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Na przestrzeni ostatnich lat bardzo duze zainteresowanie naukowcdw budzi rola konca
5> mRNA w procesie inicjacji translacji organizmoéw eukariotycznych. Kluczowym jego
etapem jest rozpoznanie oraz zwigzanie kapu przez czynnik inicjujacy 4E (elF4E), co w
rezultacie umozliwia wilaczenie mRNA do machiny translacyjnej. Jest to etap szczegodlnie
wazny, gdyz odpowiada za szybko$¢ procesu biosyntezy biatka, a zatem odgrywa
newralgiczng role w rozwoju komorki. Od lat podejmowane sg liczne badania majace na celu
poznanie molekularnego mechanizmu inicjacji translacji oraz wykorzystanie tej wiedzy w
celach terapeutycznych. W tym kontekscie nadzieje stwarzaja syntetyczne analogi kapu o
silnym powinowactwie do faktora 4E. Dotychczasowe eksperymenty z wykorzystaniem
chemicznie modyfikowanych analogow doprowadzily do okreslenia zalezno$ci migdzy jego
budowa a efektywnym wigzaniem przez biatko elF4E oraz zostaly ukierunkowane na
poszukiwanie takiego analogu kofica 5° mRNA, ktory bedzie mial szanse znalez¢
zastosowanie w terapii. Grupg zwigzkow, ktore nie zostaly do tej pory przebadane ze wzgledu
na trudnosci w ich otrzymywaniu, a w oparciu o dotychczasowe wyniki, zaslugujacace na
uwage, stanowig analogi kapu zmodyfikowane w obrgbie egzocyklicznej grupy aminowe;j
guaniny.

W ramach mojej pracy doktorskiej opracowatam wydajng metode otrzymywania
mononukleotydowych analogéow 5’ konca mRNA, posiadajagcych w pozycji N2 podstawniki
alifatyczne (o tancuchach prostych i rozgatezionych), jak i aromatyczne, w tym tez analogi
zawierajagce w swojej strukturze pierScien triazolowy. Przygotowane przez mnie pochodne
wykorzystane zostaly jako inhibitory zdolne do kompetycyjnego hamowania procesu inicjacji

translacji w dwoch uktadach translacyjnych: lizacie z retikulocytow kroliczych oraz



ekstrakcie z pasozytniczych Ascaris suum, ktory jest jedynym dostgpnym bezkomorkowym
uktadem odtwarzajacym translacj¢ w organizmach nicieni. Przeprowadzone badania
biologiczne pozwolity okreslic wptyw wiasciwosci elektronowych grupy w pozycji N2 na
wigzanie biatka eIF4E. Wstepne wyniki pokazaly, ze para podstawienie podstawnika
benzylowego grupa zwigkszajaca gestos¢ elektronowa pierscienia aromatycznego powodujac
wzrost wydajnosci inhibicji translacji zwigzku. Najwydajniejszym inhibitorem translacji w
ekstrakcie z pasozytniczych nicieni okazal si¢ zwigzek posiadajacy w pozycji N2 guanozyny
podstawnik p-metoksybenzylowy. Wykazywal on okoto siedmiokrotny wzrost inhibicji
translacji w poréwnaniu do m’GTP. W przypadku badan w retikulocytach kroliczych,
przebadanych zostato pi¢¢ analogow, ktorych czgscig wspdlna modyfikacji w pozycji N2 byt
pierscien triazolowy. W oparciu o uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, iz otrzymane analogi z
modyfikacja w obrebie egzocyklicznej grupy aminowej s3 obiecujagcymi inhibitorami
translacji, a obecno$¢ podstawnika w pozycji N2 rekompensuje brak dwoéch grup
fosforanowych w czgsteczce. Ponadto wystepowanie tylko jednej grupy fosforanowej w
molekule zwicksza jej zdolno§¢ do przenikania przez btony komoérkowe, co umozliwia
potencjalne zastosowanie badanych zwigzkow in vivo.

