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5.3 Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

(numery prac z literg H odnoszg sie do spisu publikacji na str. 3, za$ cytowane
prace oznaczone literg D odnoszg sie do spisu publikacji na str. 25,
stanowigcych dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora)

Ogollne przedstawienie tematyki i gtébwnego celu prac

Transkrypty polimerazy RNA Il organizmow eukariotycznych: mRNA
(informacyjny RNA) i U snRNA (mate jadrowe RNA bogate w urydyne), posiadajg na
swoim koncu 5’ charakterystyczng strukture zwang kapem. Tworzy jg 7-
metyloguanozyna potgczona nietypowym dla kwaséw nukleinowych wigzaniem 5’,5’-
trifosforanowym z pierwszym transkrybowanym nukleotydem (m’GpppN, gdzie N -
dowolny nukleotyd; monometyloguanozyno kap, w skrécie MMG kap). Dosé
szczegolny przypadek stanowi mRNA nicieni, miedzy innymi Caenorhabditis elegans
czy glisty swinskiej Ascaris suum. Ponad 70% populacji ich czgsteczek posiada na
swoim korncu 5 hipermetylowang wersje kapu, zawierajagcg NZN?7-
trimetyloguanozyne (ms>*'GpppN, gdzie N - dowolny nukleotyd; trimetyloguanozyno
kap, w skrocie TMG kap).
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R=N(CHj3),, trimetyloguanozyno kap, TMG

Rys. 1 Struktura 5’ kornica mRNA (kapu)

Struktura MMG kapu powstaje w jgdrze komérkowym na wczesnym etapie
transkrypcji w wyniku trzech nastepujgcych po sobie reakcji enzymatycznych:
usuniecia 5’-koncowego y-fosforanu oligonukleotydu, przeniesienia GMP z GTP z
utworzeniem wigzania 5’,5'-trifosforanowego i transferu grupy metylowej
katalizowanego przez (guanino-7) metylotransferaze. Powstata struktura MMG kapu
petni wiele waznych funkcji na réznych etapach ekspresji genéw, ktore realizowane
sg poprzez jej oddziatywanie z odpowiednimi biatkami. W jgdrze komdérkowym kap
rozpoznawany jest przez biatkowy kompleks CBC (ang. cap-binding complex) i
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poprzez to oddziatywanie bierze udziat w dojrzewaniu pre-RNA aktywujgc splicing
pre-mRNA oraz wspomagajgc tworzenie konca 3' mRNA. Kompleks kap-CBC bierze
rowniez udziat w nukleocytoplazmatycznym transporcie matych, jgdrowych snRNA
klasy U. Ich czgsteczki ulegajg w cytoplazmie hipermetylacji w obrebie kapu w
wyniku ktoérej, na koncu 5 tworzy sie trimetyloguanozyno kap. TMG kap jest
czynnikiem sygnalnym dla importu dojgdrowego kompleksow
rybonukleoproteinowych U snRNP (U snRNA+biatka), ktére biorg nastepnie udziat w
procesie splicingu pre-mRNA.

W przypadku mRNA, ich 5’-koncowa struktura MMG kapu jest rozpoznawana w
cytoplazmie na wczesnym etapie inicjacji translacji przez biatko elF4E (ang.
eukaryotic initiation factor 4E) i poprzez to oddziatywanie mRNA wigczany jest do
kompleksu inicjujgcego, powstanie ktérego jest niezbedne do biosyntezy tancucha
polipeptydowego. Etap ten, z racji na niewielkg zawarto$¢ biatka elF4E w komorkach,
limituje szybko$¢ catego procesu translacji, przez co jest dogodnym punktem
dziatania mechanizméw regulacyjnych. Kolejng istotng funkcjg kapu jest ochrona
MmRNA przez okres catego jego zycia w komorce przed 5’-egzonukleolityczng
degradacjg. Oczywiste jest, ze z racji na role i udziat w kontroli réznych proceséw
sktadajgcych sie na ekspresje informacji genetycznej, los tej struktury musi podlegac
Scistej kontroli. W komorkach eukariotycznych istniejg dwie gtbwne drogi degradacji
MRNA (w kierunku 5’ do 3’ i odwrotnie), podczas ktérych kap usuwany jest w wyniku
dziatania odpowiednich enzymow: DcpS (degradacja w kierunku 3’ do &', enzym
hydrolizuje wigzanie 5’,5’-trifosforanowe miedzy B i y fosforanem) i Dcp1/Dcp2
(degradacja w kierunku 5 do 3’, enzym Dcp2 hydrolizuje wigzanie miedzy a i B
fosforanem).

Od momentu odkrycia struktury kapu w drugiej potowie lat 70 podejmowane s3 liczne
badania majgce na celu poznanie molekularnego mechanizmu proceséw z jego
udziatem i wykorzystania tej wiedzy w celach terapeutycznych. Zwigzane jest to z
faktem onkogennej transformacji wielu typow komorek, w ktérych wystepuje
nadekspresja czynnika inicjujgcego elF4E i uznania tego biatka za dobry cel dla
projektowania lekéw przeciwnowotworowych. Istotnym aspektem badan jest wiec
poszukiwanie analogéw kapu bedacych efektywnymi inhibitorami translacji.

W prowadzonych badaniach intensywnie wykorzystywane sg syntetyczne
analogi konca 5 mRNA. W poczatkowym okresie byly to najprostsze analogi
mononukleotydowe: 7-metyloguanozyno-5-monofosforan, w skrécie m’GMP, 7-
metyloguanozyno-5'-difosforan, w skrécie m’GDP czy 7-metyloguanozyno-5'-
trifosforan, w skrécie m’GTP. Wraz z postepem badan rozpoczeto synteze zwigzkow
coraz bardziej rozbudowanych np. dinukleotydéw takich jak P'-7-metyloguanozyno-
P3-guanozyno-5’,5'-trifosforan, w skrécie m’GpppG oraz analogéw mono- i
dinukleotydowych zmodyfikowanych w obrebie poszczegolnych fragmentow
struktury. Zwigzki takie stuzg do charakterystyki komplekséw biatko-kap metodami:
strukturalnymi  (krystalografia rentgenowska, spektroskopia magnetycznego
rezonansu jgdrowego), biofizycznymi (wygaszanie wewnetrznej fluorescencji biatka
pod wptywem wigzania analogobw kapu, izotermiczne miareczkowanie



kalorymetryczne biatka) oraz do wyjasniania roli biologicznej tych oddziatywan
metodami z zakresu biologii molekularnej (in vitro i in vivo). Przyktady réznych
syntetycznych analogéw kapu zaprojektowanych i otrzymanych przeze mnie pod
katem takich wtasnie badan oraz ich zastosowanie opisane zostanie w dalszej czesci
autoreferatu (pkt. 6).

W oparciu o interdyscyplinarne badania angazujgce chemikow, biofizykow i

biologbw molekularnych udato sie znacznie pogtebi¢ stan wiedzy dotyczacy
procesow ekspresji gendw i mechanizmow ich regulacji. Jednoczesnie na przestrzeni
ostatnich lat odkryte zostaty liczne nowe biatka wigzgce kap. Do najwazniejszych z
nich nalezg izoformy eukariotycznego czynnika inicjujgcego translacje elF4E, w tym
miedzy innymi wystepujgce w organizmach nicieni, ktére wykazujg zrdéznicowang
specyficznos¢ wobec struktury MMG i TMG kapu. Dla podkreslenia faktu, ze czesc
izoform biatka elF4E (np. IFE-3 i IFE-4 w nicieniach Caenorhabditis elegans) wigze
tylko strukture MMG kapu, zas czes¢ (np. IFE-1, IFE-2, IFE-5 w C. elegans lub
elF4E-3 w A. suum) wigze zarébwno MMG jak i TMG kap, faktory te okreslone zostaty
mianem biatek o podwodjnej specyficznosci. Przyczyny takiej zrdéznicowane]
selektywnoséci izoform stanowg zagadke biorgc pod uwage, ze wszystkie wykryte
izoformy wykazujg znaczny stopien homologii z ludzkim i mysim biatkiem elF4E oraz
miedzy sobg, nie posiadajgc zarazem systematycznych roznic w sekwencjach
aminokwasoéw istotnych dla oddziatywania z kapem. Zarazem w oparciu 0 roznego
typu badania wiadomo, ze struktura TMG kapu jest znacznie gorzej rozpoznawana
przez biatko elF4E wyzszych eukariotow.
Innymi  nowoodkrytymi biatkami sg m.in. (guanino-N2) metylotransferazy
odpowiedzialne za metylowanie egzocyklicznej grupy aminowej podczas syntezy
TMG kapu, ktore zostaty wyizolowane i wstepnie scharakteryzowane w wielu
organizmach oraz enzymy degradujgce kap (DcpS) wystepujgce w nicieniach, o
odmiennej specyficznosci substratowej niz w innych eukariotach.

Z punktu widzenia chemika organika projektowanie i tworzenie nowych
syntetycznych analogéw kapu jest nierozerwalnie potgczone =z wynikami
dotychczasowych badan. Wytaniajgce sie nowe pytania dotyczgce podstaw
zroznicowanej specyficznosci izoform biatka elF4E z nicieni, czy mechanizmu
dziatania (guanino-N2) metylotransferaz, staty sie inspiracjg do zaprojektowania i
syntezy narzedzi chemicznych umozliwiajgcych przeprowadzenie badan z udziatem
wyzej wymienionych mato poznanych biatek, a zmierzajgcych do poznania ich
dziatania i regulaciji.

