problemy nowe, czasem powazniejsze i zupetnie nieoczekiwane. Z tego powodu lekarze wigzg
duze nadzieje z mozliwoscig terapeutycznego zastosowania mRNA — czgsteczek mniejszych,
prostszych, przez to tatwiejszych do przygotowania w laboratorium, a przede wszystkim
czgsteczek, ktore w przeciwienstwie do DNA nie modyfikujg na trwate genetycznego zapisu o
organizmie.

Czasteczki mMRNA to naturalne polimery, ktdre tworzone sg w komérkach. Zawierajg one doktadne
obrazy genow (fragmentéw DNA), sg wiec nosnikiem kodu genetycznego i petnig w komérce role
wzorcow przy produkcji nowych biatek. Czgsteczka mRNA Zyje w komorce od kilku minut do kilku
godzin, po czym jest degradowana przez enzymy. Krotki czas zycia mRNA — takze tego, ktére
mogtoby by¢é wytworzone w laboratorium w celach terapeutycznych — jest jednym z problemow
limitujgcych jego potencjalne praktyczne wykorzystanie. Lekarze i farmaceuci chcieliby, by mRNA
uzyte w preparatach leczniczych ,zyto” dtuzej niz jego naturalny odpowiednik i by wydajnosc
medykamentu byfa jak najwieksza.

Znaczace osiggniecia w badaniach terapeutycznego mRNA ma zespdt utworzony pierwotnie w
Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Do$wiadczalnej na Wydziale Fizyki UW. Inicjatorem podjecia
tematyki badan nad modyfikacjami mRNA jest prof. dr hab. Edward Darzynkiewicz (WF UW).
Liderem zespotu pracujgcego nad terapeutycznie waznymi modyfikacjami mRNA jest dr hab. prof.
UW Jacek Jemielity (wywodzacy sie z WF UW, obecnie zatrudniony w Centrum Nowych
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Technologii UW). W zespole pracuje kilkunastu badaczy — doktorow i studentéw, a gtéwnym
animatorem prac na WF UW jest dr Joanna Kowalska. Uczeni wspoétpracujg z naukowcami z USA i
z Niemiec oraz z firmami farmaceutycznymi. Konsorcjum UW i Uniwersytetu Stanowego w
Luizjanie opatentowato w 2011 r. i skomercjalizowato wynalazek grupy badaczy pozwalajgcy
zwiekszy¢ trwatos¢ i wydajnos¢ mRNA. Rozwigzanie znajduje sie obecnie w fazie badan
klinicznych w jednym z koncernéw, ktéry wykupit licencje. Istotg wynalazku jest zbudowanie
sztucznego fragmentu mRNA, ktoéry zastepuje jego naturalng strukture znang jako kap 7-
metyloguanozynowy.

Warszawskie badania sg kontynuowane i rozwijane. Zmierzajg do znalezienia nowych, jeszcze
uzyteczniejszych analogéw kapu, do opracowania technologii masowej produkcji terapeutycznego
MRNA oraz do zrozumienia przebiegu proceséw naturalnej syntezy biatek. ,Kap 7-
metyloguanozynowy znajduje sie na jednym z koncow mRNA (tzw. kohcu 5’)” wyjasnia prof.
Darzynkiewicz, W cytoplazmie struktura kapu rozpoznawana jest przez czynnik elF4E inicjujgcy
proces biosyntezy biatek, czyli translacji. Ten etap decyduje o szybkosci catej zlozonej sekwencji
zdarzeh, ktére konczg sie wyprodukowaniem biatka w komérce. Obecnos¢ kapu chroni tez mRNA
przed przedwczesng degradacjg przez enzymy przecinajgce czyli nukleazy. Niestety, komorki
posiadajg naturalny mechanizm usuwania kapu przez tzw. enzymy degradacji kapu (decapping
enzyme, np. Dcp1/Dcp2). Kilka lat temu odkryliSmy, ze zastosowanie modyfikowanych analogow
kapu moze uodporni¢ koniec 5 mRNA na degradacje i pozwala zwiekszy¢ wydajno$¢ translacji”