Poza analogami mononukleotydowymi w ramach pracy doktorskiej otrzymatam
réwniez dinukleotydowa pochodng struktury kapu zawierajacag modyfikacj¢ w obrgbie zasady
azotowej, umozliwiajaca przytaczenie jej struktury do peptydu (MPS) penetrujacego btone
komorkowa. Synteza tego typu koniugatu zostala zaplanowana ze wzgledu na fakt, ze w
wiekszosci przypadkow analogi silnie hamujace translacje in vitro posiadaja tadunek
elektrostatyczny, utrudniajgcy im potencjalne zastosowanie in Vivo, z racji na niezdolnos¢ do
przenikania przez blon¢ do wnetrza komoérki. W oparciu o dotychczasowa wiedzg wydawato
si¢ mozliwym zaprojektowanie takiego analogu, ktory nie tylko bedzie wydajnym inhibitorem
inicjacji translacji, ale takze bedzie posiadat dodatkowe modyfikacje umozliwiajace jego
transport przez blong komorkowa. Ze wzgledu na fakt, ze do wydajnego wigzania kapu przez
biatko elF4E czg$¢ jego struktury odpowiadajacej za wigzanie z biatkiem (pierwsza zasada
oraz tancuch fosforanowy) musi pozosta¢ niezmieniona, do syntezy koniugatu wykorzystatam
pofaczenie poprzez wigzanie kowalencyjne odpowiednio zmodyfikowanego analogu kapu z
zsyntetyzowanym w fazie statej peptydem zawierajacym modyfikacj¢ w tancuchu bocznym
lizyny. W ramach pracy doktorskiej zaprojektowatam oraz otrzymatam koniugat kap-MPS,
bedacy pierwszym do tej pory uzyskanym potaczeniem struktury 5° konca mRNA z peptydem
penetrujagcym btong komodrkowa. W tym celu zoptymalizowalam metode syntezy w fazie

statej hydrofobowego oligopeptydu sktadajacego si¢ z szesnastu reszt aminokwasowych,



posiadajgcego grupe azydkowa w tancuchu bocznym lizyny oraz opracowatam procedurg
jego wydajnego sprzegania ze zmodyfikowanym dinukleotydowym analogiem kapu z
wykorzystaniem reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena.

Ostatnimi  zsyntetyzowanymi w ramach pracy doktorskiej zwigzkami byly
dinukleotydowe pochodne struktury kapu zmodyfikowane w pozycji N2 oraz N7. Synteza tej
klasy analogéw zostala podjeta z mys$la o wykorzystaniu ich w badaniach nad
oddzialywaniem struktury kapu ze snurportyng — biatkiem odpowiedzialnym za transport
RNA zakonczonych N? N2 7-trimetyloguanozyno kapem do jadra, w celu wyselekcjonowania
analogu wykazujacego najwigksza efektywno$¢ w transporcie dojadrowym. Sposrod
kilkunastu analogéw, trzy pochodne dinukleotydowe (ms**’GpppG, m,>'GpppG,
et?m,>’GpppG) zastosowalam w oparciu 0 opracowane warunki pomiarowe do
eksperymenow biofizycznych polegajacych na miareczkowaniu snurportyny analogami kapu
z wykorzystaniem wygaszania fluorecencji. Wstgpne wyniki potwierdzity istotny wymog
obecno$ci  dwoch grup metylowych w obrgbie egzocyklicznej grupy aminowej
dinukleotydowej struktury kapu, w konteks$cie wydajnego wigzania z biatkiem. W przypadku
analogu m22’7GpppG, ktory zostal wybrany jako kontrola ujemna eksperymentu, wstgpnie
zaobserwowano oslabienie jego oddzialywania ze snurportyng. Wynik ten jest
prawdopodobnie nastepstwem utraty jednej grupy metylowej, ktérej brak utrudnia strukturze

kapu utworzenie charakterystycznej dla oddzialywania ze snurportyng formy ,,kanapkowe;j”.

Modyfikowane analogi kapu sg jednymi z podstawowych narzedzi w badaniach nad
molekularnymi mechanizmami rozpoznawania konca 5’mRNA przez specyficzne faktory
biatkowe w procesach takich jak: inicjacja translacji, splicing, czy transport
wewnatrzkomorkowy. Z tego powodu godnym podkreslenia jest, ze wszystkie otrzymane
analogi, zar6wno mono- jak i dinukleotydowe, moga zosta¢ wykorzystane nie tylko w
opisanych w tej pracy eksperymentach, ale rowniez w innych badaniach biologicznych oraz

biofizycznych.