Ogolne uwagi o syntezie analogéw kapu

Od momentu otrzymania najprostszych mononukleotydowych analogow kapu
(m.in. m’GMP) w latach siedemdziesigtych zesztego stulecia metody syntezy
analogéw tak mono- jak i dinukleotydowych rozwijaty sie. Pozostaje jednak ciggle
aktualne, ze obok metod uniwersalnych, ktdore mozna zastosowa¢ w odniesieniu do



réznych nukleozydéw czy nukleotydow (np. fosforylacja nukleozydow w pozycji 5’
metodg Yoshikawy), istnieje spora grupa metod, ktore dziatajg lepiej, gorzej lub
wcale, w odniesieniu do konkretnych zwigzkéw (np. jest wiele metod otrzymywania
5'-trifosforanéw nukleozyddéw, ale Zadna z nich nie ma charakteru uniwersalnego). Ze
wzgledu na to, testowanie réznych metod lub praca nad ich, niekiedy znaczng,
modyfikacjg, jest wiec koniecznoscia.

Kolejnym problemem jest rozpuszczalnos¢ nukleotydow: z reguty dobra w
wodzie, natomiast zta w rozpuszczalnikach organicznych. Wiekszos¢ reakcji
stosowanych w przypadku otrzymywania analogéw kapu jest prowadzona w
rozpuszczalnikach organicznych (czesto bezwodnych), co wymaga czasochtonnych
zabiegbw przeprowadzania substratéw nukleotydowych w sole organiczne. Stosuje
sie sole amoniowe utworzone w reakcji z aminami trzeciorzedowymi takimi jak tri-n-
oktyloamina, tri-n-butyloamina lub trietyloamina. Czynnikiem, ktéry dodatkowo
negatywnie wptywa na rozpuszczalnosc¢ jest obecnos¢ w strukturze kapu grupy
metylowej w pozycje 7 guanozyny, powodujgcej wygenerowanie dodatniego fadunku
w pierscieniu imidazolowym guaniny, zmniejszajgcego rozpuszczalnos¢ w
rozpuszczalnikach organicznych. Kolejng trudnoscia do przezwyciezenia jest
zmniejszona trwatosS¢ zwigzkow zawierajgcych 7-metyloguanine. Wiadomo, ze
pierscien imidazolowy tego zwigzku w Srodowisku alkalicznym ulega degradacji,
natomiast w Srodowisku kwasnym rozpada sie wigzanie N-glikozydowe taczgce
zasade azotowg z cukrem. Stwarza to zatem spore ograniczenie w doborze grup
zabezpieczajgcych, srodowiska reakcji, a takze warunkow rozdziatu i oczyszczania
produktow.

Izolowanie i oczyszczanie zwigzkéw posrednich, jak i finalnych, w przypadku
syntezy analogéw kapu jest zazwyczaj czasochtonne i ktopotliwe. W wyniku reakcji
uzyskiwane sg ziozone mieszaniny zwigzkow, czesto o dos¢ podobnych
wiasciwos$ciach fizykochemicznych, co uniemozliwia zastosowanie prostych metod
wyodrebniania produktu, tj. wytrgcanie, krystalizacja czy ekstrakcja. Wydzielenie
pozgdanego zwigzku z mieszaniny wymaga prawie zawsze zastosowania metod
chromatograficznych: chromatografii adsorbcyjnej na silica zelu w przypadku
pochodnych nukleozydowych, a w przypadku nukleotydéw chromatografii
jonowymiennej na ztozach typu DEAE-Sephadex. Jednak uzyskane w ten sposob
produkty czesto nie wykazujg pozgdanej czystosci i nalezy je podda¢ dodatkowemu
oczyszczeniu, najczesciej przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC), w ukfadzie faz odwréconych lub jonowymiennej. Waznym czynnikiem w
przypadku metod chromatograficznych jest dobér odpowiednich eleuentéw, tak aby
zwigzek byt otrzymany w postaci soli, ktorych nadmiar mozna tatwo usungc z
roztworu po rozdziale. Z tego powodu najczesciej stosowane sg bufory oparte o
wodoroweglan trietyloamoniowy, wodoroweglan amonu czy octan amonu, ktoérych
tatwo mozna sie pozbyC na drodze destylacji pod zmniejszonym ci$nieniem,
zatezania na wyparce lub liofilizacji. W przypadku zwigzkéw posiadajgcych 7-
metyloguanozyne nalezy zawsze podjgé dziatania zabezpieczajgce przed jej
rozktadem np. kontrolowac stopien alkalizowania roztworu i temperature podczas
zatezania. Koncowe produkty reakcji przeprowadza sie w sole sodowe, poddaje
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finalnej identyfikacji (metodg wysokorozdzielczej spektrometri mas, oraz
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego *H i *'P), a nastepnie w takiej
postaci wykorzystuje do badan biofizycznych i biologicznych.

Omodwienie celow szczegotowych i osiggnietych wynikéw

W ostatnich latach obserwowane jest wzrastajgce znaczenie réznych technik
biofizycznych w badaniach natury i charakterystyki (m.in. termodynamicznej,
kinetycznej) oddziatywan biatko-ligand w roztworze. CzeS¢ metod, ktdore mozna
bytoby zastosowacC rowniez do badania kompleksow biatek wigzgcych kap ze
strukturami konca 5 mRNA, wymagatoby specjalnie zaprojektowanych analogéw
kapu, posiadajgcych dotgczone odpowiednie znaczniki (np. spinowe do spektroskopii
elektronowego rezonansu paramagnetycznego Ilub fluorescencyjne utatwiajgce
detekcje) lub linkery umozliwiajgce ich immobilizacje na okreslonym podtozu (np. na
powierzchni sensora do powierzchniowego rezonansu plazmonowego SPR).
Wychodzac naprzeciw takim potrzebom, postanowitam zaprojektowac i opracowac
metode syntezy nowego typu dinukleotydowych analogéw kapu, posiadajgcych,
uzyteczne z punktu widzenia dalszych badan, znaczniki lub linkery.
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Rys. 2 Dinukleotydowe analogi kapu funkcjonalizowane w obrebie rybozy

Na podstawie dotychczasowych wynikéw badan, jako miejsce funkcjonalizaciji
dinukleotydowego kapu, wybratam, najmniej zaangazowany w oddziatywanie z
biatkami, cukier drugiej zasady. Biorgc pod uwage fakt, ze obecny w cukrach, m.in. w
rybozie, 2’,3’-cis diol chetnie tworzy ugrupowanie acetalowe, postanowitam
wykorzysta¢ do cyklizacji kwas lewulinowy, posiadajgcy obok grupy karbonylowej
koniecznej do utworzenia acetalu, rowniez grupe karboksylowg, ktorej obecnos¢
umozliwiataby dotgczenie do dinukleotydu kolejnej czgsteczki odpowiedniego
znacznika (Rys. 2). Praca [H3] przedstawia synteze pierwszych dinukleotydowych
analogow kapu z dotgczonymi, w obrebie cukru, ligandami i znacznikami. Opisane
zostaty wydajne metody: funkcjonalizacji guanozyny na drodze reakcji rybozy z
lewulinianem etylu, jej przeksztatcenia w 5’-monofosforan (oznaczany skrétowo jako



LewGMP) a nastepnie sprzegania go z drugim nukleotydem (m’GDP lub ms**’'GDP)
prowadzgce do utworzenia wigzania 5',5-trifosforanowego i otrzymania
dinukleotydowych analogbw MMG i TMG kapu funkcjonalizowanych kwasem
lewulinowym (m’GpppGiew, M3s**'GpppGies). W przypadku analogu MMG kapu
(m’GpppGLew) zaprezentowano cztery drogi syntezy o poréwnywalnej wydajnosci
réznigce sie strategig (aktywacja m’GDP i sprzeganie z LewGMP lub odwrotnie) i
warunkami reakcji sprzegania (w srodowisku wodnym lub bezwodnym). W przypadku
analogu TMG kapu (ms>*'GpppGLes) pokazano, ze tylko jedna z drég (aktywacja
LewGMP i sprzeganie z ms;**'GDP w $rodowisku bezwodnym) prowadzi do
uzyskania zwigzku z satysfakcjonujgcg wydajnoscig. Jednoczesnie metoda ta wydaje
sie réwniez najbardziej uniwersalna, poniewaz wymaga opracowania warunkéw
aktywacji tylko raz, dla LewGMP (co wymagato przeprowadzenia dodatkowych
badan, poniewaz zwigzek moze potencjalnie ulega¢ aktywacji nie tylko w obrebie
fosforanu, ale tez wolnej grupy karboksylowej). W pracy opisano réwniez dotgczanie
do grupy karboksylowej otrzymanych dinukleotydowych analogow MMG i TMG kapu
(M’GpppGLew, M3>2'GpppGiew) kolejnych czasteczek posiadajacych grupe aminowa,
ktére wybrano pod katem potencjalnego zastosowania w réznych technikach
badawczych. Zwigzkami tymi byta: etylenodiamina (wprowadzona do analogu grupa
aminowa moze by¢ wykorzystana bgdz do dalszych reakcji chemicznych badz
bezposrednio np. do immobilizacji analogu kapu na powierzchni ztoza, chipa itp),
pochodna biotyny (tworzy kompleksy z awidyng i streptawidyng, co jest
wykorzystywane powszechnie w wielu technikach) i 4-amino TEMPO (stabilny rodnik
umozliwiajgcy zastosowanie spektroskopii elektronowego rezonansu
paramagnetycznego). Warto rowniez podkresli¢, ze zaproponowana przeze mnie
metoda funkcjonalizacji dinukleotydowych analogéw kapu ma charakter uniwersalny i
umozliwia w zaleznosci od potrzeb, przylgczenie réznych innych zwigzkoéw (np.
znacznikow fluorescencyjnych).