Najnowsze prace zespotu pokazujg, ze poszukiwania nowych analogdéw naturalnych kapow sg
bardzo obiecujgce. ,W pracy opublikowanej niedawno w czasopismie Nucleic Acids Research
zaprezentowaliSmy nowg klase zmodyfikowanych kapéw, ktére sg udoskonalong wersjg tych
znajdujacych sie obecnie w badaniach klinicznych” informuje prof. Jemielity. ,Modyfikacja polega
na zamianie atomu tlenu atomem siarki w kilku pozycjach w szczegdinym miejscu czgsteczki kapu
zwanym mostkiem tréj- lub czterofosforanowym. mRNA z tak zmodyfikowanym chemicznie kapem
jest rekordowo efektywnie wigzane przez czynnik elF4E w etapie limitujgcym szybkos¢ biosyntezy
biatka. Jednoczesnie ma ono wysokg odporno$¢ na odcinanie struktury kapu przez enzym
Dcpl/Dcep2. Tak modyfikowane mRNA w warunkach komérkowych prowadzi do powstania
znacznie wickszej ilosci terapeutycznego biatka, co wykazalismy w systemie modelowym
uzywanym w badaniach nad szczepionkami przeciwnowotworowymi. Caty czas dgzymy do tego,
by nasze zmodyfikowane mRNA pozwolito na stosowanie mniejszych dawek terapeutyku u
pacjenta. Zmniejszona dawka to zawsze zmniejszenie ryzyka wystgpienia ewentualnych skutkéw
ubocznych.”

Dla pacjentéw bardzo wazna jest tez dostepnosc leku. Tradycyjne enzymatyczne metody syntezy
zmodyfikowanych kapow (i w efekcie terapeutycznego mRNA) sg czasochtonne i bardzo mato
wydajne. ,Gdy w 2010 r. musieliSmy przygotowa¢ pierwsze 4 gramy kapu potrzebnego do
rozpoczecia badan klinicznych, to zajeto nam to pdt roku, a ta ilos¢ wystarczata na leczenie
zaledwie 12-13 pacjentow” przypomina dr Kowalska. Tymczasem potencjalne zapotrzebowanie
mozna szacowac jako kilogramy specyfiku rocznie. Dlatego badacze poszukujg metod szybszej i
tanszej produkgji. ,Zwrocilismy uwage na tzw. chemie kliknie¢” opowiada mgr Sylwia Walczak,
doktorantka w Kolegium Miedzywydziatowych Indywidualnych Studiow Doktoranckich UW
(MiSDoMP). ,Jest to rozwijana dopiero od kilkunastu lat metoda bardzo efektywnej syntezy
ztozonych zwigzkéw chemicznych z odpowiednio przygotowanych wczesniej potfabrykatow, czyli
chemicznych klockéw. Kazdy klocek posiada w swojej strukturze przynajmniej jeden fragment,
ktéry — gdy napotka swoj odpowiednik w innej czgsteczce — fgczy sie z nim, dziatajgc podobnie jak
odziezowy zatrzask. Nazwa metody pochodzi wiasnie od skojarzenia z charakterystycznym
kliknieciem tgczgcych sie czesci.” Badajgc mozliwosci zastosowania tej metody przy masowej
produkcji zmodyfikowanych kapdw polscy naukowcy otrzymali 36 nowych wariantdw analogow.
,Wsréd nich dwa nowe zwigzki majg witasciwosci, ktorych oczekiwaliSmy: po wprowadzeniu do
MRNA ,dziatajg” rownie dobrze co naturalny kap” dodaje mgr Anna Nowicka, ktéra przygotowuje
doktorat z tej tematyki na Wydziale Fizyki UW. ,Jestesmy pewni, ze odkrycie to otwiera droge do
opracowywania nowych, chemicznych metod wtgczania kapu do mRNA, ktére bedg konkurencyjne
do drogich i czasochtonnych metod enzymatycznych” uzupetnia mgr Nowicka. Praca zespotu
oé$miu autoréw informujgca o tym odkryciu ukazata sie pod koniec lata w opiniotworczym



czasopismie Chemical Science.

