mRNA to tancuchowa czasteczka, ktéra przenosi informacje o budowie danego biatka (po jej przepisaniu z DNA na RNA w
procesie transkrypcji) do rybosomdw, ktoére wykorzystujg ja do syntezy tego biatka, czyli translacji. Na jednym z koncédw
faricucha mRNA, tzw. koricu 5', znajduje sie struktura kapu (czapeczki), ktéra bierze udziat w wymienionych procesach, jak
rowniez odpowiedzialna jest za stabilnos¢ mMRNA w Srodowisku komoérkowym petnym degradujacych je enzyméw. Ze wzgledu
na wazng role biologiczng czapeczki, zmienione chemicznie czasteczki kapu moga stanowi¢ doskonale narzedzia do
oddziatywania na wspomniane procesy translacji, degradacji i transportu mMRNA oraz zmieniania ich w pozadany sposéb.

tancuch mRNA utworzony jest przez szereg podjednostek zwanych nukleozydami, ktére potaczone sa miedzy sobg za pomoca
tzw. reszt fosforanowych wystepujacych pojedynczo. Naturalna struktura kapu skiada sie ze zmodyfikowanego nukleozydu, 7-
metyloguanozyny, ktdry potgczony jest z pierwszym nukleozydem taricucha mRNA na jego 5’ koricu poprzez tancuch sktadajacy
sie z trzech takich reszt fosforanowych. Dinukleotydowe analogi kapu sktadajg sie wiec z trzech elementéw: 7-metyloguanozyny,
ktéra decyduje o specyficznosci oddziatywan z biatkami, z typowego nukleozydu faricucha mRNA, czyli guanozyny, oraz z
mostka oligofosforanowego, ktéry taczy te dwa elementy i jest miejscem ciecia przez enzymy degradujace kap np. DcpS czy
Dcp2.

Gtownym celem projektu jest otrzymanie nowej klasy dinukleotydowych analogéw kapu zmodyfikowanych w obrebie
mostka oligofosforanowego oraz zbadanie ich wtasciwosci zaréwno jako odrebnych czasteczek, jak i po wprowadzeniu na
5’ koricu mRNA. Wyniki eksperymentéw biologicznych pozwolg oceni¢ potencjalng aplikacyjno$¢ nowych analogéw zaréwno w
badaniach podstawowych, jak i w terapiach choréb o podtozu genetycznym.

W syntezie analogéw kapu zostanie wykorzystana tzw. reakcja ,.click” — szybka, prosta i wydajna metoda tgczenia dwéch
charakterystycznych ugrupowarn z utworzeniem tzw. pierscienia triazolowego (triazolu). Na drodze tej reakcji taczone beda dwie
czesci sktadowe kapu, z ktérych kazda bedzie zawiera¢ jedno z tych charakterystycznych ugrupowan, co w efekcie da analogi
zawierajace triazol w obrebie mostka oligofosforanowego. Planowane jest uzyskanie szeregu analogéw roznigcych sie m.in.
dhugoscig fancucha oligofosforanowego i lokalizacja triazolu w mostku, czyli reprezentujacych rézne typy modyfikacji. Ta nowa
klasa zwigzkow bedzie stanowic¢ pierwszy przyktad wykorzystania strategii chemii ,,click” do zastgpienia przez pierscien
triazolowy reszty fosforanowej w strukturze kapu.

Istotnym etapem projektu bedzie zbadanie wptywu takiej modyfikacji na tempo degradacji kapu przez enzym DcpS ,
ktérego naturalng rola jest hydroliza analogéw kapu pozostatych po degradacji mRNA. Planowane badania pozwolg
zidentyfikowaé typy modyfikacji odpowiedzialne za odpornos¢ na ciecie przez to biatko. Jest to wazne z punktu widzenia
poszukiwania jego inhibitoréw, czyli zwigzkéw hamujacych jego aktywnos$¢. Hamowanie aktywnosci enzymu DcpS skorelowane
jest bowiem z ograniczeniem rozwoju choroby w Rdzeniowym Zaniku Miesni (SMA). Wazne jest, aby nowe inhibitory dziataty
w sposob selektywny, bo tylko wtedy nie zostang zaburzone inne procesy komorkowe. Pozadane jest wiec zmniejszone
powinowactwo do pozostatych biatek oddziatujacych ze strukturg kapu np. biatka elF4E biorgcego udziat w procesie translacji.
Wyniki naszych badan wstepnych pokazuja, ze istnieje przynajmniej kilka typoéw modyfikacji w postaci triazolu w obrebie mostka
oligofosforanowego kapu, ktére z jednej strony decyduja o stabym powinowactwie do elF4E, z drugiej za$ o odpornosci na ciecie
przez enzym DcpS. Z kolei analogi o wysokim powinowactwie do elF4E to prawdopodobne matoczasteczkowe inhibitory
translacji, rownie ciekawe w wymiarze poznawczym co inhibitory DcpS.

Projekt zaktada réwniez wbudowanie wybranych analogéw kapu na 5’ koricu mRNA. Wykorzystana w tym celu zostanie
strategia tzw. ko-transkrypcyjnego ,,kapingu”, ktéra polega na transkrypcji in vitro (przeprowadzanej w probowce syntezie RNA
na matrycy DNA przez polimeraze, enzym naturalnie przeprowadzajacy ten proces w komorce) z udziatem analogéw kapu.
Modyfikowane transkrypty powstate na matrycy zawierajacej gen biatka lucyferazy zostang wprowadzone do komoérek, aby
mozna byto zbada¢ wptyw modyfikacji na efektywnos$¢ procesu translacji. Pomocne w wyborze analogéw, ktére maja by¢
whudowane na 5’ koricu takich transkryptéw, bedg wyniki wspomnianych juz bada powinowactwa do elF4E — tylko zwigzki,
ktore oddziatuja z elF4E z sitg podobng lub znacznie wieksza od naturalnego analogu kapu m7GpppG maja szanse inicjowac
proces biosyntezy biatka. Wydajno$¢ translacji bedzie mierzona poprzez badanie intensywnosci $wiatla emitowanego w
katalizowanej przez lucyferaze reakcji przemiany lucyferyny. W ten prosty sposob oceniona zostanie funkcjonalno$¢ analogéw
kapu jako mimikéw naturalnej struktury korica 5 mRNA, a co za tym idzie ich aplikacyjno$¢ w badaniach biologicznych nad
najwazniejszymi procesami komérkowymi zwigzanymi z ekspresja genow.