Analog  monometyloguanozyno  kapu  sfunkcjonalizowany  kwasem
lewulinowym z dotgczong etylenodiaming (m’GpppGiew-eoa), Otfzymany przeze mnie
przedstawiong powyzej metoda, zostat wykorzystany do badania oddziatywania z
jadrowym kompleksem wigzgcym kap CBC metodg powierzchniowego rezonansu
plazmonowego (SPR) [H1]. Biatko to bedgce heterodimerem rozpoznaje, podobnie
jak jego cytoplazmatyczny odpowiednik, faktor elF4E, monometyloguanozyno kap i
poprzez to oddziatywanie odgrywa role w wielu procesach ekspresji genéw (m.in. w
splicingu pre-mRNA, poliadenylacji konca 3' mRNA, transporcie mRNA i U snRNA do
cytoplazmy). Biofizyczne podstawy molekularnego mechanizmu rozpoznania kapu
przez to biatko byly celem badan prowadzonych w zespole prof. dr hab. R.
Stolarskiego (Zaktad Biofizyki, Wydziat Fizyki, Uniwersytet Warszawski). Zakup
aparatu Biacore do Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komérkowej
w Warszawie otworzyt mozliwos¢ wykorzystania techniki SPR i podjecia wspolnych
badan, podczas ktérych miatam mozliwos¢ wykorzystania swoich doswiadczen w
pracy na podobnym urzagdzeniu, zdobytych podczas stazu w laboratorium prof.
Roberta Rhoadsa (Louisiana State University Health Science Center, Shreveport,
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USA). W przypadku biatka CBC konieczne byto przygotowanie dinukleotydowego
analogu kapu do immobilizacji na sensorze z racji na fakt, ze biatko to wymaga do
efektywnego wigzania obecnosci rowniez drugiej zasady kapu [D10]. Zostato to
osiggniete poprzez opisang powyzej funkcjonalizacje dinukleotydu kwasem
lewulinowym, a nastepnie przytgczenie etylenodiaminy, ktorej wolna grupa aminowa
zostata wykorzystana do immobilizacji na powierzchni sensora w postaci
karboksymetylowanego dekstranu. Po opracowaniu i optymalizacji warunkow
immobilizacji otrzymanego zwigzku, zostaty przeprowadzone badania wigzania
analogu kapu przez biatko CBC oraz jego mutanty posiadajgce zmieniong sekwencje
aminokwasowg (tyrozyny, kluczowe dla oddziatywan kation-1r z 7-metyloguanozyng
kapu, zastgpione alaning lub fenyloalaning). Uzyskane wyniki umozliwity analize
kinetyki tworzenia kompleksu biatko-kap, przyczynity sie do wyjasnienia roli
poszczegblnych tyrozyn w oddziatywaniu z kapem i doprowadzity do
zaproponowania modelu wigzania mRNA zakonczonych kapem z CBC.

Idee analogow kapu funkcjonalizowanych  kwasem  lewulinowym
umozliwiajgcych  przytgczenie  dodatkowych  czgsteczek o  okreslonych
wtasciwosciach, wykorzystatam réwniez do stworzenia nowej klasy zt6z do
chromatografii  powinowactwa opartej o0 dinukleotydowe analogi kapu.
Chromatografia powinowactwa, wykorzystujgca fakt specyficznego rozpoznawania i
wigzania kapu przez elF4E, stosowana jest od lat do izolacji i oczyszczania biatek
wigzacych kap. Ztoza z dotgczonym analogiem mononukleotydowym: m’GTP lub
ms>*'GTP, jak to przedstawie w punkcie 6 autoreferatu, sa niezastgpionym do chwili
obecnej narzedziem do charakterystyki wigzania kapu. Stosowane do tej pory ztoza
oparte o mononukleotydowe analogi, mogg by¢ jednak niewystarczajgce, zwtaszcza
w przypadku izolowania biatek, ktore silnie oddziatujg z drugg zasadg kapu.
Przyktadem takiego biatka preferujgcego dinukleotydy w stosunku do
mononukleotydéw jest jadrowy kompleks wigzgcy kap (CBC). Do izolacji i
poszukiwania nowych biatek o takiej charakterystyce opracowatam strategie
immobilizacji dinukleotydowych analogow kapu [H4].
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Rys. 3 Ztoza do chromatografii powinowactwa oparte o dinukleotydowe analogi kapu
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Polega ona na funkcjonalizacji dinukleotydu w obrebie cukru drugiej zasady kwasem
lewulinowym oraz wykorzystaniu obecnej grupy karboksylowej do przytgczenia do
szes$cioweglowego linkera dotgczonego do powierzchni ztoza (Rys. 3). Linker taki
zostat zastosowany w celu zwiekszenia odlegtosci ligandu od ztoza i zapewnienia
swobodnego dostepu potencjalnych biatek. W ten sposéb przygotowano zioza z
analogami MMG i TMG kapu: m’GpppG- i ms**'GpppG-Sefaroze oraz ich
odpowiedniki posiadajgce mostkowg grupe metylenowg w tancuchu 5,5'-
trifosforanowym pomiedzy B i y fosforanem. Celem tej ostatniej modyfikacji byto
zwiekszenie odpornosci ligandu na hydrolize enzymami degradujgcymi kap typu
DcpS. Wydaje sie to celowe w sytuacji stosowania zt6z powinowactwa do izolacji lub
poszukiwania biatek z ekstraktéw komdrkowych, w ktorych mogg wystepowac takie
enzymy. Warto podkresli¢, ze sg to pierwsze ztoza oparte o strukture dinukleotydu,
obejmujgce tak mono- jak i trmetyloguanozyno kap, oraz dodatkowo zawierajgce
modyfikacje mostkowg uodporniajgcg je na enzymatyczng hydrolize. W pracy
pokazane zostato réwniez zastosowanie zsyntetyzowanych ztéz powinowactwa do
oczyszczania izoformy IFE-5 =z nicieni C. elegans, charakteryzujgcej sie
rozpoznawaniem MMG i TMG kapu.

Trimetyloguanozyno kap (TMG kap), ktéry wystepuje na koncu 5’ wiekszosci
czgsteczek mMRNA obecnych w organizmach nicieni tj. Caenorhabditis elegans czy
Ascaris suum, dodawany jest do mRNA na drodze trans-splicingu wraz z 22-
nukleotydowym odcinkiem liderowym SL (tzw. spliced leader) o zakonserwowanej
sekwencji nukleotydowej. Jak pokazano w pracach [D6], [D13], [D17], odcinek SL w
zdecydowany sposob podnosi wydajnos¢ translacji in vitro oraz in vivo mRNA
zakonczonych TMG kapem (TMG-SL-mRNA), nie majagc praktycznie wptywu na
MmRNA zakonczone MMG kapem. Synergistyczne wspotdziatanie TMG kapu i
odcinka liderowego nazwane zostato ,efektem SL”. Niewykluczone, ze w
organizmach nicieni, oprocz biatek zaadoptowanych do wspotdziatania z mRNA
zakonczonymi TMG kapem (tj. izoformy faktora elF4E C. elegans opisane w pracach
[D1], [D2] , elF4E-3 z A. suum [D6], enzymy DcpS z C. elegans i A. suum [D5])
obecne sg rowniez biatka posredniczgce w synergistycznym dziataniu TMG kapu i
odcinka liderowego. Narzedziem, ktore umozliwitoby poszukiwanie takich biatek,
bytoby ztoze do chromatografii powinowactwa posiadajgce jako ligand 22-
nukleotydowy odcinek SL zakohczony TMG kapem. Postanowitam do tego celu
wykorzysta¢ handlowy oligonukleotyd z dotgczong na kohncu 3’ biotyng, ktorej
obecnos¢ umozliwi immobilizacje analogu na powierzchni funkcjonalizowanej
streptawidyng (Rys. 4). Taki oligonukleotyd bedzie mozna wykorzystaCc rowniez w
innych badaniach, np. nad oddziatywaniem z izoformami biatka elF4E metodg SPR.

Synteza oligonukleotydéw posiadajgcych na koncu 5 strukture kapu od lat
stwarza problemy chemikom i do tej pory brak jest uniwersalnej, wydajnej metody
uzyskiwania takich zwigzkéw. Pomimo doniesien o syntezie oligonukleotydow
zakonczonych kapem z wykorzystaniem reakcji kapowania w fazie statej lub
sprzegania w roztworze, dotyczg one przede wszystkim analogdbw MMG kapu,
czasem wrecz O uproszczonej strukturze (mostek 5’,5’-difosforanowy w miejsce,
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mniej trwatego, trifosforanowego). Co wiecej, uzywane byty krétkie oligonukleotydy
(maksymalnie do kilkunastu nukleotydéw), a w przypadku syntezy dtuzszych
odcinkéw nie prezentowano oczyszczania finalnych produktow, co jest kluczowe w
przypadku ich zastosowania do dalszych badan. Z racji na niewielkie roznice
wiasciwosci fizykochemicznych oligonukleotydéw bez i z kapem, ich rozdziat i
oczyszczenie jest niebanalnym problemem. Postawiony cel otrzymania
oligonukleotyddéw o dtugosci 22 zasad posiadajgcych na koncu 5’ strukture MMG jak
réwniez TMG kapu, stanowit wiec nie lada wyzwanie. Przeprowadzone badania
opisane w pracy [H6] polegaty na doborze odpowiedniej metody sprzegania w
roztworze i optymalizacji jej warunkow co zaowocowato znacznym uproszczeniem
procedury wydzielenia produktéw z mieszanin reakcyjnych. Opracowane zostaty
rowniez  warunki oczyszczania finalnych  produktow z  wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii w uktadzie faz odwrdconych z tworzeniem par
jonowych (IP-RP HPLC). Oproécz oligonukleotydéw posiadajgcych na koncu 3’
biotyne a na koncu 5 odpowiednie kapy (m’GpppG, ms;>*'GpppG oraz GpppG)
uzyskatam réwniez serie trzech zwigzkéw opartych na 22-nukleotydowym tancuchu
bez biotyny do badan strukturalnych kap-SL oraz jego kompleksu z biatkiem elF4E
(Rys. 4). Badania takie wymagajg miligramowych ilosci odpowiednich
oligonukleotyddéw zakonczonych kapem, ktérych nie mozna uzyska¢ na drodze np.
transkrypciji in vitro.