Poszukiwania nowych, bardziej przydatnych analogéw naturalnych kapéw powoli wychodzg z fazy
dziatania metodg préb i btedow. Uczeni starajg sie zrozumiec jak — krok po kroku i w szczegotach —
przebiegajg interesujgce ich procesy, co je warunkuje, jaka jest ich dynamika. Rozumiejgc na
poziomie czgsteczkowym fizyke proceséw, mozna bedzie je kontrolowaé poprzez Swiadome
modyfikowanie elementéw ztozonego ukfadu biologicznego takich jak mRNA. ,Po raz pierwszy
udato sie nam zaprojektowaé i otrzymac zwigzki, ktére nasladujgc koniec 5 mRNA (kap), sg
zdolne do hamowania (inhibicji) aktywnosci enzymu Dcp1/Dcp2 odcinajgcego kap od mRNA, co
decyduje o zniszczeniu mRNA” chwali sie dr Marcin Ziemniak, ktéry wiosng obronit swojg prace
doktorskg na Wydziale Fizyki UW. ,Nasz zwigzek wykorzystaliSmy do uchwycenia kluczowego
etapu dziatania tego enzymu jakim jest ,schwytanie” kapu. Upraszczajgc troche, mozna
powiedzie¢, ze kompleks enzymatyczny potknat naszg niestrawng przynete imitujgcg kap w mRNA
i zostat zamrozony tuz po potgczeniu. Dzieki temu my, wraz ze wspétpracownikami z Uniwersytetu
Kalifornijskiego w San Francisco — stosujgc metody rentgenostrukturalne, czyli wykonujgc co$ w
rodzaju odpowiednio sprytnego zdjecia - mogliSmy poznaé strukture samego ztozonego kompleksu
enzymatycznego odpowiedzialnego za odciecie kapu, po raz pierwszy w kompleksie z analogiem
kapu. Nasze wyniki wskazujg, ze podczas chwytania przynety, czyli wigzania inhibitora, w
kompleksie enzymatycznym zachodzg bardzo duze (globalne) zmiany strukturalne. Skiad
chemiczny ztozonych czasteczek pozostaje oczywiscie niezmieniony, ale ich fragmenty istotnie
przekrecajg sie wzgledem siebie w stosunku do sytuacji, w ktérej pozostajg one nieaktywne.”
Wyniki zostaty opublikowane w dwéch prestizowych czasopismach naukowych: RNA (w styczniu) i
Nature Structural and Molecular Biology (w pazdzierniku). Dzieki nim naukowcy lepiej zrozumiejg
mechanizm procesu degradacji kapu (dekapingu). ,Jestesmy przekonani, ze pozwoli nam to
zaprojektowac jeszcze lepsze inhibitory procesu dekapingu mRNA” zapewnia prof. Jemielity.
,Bedg one uzyteczne nie tylko w dalszych badaniach nad procesami degradacji mRNA, ale
spodziewamy sie, ze znajdg zastosowanie terapeutyczne m.in. w terapii wspomagajgcej
szczepionki przeciwnowotworowe i w terapiach przeciwwirusowych.”

Naukowcy podkreslajg, ze problemy, ktérymi sie zajmujg, wymagajg interdyscyplinarnego
podejscia. , To, co robimy na Wydziale Fizyki UW jest w pewnym sensie unikalne” przekonuje dr
Kowalska. ,Mamy dostep do bardzo dobrze wyposazonych laboratoriéw badawczych, jednak wiele
innych zespotdw na swiecie rowniez posiada podobng aparature. Naszg przewagg jest jednak
kapitat ludzki, ktéry umozliwia potgczenie ekspertyz z dziedziny (bio)fizyki, chemii, oraz biologii
molekularnej i komorkowej. Prowadzenie badan na styku trzech réznych dziedzin i mozliwos¢
spojrzenia na ten sam problem badawczy z roznych perspektyw jest niezwykle stymulujgce
intelektualnie i skutkuje zupetnie nowymi pomystami i rozwigzaniami, do ktérych duzo trudniej
bytoby dojs¢ patrzac na problem tylko z jednej strony. Uwazam, ze w tej dziedzinie jest to unikalne
podejscie, nie tylko w skali naszego kraju, ale réwniez Swiata” podsumowuje badaczka.

Fizyka i astronomia na Uniwersytecie Warszawskim pojawity sie w 1816 roku w ramach éwczesnego Wydziatu Filozofii. W roku 1825
powstato Obserwatorium Astronomiczne. Obecnie w sktad Wydziatu Fizyki UW wchodzg Instytuty: Fizyki Doswiadczalnej, Fizyki
Teoretycznej, Geofizyki, Katedra Metod Matematycznych oraz Obserwatorium Astronomiczne. Badania pokrywaja niemal wszystkie
dziedziny wspoitczesnej fizyki, w skalach od kwantowej do kosmologicznej. Kadra naukowo-dydaktyczna Wydziatu sktada sie z ok. 200
nauczycieli akademickich, wéréd ktérych jest 88 pracownikéw z tytutem profesora. Na Wydziale Fizyki UW studiuje ok. 1000 studentéw
i ponad 170 doktorantéw.
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Fragment struktury krystalograficznej ukazujgcy sposéb wigzania kapu przez Dcp1/Dcp2. Na podstawie pdb-entry 5KQ4. (Zrodto:
FUW)
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