0
+ N NH
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=
R)\N N (ID ﬁ ﬁ N N NH2
0—P—0—P—0—P—0
o~ (l)‘ o- o
HO\OIOH
O OH
R = NH, | -
R = N(CHy), 0=P—0

SL: GGUUUAAUUACCCAAGUUUGAG SL lub mutant SL+/- Biotina

mutant SL: GACUUAAUUACCCAAGUUUGAG

Rys. 4 Odcinki liderowe (SL) RNA zakonczone MMG i TMG kapem

Z przeprowadzonych badan nad rolg odcinka SL wynika, ze do wydajnej
translacji mMRNA zakonczonych TMG kapem konieczna jest obecnos$¢ konkretnej
sekwencji nukleotydéw oraz prawdopodobnie elementu strukturalnego w postaci
niewielkiej petli w bezposrednim sgsiedztwie struktury kapu [D17]. W celu
potwierdzenia tworzenia petli w odcinku SL i jej roli, kluczowe stato sie uzyskanie
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réowniez oligonukleotyddéw zakonczonych odpowiednimi kapami z wprowadzonymi
mutacjami, zaburzajgcymi tworzenie potencjalnej petli. Synteza serii szesciu
zwigzkow zawierajgcych oligonukleotyd o sekwencji z dwoma zmienionymi
zasadami, posiadajgcych odpowiednie kapy (m’GpppG, ms**’'GpppG oraz GpppG),
zakonczone lub nie 3’ biotyng (Rys. 4), okazata sie znacznie trudniejsza. Zmiana
tylko dwoch zasad w 22-nukleotydowym tancuchu spowodowata znaczny spadek
wydajnosci reakcji sprzegania, jak tez duze ktopoty z ich oczyszczeniem. W pracy
zostaty przedyskutowane prawdopodobne przyczyny takiej sytuacji.

Podsumowujac, uzyskatam dwanascie nowych zwigzkow,
oligonukleotydowych analogébw MMG i TMG kapu, po raz pierwszy o tak dtugim
tancuchu. Stanowig one kluczowe narzedzia do badan réoznymi metodami (SPR,
wygaszanie fluorescenciji, ITC, NMR, krystalografia, eksperymenty typu ,pull down”)
nad wyjasnieniem mechanizmu translacji mRNA zakohczonych TMG kapem w
organizmach nicieni i poszukiwaniem nieznanych biatek zaangazowanych w
oddziatywanie z tymi RNA. Eksperymenty te sg prowadzone aktualnie w laboratorium
dr Richarda Davisa (University of Colorado School of Medicine, USA).

Jeden z uzyskanych zwigzkow (TMG-SL) zostat wykorzystany wraz z innymi
zsyntetyzowanymi przeze mnie analogami (ms>*'GTP, ms>*'GpppG) do badan
oddziatywania tych struktur z biatkiem elF4E-3 z A. suum technikg NMR, a wyniki
tych badan zostaty opisane w pracy [H5]. Poréwnanie widm trzech kompleksow
sugeruje, ze odcinek SL oddziatuje z biatkiem elF4E-3, a wigzanie TMG-SL moze
mie¢ wptyw na strukture i oddziatywania wewnatrz kieszeni wigzgcej biatka, co z
kolei moze indukowa¢ dalsze zmiany konformacyjne biatka konieczne do jego
wspétdziatania z pozostatymi faktorami podczas inicjacji translacji. W pracy tej
dotyczgcej badan nad oddziatywaniem biatka elF4E-3 z TMG kapem prowadzonych
w ramach wspotpracy z dr Richardem Davisem, zaprezentowano rowniez: 1) wyniki
iloSciowe dotyczgce oddziatywania biatka z réznymi analogami kapu uzyskane
przeze mnie metodg wygaszania fluorescencji biatka w wyniku miareczkowania
analogami kapu (we wspotpracy z dr Anng Niedzwieckg ze Srodowiskowego
Laboratorium Fizyki Biologicznej, Instytut Fizyki PAN, ktéra opracowata te¢ metode)
oraz metodg izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego z uzyciem
przygotowanych przeze mnie odpowiednich analogéw kapéw (m.in. ms*?'GTP,
ms>%*’GpppG), 2) poréwnanie powinowactwa biatek elF4E-3 z A. suum i ludzkiego
elF4E w oparciu o chromatografie powinowactwa z uzyciem otrzymanych przeze
m’GTP- i ms®*'GTP-Sefarozy oraz 3) pierwsza strukture krystalograficzng biatka
elF4E w kompleksie z analogiem mononukleotydowym TMG kapu (ms>?'GTP).

W celu weryfikacji wczes$niej stawianej hipotezy [D1], ze zawada steryczng zwigzana
z obecnoscig dwéch grup metylowych w obrebie egzocyklicznej grupy aminowej
pierwszej guanozyny w TMG kapie (ms**'GpppG) odpowiada za zredukowane
powinowactwo faktora elF4E wyzszych eukariotdbw do tej struktury, zostat
zsyntetyzowany, wedtug metodologii przedstawionej w pracy [H8], analog
posiadajagcy w pozycji N? duzy podstawnik benzylowy (bzI’m’GMP). Zostat on
wykorzystany do okreslenia powinowactwa obu biatek (elF4E-3 z A. suum i ludzkiego
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elF4E) metodg ITC oraz jako kompetycyjny inhibitor translacji in vitro w uktadzie
bezkomorkowym z A. suum i w lizacie retikulocytow kréliczych [H5]. Badania te
ujawnity, ze oba biatka wykazujg 10-krotny wzrost powinowactwa do analogu
bzI’m’GMP w poréwnaniu do m’GMP, co sugeruje ze zawada przestrzenna wokot
egzocyklicznej grupy aminowej nie wyklucza wigzania kapu. Co ciekawe, analog ten
okazat sie skuteczniejszym inhibitorem translacji w ekstrakcie z A. suum niz m’GTP,
ktory silnie hamuje translacje w roznych uktadach translacyjnych.

Kolejnymi narzedziami przygotowanymi z mys$lg o zastosowaniu w badaniach
zmierzajgcych do wyjasnienia molekularnych  mechanizméw regulujgcych
metabolizm mRNA zakonczonych MMG i TMG kapem s3g dinukleotydowe analogi
m’GpppG, ms>*'GpppG znakowane izotopami *C i *C [H7]. Analogi takie beda
niezwykle uzyteczne w badaniach oddziatywania obu kapow z biatkami (m.in. izoform
biatka elF4E wykazujgcych podwdjng specyficznos¢) metodg NMR, do
monitorowania przebiegu chemicznych i enzymatycznych reakcji z udziatem kapu
oraz do uzyskiwania metodg transkrypc;ji in vitro RNA posiadajgcych w obrebie kapu
radioizotop. Opracowana zostata metoda specyficznego znakowania izotopem *C
trimetyloguanozyno kapu w obrebie trzech grup metylowych guanozyny oraz
izotopem 'C w grupie N7-metylowej TMG kapu. W przypadku monometylo-
guanozyno kapu znakowanie oboma izotopami wegla obejmowato grupe metylowg w
pozycji N7. Opracowane metody znakowania uwzgledniajg konieczno$é
minimalizowania ilosci etapow syntezy z uzyciem radioaktywnych zwigzkéow oraz
optymalizacje poszczegdllnych etapéw syntezy z uzyciem kosztownych znakowanych
reagentéw (jodek metylu znakowany *°C i *C). W pracy [H7] pokazano ponadto
zastosowanie otrzymanych analogéw znakowanych izotopem **C do monitorowania
reakcji enzymatycznej degradacji kapu.

Wyniki badan z uzyciem analogu bzI’m’GMP [H5] pokazujgce, ze
wprowadzenie podstawnika w pozycje N? 7-metylo GMP prowadzi do znacznego
wzrostu witasciwosci inhibitorowych, przewyzszajacego dziatanie m'GTP, w
bezkomodrkowym ekstrakcie z A. suum, staty sie punktem wyjscia do poszukiwania
kolejnych inhibitorow translacji. Pasozytnicze nicienie stanowig powazny problem
zdrowotny i ekonomiczny (Swiatowa Organizacja Zdrowia WHO ocenia, ze
zainfekowanych jest nimi okoto 3 miliardy ludzi, w tym przez glisty Ascaris okoto
miliarda) i jednoczesnie obserwowane jest coraz wieksze uodpornienie na stosowane
do tej pory leki. ldea poszukiwania nowych rozwigzan w terapii wydaje sie wiec w
petni uzasadniona. Takg szanse mogtyby stanowi¢ inhibitory translacji w postaci
analogéw kapu, biorgc pod uwage, ze réznica w strukturze kapéw wystepujgcych w
MRNA cziowieka i nicieni stwarza mozliwos¢ na selektywne hamowanie ekspresji
genow tylko u pasozyta.

Analogi kapu z modyfikacjami w obrebie egzocyklicznej grupy aminowe;j
guanozyny nie byty do tej pory intensywnie eksplorowane w zwigzku z trudnosciami
syntetycznymi w uzyskiwaniu tego typu zwigzkéw. Przez lata N-monometylo- i
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N? N2-dimetyloguanoza byty otrzymywane zmodyfikowang i dopracowang przeze
mnie metodg Yamazaki. Niestety metoda ta nie mogta by¢ dalej stosowana,
poniewaz przestat by¢ dostepny handlowy substrat wyjsciowy tzw. AICA rybozyd (5-
amino-1-B-D-rybofuranozylo-4-imidazokarboksyamid). Ktopoty z otrzymywaniem
N2 N-dimetyloguanozy zmusity mnie do poszukiwania alternatywnej drogi
otrzymywania tego, kluczowego z punktu widzenia syntezy analogdbw TMG kapu,
zwigzku. W literaturze opisanych jest kilka metod syntezy mono- i
dimetyloguanozyny, jednak w wiekszosci sg to metody wieloetapowe, Zzmudne i
czasochfonne, prowadzgce do uzyskania pozgdanych produktow z niewielkimi
koncowymi wydajnosciami rzedu kilku, maksimum kilkunastu procent. Biorgc pod
uwage, ze oba zwigzki, w przypadku badan zwigzanych ze strukturg i funkcjg kapu,
nie sg bezposrednio obiektami badan, a stanowig jedynie substraty wyjsciowe do
kolejnych etapdw syntezy réznych analogéw, istniejgce metody w swojej oryginalnej
formie byly mato przydatne. Z racji na mozliwo$¢ wprowadzenia w pozycje N? innych
podstawnikéw poza metylowymi, wybratam metode opierajgcg sie na diazowaniu
uprzednio zabezpieczonej guanozyny (w postaci 2’,3’,5-tri-O-acetylo-O°-[2-(4-
nitrofenylo)etylo] guanozyny), nastepnie wprowadzeniu fluoru i w koncu substytuciji
nukleofilowej z uzyciem odpowiedniej aminy. Metoda ta wymagata wprowadzenia
licznych modyfikacji, poniewaz jak sie okazato, prowadzita do uzyskania finalnego
produktu ze skrajnie niskg wydajnoscig. Intensywne badania dotyczace przede
wszystkim izolacji i oczyszczania produktu reakcji Mitsunobu (wprowadzenie
zabezpieczenia w pozycje O6 guanozyny), reakcji diazowania i fluorowania przy
uzyciu réznych odczynnikdw i sposobu skutecznego usuwania grup ochronnych oraz
oczyszczania finalnego produktu, opisane w pracy [H8], doprowadzity do
opracowania metody umozliwiajgcej otrzymywanie N? N?-dimetyloguanozy z wysoka
wydajnoscig (rzedu 70% w stosunku do wyjsciowej guanozyny) przy jednoczesnym
skroceniu i znacznym uproszczeniu procedury.
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Rys. 5 Mononukleotydowe N-pochodne trimetyloguanozyno kapu

Miato to fundamentalne znaczenie dla syntezy analogow TMG kapu (m.in.
ms>*’GTP, ms**’GpppG) kluczowych dla badan opisanych w tej czesci autoreferatu
oraz dalej w pkt. 6.



Opracowana metoda syntezy zostata wykorzystana do uzyskania serii
czternastu nowych analogéw m’GMP posiadajgcych w pozycji N? jeden lub dwa
podstawniki (Rys. 5), roznigce sie charakterem (alifatyczne, aromatyczne, cykliczne),
stopniem rozgatezienia tancucha, gestoscig elektronowg pierscienia aromatycznego
(obecnos¢ roéznych podstawnikéw w pierscieniu benzenowym) [H8]. Zwigzki te
zostaty przebadane pod katem hamowania translacji w bezkomoérkowym ekstrakcie z
A. suum. Wszystkie analogi bedace N-monopodstawionymi pochodnymi m’GMP
okazaly sie skutecznymi inhibitorami o ICso zblizonym do m’GTP. Jeden z nich, N*
(4-metoksy)benzylo-7-metyloguanozyno-5’-monofosforan, charakteryzowat  sie
najskuteczniejszym, bo 7-krotnie silniejszym niz m’GTP, dziataniem. Uzyskane
wyniki sg zachecajgce, zwlaszcza biorgc pod uwage fakt obecnosci w badanych
zwigzkach tylko jednego fosforanu, co w przypadku uktadéw translacyjnych
odnoszgcych sie do innych organizmdw, nie jest wystarczajgce do osiggniecia
istotnego poziomu inhibicji, a co jest bardzo korzystne z punktu transportu analogu
przez btone komoérkowg (mniejszy tadunek ujemny).

Opracowanie metody wydajnego otrzymywania pochodnych N? guanozyny
umozliwito tez zaprojektowanie i przygotowanie serii mono- i dinukleotydowych
analogow do badan enzymdw uczestniczagcych w powstawaniu TMG kapu, guanino-
N2 metylotransferaz (w skrécie Tgs, ang. trimethylguanosine synthase) [H2].
Wstepne badania przeprowadzone przez zespét prof. Stewarda Shumana (Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center, Nowy Jork) dotyczgce nowoodkrytych enzyméw Tgs:
ludzkiego, drozdzowego, wirusowego (mimiwirus) oraz pierwotniaka lamblii,
wskazywaty, ze tworzg one dwie osobne funkcjonalne klasy w zaleznosci od
finalnego produktu reakcji (N2 7-dimetylo lub N? N? 7-trimetyloguanozyno kap). W
celu scharakteryzowania specyficznosci substratowej a przez to lepszego
zrozumienia dziatania enzymoéw Tgs, konieczne byto zbadanie osobno pierwsze;j i
drugiej reakcji metylacji w obrebie egzocyklicznej grupy aminowej. Umozliwity to
odpowiednio zaprojektowane analogi kapu (5-mono-, di- i trifosforany oraz
dinukleotydy z mostkiem tri- oraz tetrafosforanowym) posiadajgce jedng (w pozycji 7
lub N?), dwie (W pozycji N7 i N?) lub trzy (W pozycji N7, N i N?) grupy metylowe. W
przypadku analogow dinukleotydowych przygotowatam réwniez takie réznigce sie
drugg zasadg. Wyniki badan z uzyciem otrzymanych analogéw wykazaty, ze ludzki
enzym Tgs przeprowadza kolejno dwie odrebne reakcje metylacji, zas pozostate
badane enzymy sg zdolne tylko do przeprowadzenia pierwszej reakcji metylacji.
Okres$lono rowniez wptyw liczby fosforandw, podstawnika w pozycji 7 (brak, metyl,
etyl lub benzyl) oraz drugiej zasady (G, A, C, 2’-deoxyG, 2’-O-metyloG), na
aktywnos¢ enzyméw. Stwierdzono, ze najbardziej kluczowym i koniecznym
warunkiem aktywnosci metylotransferazowej jest obecnos¢ podstawnika w pozyciji 7.
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Podsumowanie

Najwazniejszymi osiggnieciami wynikajgcymi z badan opisanych w
jednotematycznym cyklu publikacji jest zaprojektowanie, opracowanie metod syntezy
I otrzymanie szeregu nowych klas zwigzkow nukleotydowych takich jak:

e dinukleotydowe analogi kapu funkcjonalizowane w obrebie cukru drugiej
zasady lewulinianem umozliwiajacym przytgczenie roznych markeréw, sond
czy linkerbw w miejscu najmniej zaangazowanym w oddziatywanie z
biatkiem. Zaproponowany sposéb funkcjonalizacji jest uniwersalny i moze
by¢ wykorzystany do otrzymywania wielu innych analogéw kapu, tak mono-,
di- jak i oligonukleotydowych [H3],

e ziloza do chromatografii powinowactwa oparte o analogi dinukleotydowe
mono- i trimetyloguanozyno kapu, w tym rowniez takie o zwiekszonej
odpornosci na hydrolize enzymami degradujgcymi kap [H4],

e oligonukleotydy o dtugosci 22 zasad z dotgczonym na koncu 5 mono- lub
trimetyloguanozynokapem [H6],

e dinukleotydowe analogi mono- i trimetyloguanozyno kapu znakowane
izotopami 3C i **C [H7],

e mononukleotydowe analogi trimetyloguanozyno kapu posiadajgce w pozycji
N? jeden lub dwa podstawniki o réznym charakterze [H8].

Ponadto opracowana metoda wydajnego otrzymywania pochodnych N? guanozyny
[H8] umozliwita zaprojektowanie i uzyskanie serii dinukleotydowych analogéw
trimetyloguanozyno kapu, posiadajgcych jedng, dwie lub trzy grupy metylowe w
réznych kombinacjach (pozycja N? i N7) [H2] oraz synteze wszystkich zwigzkdw
wymienionych powyzej, w ktérych wystepuje N N?,7-trimetyloguanozyna.

Otrzymane zwigzki stanowig niezastgpione narzedzia do badan biatek
wigzgcych kap, w tym przede wszystkim izoform faktora elF4E o tzw. podwdjnej
specyficznosci oraz mechanizmow réznych proceséw z ich udziatem. Nalezy tu
wymieni¢ przede wszystkim mozliwos¢ analizy oddziatywan biatko-kap lub biatko-
kapowane RNA roznymi technikami biofizycznymi takimi jak: powierzchniowy
rezonans plazmonowy, wygaszanie fluorescencji, spektroskopia elektronowego
rezonansu paramagnetycznego czy spektroskopia rezonansu magnetycznego.
Innymi istotnymi aspektami zastosowania uzyskanych zwigzkow jest mozliwosc
poszukiwania nowych biatek rozpoznajgcych MMG lub TMG kap, monitorowanie
przebiegu chemicznych i enzymatycznych reakcji z udziatem kapu lub wykorzystanie
ich w technikach biologii molekularnej lub biochemii (np. ,pull down”, hamowanie
translacji in vitro, synteza in vitro transkryptéw RNA).

Do najwazniejszych rezultatow dotychczas przeprowadzonych badan z uzyciem
zsyntetyzowanych zwigzkéw nalezy:
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e poznanie kinetyki wigzania kapu przez jadrowy kompleksu CBC i
zaproponowanie modelu wigzania mRNA zakonczonego MMG kapem przez
CBC [H1],

e okreslenie istotnej roli odcinka liderowego SL i TMG kapu w oddziatywaniu z
biatkiem o podwojnej specyficznosci elF4E-3 z A. suum [H5],

e wyznaczenie struktury krystalograficznej elF4E-3 w kompleksie z
trimetyloguanozyno kapem, ilosciowe scharakteryzowanie tego
oddziatywania oraz uzyskanie nowych danych dotyczgcych wptywu zawady
przestrzennej w pozycji N? na wigzanie TMG kapu przez biatko [H5],

e ustalenie, ze wszystkie zwigzki bedace N?-monopodstawionymi pochodnymi
m’GMP s3 skutecznymi inhibitorami translacji w pasozytniczym nicieniu A.
suum, a jeden ze zwigzkow wykazuje nawet siedmiokrotnie silniejsze
witasciwosci niz m’GTP [H8],

e wykazanie zréznicowanej specyficznosci  substratowej guanino-N2
metylotransferaz z r6znych organizméw [H2].

Rezultaty te przyblizajg nas do poznania adaptacji biatek elF4E nicieni do
wspotdziatania z czgsteczkami mMRNA zakonczonymi MMG lub TMG kapem podczas
inicjacji translacji, mechanizmu enzymatycznego powstawania TMG kapu a takze
wigzania kapu przez biatko CBC. Uzyskane wyniki stwarzajg réwniez szanse na
wykorzystanie tej wiedzy w celach terapeutycznych (m.in. leki przeciwpasozytnicze).
Nalezy podkresli¢, ze opisane analogi konca 5 mRNA, chociaz zaprojektowane i
zsyntetyzowane z my$lg o konkretnych zastosowaniach, majg charakter uniwersalny
i mogg zosta¢ wykorzystane w innych badaniach nad mechanizmami procesow
ekspresji gendéw w organizmach eukariotycznych.

6. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH

(numery prac z literg D odnoszg sie do spisu publikacji na str. 25,
stanowigcych dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora, za$ literg M —
do prac stanowigcych dorobek przed uzyskaniem stopnia doktora na str. 27)

Moje gtébwne zainteresowania naukowe zwigzane sg ze strukturg konca 5’
transkryptow polimerazy Il i rolg jakg odgrywa kap w réznych procesach ekspresiji
genow. Poza gtdwnym nurtem, opisanym w poprzednim punkcie, koncentrujgcym sie
na projektowaniu i opracowywaniu metod syntezy nowych zwigzkow
nukleotydowych, istotng cze$¢ mojej dziatalnosci naukowej stanowig
interdyscyplinarne badania we wspotpracy z osrodkami zaréwno krajowymi jak i
zagranicznymi, zapoczatkowane w Polsce i inspirowane przez prof. dr hab. Edwarda
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Darzynkiewicza (Zaktad Biofizyki, Wydziat Fizyki, Uniwersytet Warszawski). Opierajg
sie one na $cistym wspétdziataniu chemikow, biofizykdéw i biologow molekularnych,
co w moim przypadku zaowocowato nie tylko rozwojem warsztatu w zakresie
syntezy analogéw kapu, ale réwniez nabyciem doswiadczenia pozachemicznego.

W poczatkowym okresie moja aktywno$¢é naukowa skoncentrowana byta na
syntezie stosunkowo prostych mono- i dinukleotydowych analogéw kapu,
posiadajgcych okreslone modyfikacie w poszczegdlnych miejscach struktury.
Powstaty wtedy analogi mononukleotydowe réznigce sie iloscig grup fosforanowych,
podstawnikiem w pozycji N7 guaniny i iloscig grup metylowych w obrebie zasady
[M1], [M2]. Otrzymatam rowniez analogi dinukleotydowe réznigce sie modyfikacjami
pierwszej zasady, iloscig fosforanow w mostku 5,5’ oraz drugg zasadg [M4], [M7].
Zwigzki te zostaty poddane wyczerpujgcej charakterystyce fizykochemicznej, poprzez
okreslenie m.in. ich dynamicznych réwnowag konformacyjnych [M1], [M4], [M7],
[M11] oraz wiasciwosci spektralnych w zakresie widm absorpcji (UV) i emisji
(fluorescenciji) [M5], [M7]. Analogi te byly réwniez obiektami badan biofizycznych
dotyczacych miedzy- i wewngtrzczgsteczkowych oddziatywan warstwowych miedzy
zasadami kapu i pierscieniem indolowym tryptofanu w centrum aktywnym elF4E
[M6], [M8], [M11], [M14], [M16], prowadzonych w grupie prof. dr hab. Ryszarda
Stolarskiego (Zaktad Biofizyki, Wydziat Fizyki Uniwersytet Warszawski) oraz prof. dr
hab. Zbigniewa Wieczorka (Katedra Fizyki i Biofizyki, Wydziat Nauki o Zywnosci,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski).

Zsyntetyzowane analogi kapu zostaly takze wykorzystane w badaniach
biologicznych [M3], [M9], [M13], [M15], [M17], z ktérych przywotam tylko te, w ktérych
moj udziat byt znaczny. Zmodyfikowane analogi kapu zostaty uzyte do okreslenia ich
zdolnosci do hamowania inicjacji translacji w systemie in vitro z retikulocytéw
kréliczych. Badania te zostaty zrealizowane we wspdtpracy z zespotem prof. Roberta
Rhoadsa z Louisiana State University Health Science Center w Shreveport, USA,
gdzie zostaty przeprowadzone, w znacznej czesci przeze mnie, w trakcie stazu
naukowego. W oparciu o uzyskane dane zweryfikowano wczesniejsze ustalenia oraz
okreslono dalsze korelacje miedzy strukturg kapu a jego aktywnoscig w procesie
inicjacji translacji [M15]. Praca opisujgca powyzsze badania pozostaje do dzis
najbardziej wyczerpujgcg jesli chodzi o katalog przebadanych zwigzkdw.

Drugim zagadnieniem syntetycznym, ktoremu poswiecitam czas w swojej
dziatalnosci naukowej byto tworzenie ztéz do chromatografii powinowactwa opartych
o mononukleotydowe analogi kapu, przytgczone w sposob analogiczny jak w
powszechnie stosowanym ztozu handlowym, m’GTP-Sefarozie 4B (dotaczony P3-4-
aminofenylo-P!-7-metyloguanozyno- 5'-trifosforan, w skrécie okreslony jako ester p-
aminofenylowy m’GTP). Zmodyfikowana metoda zapewniajgca kontrolowanie
stopnia podstawienia no$nika ligandem umozliwita otrzymanie m.in. m’GTP-Sefarozy
[M2]. Ztoze to okazato sie bardziej skuteczne i wydajne w izolowaniu elF4E niz zloze
handlowe i w zwigzku z tym byto chetnie wykorzystywane do izolacji i oczyszczania
biatek wigzacych kap (np. [M3]). Zsyntetyzowatam réwniez ms**’GTP-Sefaroze [M2]
umozliwiajgcg poszukiwanie potencjalnego biatka wigzgcego trimetyloguanozyno kap
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w organizmach nicieni. Jak juz wspomniatam w pkt. 5.3 taka hipermetylowang postaé
kapu wystepuje na koncu 5’ wiekszosci czgsteczek mRNA nicieni tj . Caernohabditis
elegans czy Ascaris suum. Z badan nad biatkiem wigzgcym regularny MMG kap,
faktorem elF4E, wynikato, Zze jest ono niezdolne do rozpoznawania i wigzania TMG
kapu, co z kolei sugerowato, ze by¢ moze w organizmach nicieni istnieje odmienne
biatko wigzgce jego hipermetylowang forme. Badania nad poszukiwaniem takich
biatek zostaty podjete we wspodtpracy z prof. Robertem Rhoadsem (Louisiana State
University Health Science Center, Shreveport, USA) i przeprowadzone zostaty w
trakcie moich stazy w jego laboratorium. Doprowadzity one do wyizolowania i
jednoczesnie otrzymania drogg nadekspresji pieciu izoform biatka elF4E i dokonania
wstepnej oceny ich powinowactwa do obu wystepujgcych w mRNA nicieni struktur
kapu (MMG i TMG kapu) [M12], [M18]. Rezultaty badan wykazaty, ze wszystkie
izoformy, nazwane IFE-1, IFE-2 itd, rozpoznajg MMG kap, a trzy sposréd nich (IFE-1,
IFE-2 i IFE-5) rozpoznajg i wigzg rowniez TMG kap. Nalezy podkreslic, ze byt to
pierwszy opisany przypadek wystepowania biatek elF4E wykazujgcych
powinowactwo do trimetyloguanozyno kapu.

Wykrycie w nicieniach Caenorhabditis elegans pierwszych biatek elF4E
rozpoznajgcych obok MMG kapu takze TMG kap oraz stwierdzenie ich
zroznicowanej specyficznosci wobec obu struktur, skierowato moje zainteresowania
w dalszej dziatalnosci naukowej po uzyskaniu stopnia doktora, na badania
zmierzajgce do wyjasdnienia fenomenu biatek o tzw. podwdjnej specyficznosci i
synteze zwigzkéw dedykowanych tym badaniom.

Pierwsze, podjete we wspoipracy z zespotem prof. Roberta Rhoadsa,
badania dotyczyly podstaw strukturalnych réznic w wigzaniu obu kapow przez biatka
IFE C. elegans. Poréwnanie sekwencji dwoch biatek: biatka IFE-3 (rozpoznaje
wytgcznie MMG kap) oraz IFE-5 (rozpoznaje MMG i TMG kap) oraz modelowanie
homologiczne pozwolito na wytypowanie sekwencji moggcych odgrywac role w
rozpoznawaniu TMG kapu [D1]. Odpowiednie mutanty biatka (wprowadzone zmiany
sekwencji aminokwasowej majgce potencjalnie doprowadzi¢ do uzyskania biatka
wykazujgcego specyficzno$¢ tylko wobec MMG kapu) przetestowano pod katem
rozpoznawania struktury MMG i TMG kapu. W oparciu o uzyskane rezultaty
przedstawiliSsmy model mogacy wyjasni¢ przyczyne zréznicowanej specyficznosci
izoform. Zaktadat on istnienie zawady sterycznej w kieszeni wigzacej izoformy IFE-3
utrudniajgcej dostep ms**'GTP (wynikajacej z wezszej i plytszej kieszeni wigzacej
biatka IFE-3 niz w IFE-5) oraz wystepowanie w obu biatkach czynnika warunkujgcego
skuteczniejsze wigzanie m’GTP niz ms*?'GTP (utworzenie wigzania wodorowego z
egzocykliczng grupg aminowg guanozyny).

W celu opisu ilosciowego powinowactwa izoform biatka elF4E z C. elegans do
MMG i TMG kapu podjetam wspétprace z biofizykami pod kierownictwem prof. dr
hab. Ryszarda Stolarskiego (Zaktad Biofizyki, Wydziat Fizyki, Uniwersytet
Warszawski) oraz prof. dr hab. Zbigniewa Wieczorka (Katedra Fizyki i Biofizyki,
Wydziat Nauki o Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski). Wybralismy trzy
izoformy (IFE-3, -4, -5), jako reprezentantéw trzech klas, na ktdére mozna podzieli¢
izoformy biatka elF4E w C. elegans, biorgc pod uwage strukture pierwszorzedows,
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specyficznos¢ wigzania struktur kapu oraz niezbednos¢ poszczegolnych izoform do
przezycia nicieni. Biatka te staly sie przedmiotem badahn metodami
spektroskopowymi oraz modelowania homologicznego w oparciu o strukture biatka
mysiego elF4E w kompleksie z m’GDP [D2]. Wyznaczone metodg wygaszania
fluorescencji biatka podczas miareczkowania analogami MMG i TMG kapu, state
asocjacji biatko-kap, potwierdzity jakosciowe dane dotyczace specyficznosci izoform
wzgledem obu kapdéw uzyskane metodg chromatografii powinowactwa.

Warto zaznaczyé, ze wykrycie izoform biatka elF4E w nicieniach
posiadajgcych zréznicowang specyficznos¢ wobec struktur kapu zapoczatkowato
poszukiwania podobnych biatek w innych organizmach. Przyktadem mogg by¢
badania dotyczgce Leishmanii, pasozytniczego pierwotniaka z grupy wiciowcow
odpowiedzialnego za przenoszenie groznych chorob tzw. leiszmanioz, w ktérych
wykryto i scharakteryzowano biatko IF4E-1 [D7].

Do wszystkich opisanych badan kluczowymi narzedziami byty ztoza do
chromatografii powinowactwa z dotagczonymi mononukleotydami: m’GTP i
ms>*'GTP. Warto podkresli¢, ze zloza te wykazujg bardzo ograniczong trwatosé¢
(nawet podczas przechowywania w 4°C), w zwigzku z czym syntetyzowatam je na
biezgco, kazdorazowo, gdy byly potrzebne do badan.

Substratem do syntezy analogdw TMG kapu, w tym rowniez ligandow do zt6z
powinowactwa, jest N? N2-dimetyloguanozyna. Opracowywana metoda syntezy
mono- | dimetyloguanozyny, opisana w poprzednim punkcie autoreferatu [H8],
umozliwita przygotowanie szeregu analogéw MMG i TMG kapu (m.in. m;*’Guo,
ms>*'Guo, m;*'GMP, et?m’GMP, mz**'GMP, m,*’GDP, m;**'GDP, m,*'GTP,
ms>2'GTP,  my>'GpppG, ms>*'GpppG/A, m.>'GppppG,  ms>>'GppppG,
m?bz’GppppG), kluczowych z punktu widzenia réznych badan biofizycznych i
biochemicznych, z ktérych wymienie najwazniejsze:

m seria modyfikowanych strukturalnie mono- i dinukleotydowych analogéw kapu
zostata wykorzystana do wyznaczenia statych asocjacji z mysim faktorem elF4E
opracowang przez biofizykdw z Zaktadu Biofizyki, Wydziat Fizyki, Uniwersytet
Warszawski (dr Anna Niedzwiecka i prof. dr hab. Ryszard Stolarski) metodg
synchronizowanego w czasie miareczkowania fluorescencyjnego biatka analogami
kapu [D3]. Uzyskane state K,s umozliwity okreslenie wptywu poszczegdinych
elementéw strukturalnych kapu na powinowactwo do biatka elF4E. Umozliwity
rébwniez oszacowanie, w oparciu o znang strukture krystalograficzna elF4E-
m’GDP, wktadéw do energii swobodnej Gibbsa ze strony réznych oddziatywan
niekowalencyjnych pomiedzy poszczegdolnymi elementami strukturalnymi kapu a
biatkiem i zaproponowanie dwustopniowego modelu wigzania kapu przez biatko.

m podobne badania w roztworze zostaty przeprowadzone dla ludzkiego jgdrowego
kompleksu wigzgcego kap (CBC, ang. cap-binding complex) [D9]. Wyznaczone
state asocjacji CBC z serig zmodyfikowanych strukturalnie analogéw kapu ujawnity
zdecydowane roznice miedzy biatkami elF4E i CBC. Uzyskane dane pozwolity
potwierdzi€C oraz uszczegdtowi¢c model wigzania CBC-kap zaproponowany w
oparciu o dane krystalograficzne.
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m analogi kapu: nukleozydowe, mono- di- i trifosforanowe oraz dinukleotydowe,
zostaty wykorzystane do systematycznych badan nad kinetyka rozpadu
pierscienia imidazolowego 7-metyloguanozyny w srodowisku alkalicznym [D12],
co umozliwito okreslenie wptywu poszczegolnych elementow strukturalnych na
szybko$¢ rozpadu.

m dinukleotydowe analogi kapu zostaty przebadane we wspétpracy z prof. Robertem
Rhoadsem pod katem zastosowania do syntezy in vitro kapowanych transkryptéw
MRNA charakteryzujgcych sie wysokg wydajnoscig translacji [D4]. Transkrypty
takie sg szeroko stosowane w badaniach nad mechanizmami translacji, splicingu
czy transportu RNA w komérce. Dla wszystkich analogéw (stosujgc m’GpppG jako
zwigzek odniesienia) okreslono: powinowactwo do czynnika inicjujgcego translacje
elF4E, zdolnos¢ analogu do hamowania translacji in vitro, wydajnos¢ witgczania
analogobw do transkryptéw podczas in vitro transkrypcji, stopien inkorporacji
analogu do transkryptu w poprawnej orientacji oraz wydajno$¢ translacji in vitro
mRNA z wbudowanymi na koncu 5 poszczegbélnymi analogami kapu.
Zaobserwowano m.in. pozytywny wplyw grupy metylowej w pozycji N?> w
zwigzkach m,>'GpppG, m.>'GppppG, m?bzI'GppppG na wszystkie piec¢
parametréw, przy czym szczegolnie interesujgcy okazat sie ostatni z
wymienionych zwigzkéw, dla ktorego zanotowano jedng z najwyzszych
wyznaczonych dotychczas wydajnosci translacji in vitro mRNA zakonhczonego
kapem przy jednoczesnej bardzo wysokiej wydajnosci kapowania, wbudowywaniu
w wiekszosci poprawnej orientacji i silnym hamowaniu translacji in vitro. Co
rébwniez wazne, z punktu zastosowania analogbw TMG kapu do tworzenia
transkryptow uzytecznych w badaniach nad U snRNA i translacjg mRNA nicieni,
kap ten wbudowywany jest do RNA znacznie wydajniej niz MMG kap i
przewazajgco w poprawnej orientacji.

m dinukleotydowe analogi MMG i TMG kapu wykorzystano jako modelowe substraty
do badania specyficznosci i kinetyki hydrolizy kapu przez enzym dekapujacy DcpS
z C. elegans [ D18].

Istotna cze$¢ mojej dziatalnosci naukowej po uzyskaniu stopnia doktora jest
zwigzana z rozpoczetg w tym okresie wspoétpracg z dr Richardem Davisem
(poczatkowo: Department of Biology, City University of New York, USA, pdzniej:
Department of Biochemistry and Molecular Genetics, University of Colorado School
of Medicine, USA), ktory zajmuje sie badaniem mechanizmow ekspresji gendw w
organizmach nicieni. Ten typ organizmow tkankowych, do ktérych nalezg m.in.
Caenorhabditis elegans i Ascaris suum, charakteryzuje sie wystepowaniem trans-
splicingu jako mechanizmu dojrzewania RNA. W wyniku trans-spliningu znaczna
czes¢ mRNA (50-90%) nabywa na koricu 5’ oligonukleotydowy odcinek, tzw. spliced
leader (SL), a wraz z nim, nietypowy dla mRNA, trimetyloguanozyno kap (TMG kap).
Szerokie spektrum badan prowadzonych przez dr Davisa ma na celu poznanie
funkcjonalnego znaczenia trans-splicingu i adaptacji mechanizmow ekspresji genéw
w odniesieniu do puli mRNA dojrzatych na drodze trans-splicingu, a wiec
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posiadajgcych strukture TMG kapu), ze szczegdlnym uwzglednieniem struktury i
funkciji biatek rozpoznajgcych kap w procesach translacji, transportu, degradacji kapu
itp. Nawigzana wspotpraca opiera sie na potaczeniu doswiadczenia i narzedzi
biochemicznych rozwinietych przez dr Davisa (m.in. technika wprowadzania in vivo
transkryptow do embriondw glisty  Swinskiej, opracowywanie systemu
bezkomérkowego z embrionéw A. suum do badania in vitro translacji, niedostepnego
dla C. elegans) oraz mojego doswiadczenia w zakresie syntezy analogéw kapu
(zwtaszcza kluczowych w kontekscie tych badan analogdbw TMG kapu) i innych
narzedzi chemicznych (np. ztoza powinowactwa).

Najwazniejszymi dokonaniami bazujgcymi na przygotowanych analogach kapu byto:

m wykrycie w ekstrakcie z komorek Ascaris aktywnosci enzymatycznej analogicznej
do wykazywanej przez enzymy degradujgce kap (DcpS i Dcp1/Dcp2) w wyzszych
eukariontach i zbadanie ich specyficznosci w stosunku do obu struktur kapu (MMG
i TMG kapu) [D5]. W oparciu o przygotowany zestaw mono- i dinukleotydowych
analogéw kapu okreslono specyficznos¢ substratowg C. elegans DcpS,
stwierdzajgc ze hydrolizuje on dinukleotydowe analogi MMG jak i TMG kapu.
Niezaleznie scharakteryzowano wigzanie obu analogow wykorzystujgc
przygotowane ztoza do chromatografii powinowactwa: m’GTP- i ms**'GTP-
Sefaroze i poréwnano je z innymi biatkami. Doswiadczenia te potwierdzity, ze
DcpS nicieni, w przeciwienstwie do biatka ludzkiego, rozpoznaje struktury obu
kapow.

m wykorzystanie dinukleotydowych analogéw kapu do przygotowania transkryptow
RNA o réznych sekwencjach, posiadajgcych lub nie odcinek SL i zakohczonych
MMG lub TMG kapem. Dysponowanie takimi transkryptami umozliwito:

= dokonanie charakterystyki opracowanego w zespole dr Davisa bezkomoérkowego

systemu translacyjnego z A. suum (pierwszego i jedynego dla nicieni) [D6].
Wykazano, ze system ten odtwarza wszystkie cechy translacji in vivo w
nicieniach. Posiadanie takiego systemu umozliwito przeprowadzenie wielu badan
(w tym opisanych w kolejnych wspdlnych publikacjach) nad translacjg w
nicieniach A. suum, ktérych nie mozna byto przeprowadzi¢ w przypadku C.
elegans z powodu braku bezkomérkowego systemu translacyjnego.

= przeprowadzenie badan translacji in vivo w A. suum, w ktorych okreslono wptyw
rodzaju kapu, obecnosci odcinka SL, ogona poliadenylowego poly(A) oraz
sekwencji pomiedzy odcinkiem SL i kodonem startu na poziom translacji in vivo
[D13]. Okazato sie, ze chociaz w wiekszosci czasteczek mRNA nicieni obecny
jest na koncu 5 TMG kap, to jego obecnosc¢ (bez odcinka SL) nie wzmacnia
translacji tak bardzo jak to ma miejsce dla MMG kapu. Dopiero synergistyczne
wspétdziatanie TMG i SL powoduje, ze zakonczone TMG kapem mRNA ulegajg
wydajnej translaciji.

= stwierdzenie, ze do wydajnej translacji (badania w systemie bezkomorkowym z
A. suum) mRNA zakohczonych TMG kapem konieczna jest obecnos$é
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specyficznej sekwencji w obrebie odcinka SL [D17]. Badania z uzyciem
kapowanych transkryptow 2z wprowadzonymi mutacjami w okreslonych
miejscach, doprowadzity do zaproponowania, ze sekwencja ta tworzy
drugorzedowg strukture petli, przylegtg do struktury TMG kapu, ktéra wydaje sie
mieC istotne znaczenie dla wydajnej translacji, ale tylko w przypadku mRNA
zakonczonych TMG kapem i tylko w organizmach nicieni.

m wykorzystanie do badania procesu translacji mRNA w nicieniach zt6z do
chromatografii ~ powinowactwa (m'GTP- i m3**'GTP-Sefaroza) oraz
mononukleotydowych analogéw MMG i TMG kapu. Podobnie jak wczesniej w
organizmie C. elegans, udato sie otrzymac¢ rekombinacyjne biatko elF4E
wystepujgce w A. suum [D6], ktére oznaczono symbolem elF4E-3. W oparciu o
chromatografie powinowactwa m’GTP- i ms;**'GTP-Sefarozy i zastosowanie
odpowiednich mononukleotydéw jako inhibitoréw wigzania do zt6z w niezaleznym
eksperymencie stwierdzono, ze biatko elF4E-3 wigze obie struktury kapu, tzn. MMG
i TMG kap. Pokazano réowniez, ze biatko elF4E-3 bierze udziat w translacji obu
typow mRNA (zakonczonych MMG i TMG kapem).

m przeprowadzenie podobnych eksperymentow w przypadku pasozytniczego ptazinca,
przywry Schistosoma mansoni [D16], ktére doprowadzity do wykrycia obecnosci
tylko jednej izoformy o sekwencji bardziej réznigcej sie od ludzkiego biatka elF4E
niz w przypadku poznanych wczes$niej biatek z C. elegans i A. suum. Wykorzystujgc
ztoza do chromatografii powinowactwa stwierdzono, ze biatko wigze struktury tak
MMG jak i TMG kapu. Badania ilosSciowe powinowactwa biatka za pomocg
miareczkowania fluorescencyjnego analogami kapow ujawnito, ze biatko wigze
MMG kap z podobng statg jak inne biatka z wyzszych eukariontéw, natomiast
wigzanie TMG kapu jest ok. 5 razy stabsze. Ponadto przygotowane mono- i
dinukleotydowe  analogi  wykorzystano do: wyznaczenia  parametrow
termodynamicznych oddziatywania biatka z MMG i TMG kapem metodg
izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego (ITC), uzyskania krysztatéw
biatka w kompleksie z MMG kapem co umozliwito wyznaczenie struktury
rentgenograficznej oraz do przygotowania kompleksow biatka elF4E z réznymi
analogami, dla ktérych zarejestrowano i poréwnano widma NMR. Z uzyskanych
danych wynika, ze zdolno$¢ do wigzania obu struktur kapu przez biatko elF4E z S.
mansoni nie jest rezultatem zasadniczych réznic w mechanizmie wigzania, a
prawdopodobnie zwigzana jest z wewnetrzng gietkoscig biatka i zmianami
konformacyjnymi odgrywajgcymi role w wigzaniu TMG kapu.

Poza tematykg zwigzang z rolg struktur konca 5° mRNA w procesach ekspres;ji
genow, w ostatnich latach rozpoczetam wspodtprace z prof. dr hab. Ewg Bulskg
(Pracownia Teoretycznych Podstaw Chemii Analitycznej, Wydziat Chemii
Uniwersytet Warszawski) w zakresie zastosowania nowej metodyki pomiarowej do
identyfikacji potgczen metali z biatkami wchodzgcymi w sktad ptynéw ustrojowych
cztowieka. Metodyka ta obejmuje rozdziat biatek metodg elektroforezy zelowej, a
nastepnie detekcje metalu technikg LA ICP MS (ablacja laserowa potgczona ze
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spektrometria mas ze wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzezonej).
Opracowanie odpowiednich procedur rozdzielania biatek za pomocg elektroforezy
zelowej, bedgce moim udziatem, w celu przeprowadzenia mikroprobkowania zelu w
uktadzie LA ICP MS, przyczynito sie do realizacji dwoch projektdw w ramach prac
doktorskich oraz wchodzi w zakres przygotowywanych aktualnie publikacji. Uzyskane
rezultaty wskazujg na mozliwos¢ zastosowania tej metodyki m.in. do monitorowania
chemioterapii preparatami opartymi o platyne.
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