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POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU (W JEZYKU POLSKIM)

Metody wykorzystujace zjawisko fluorescencji sg czesto wykorzystywane w badaniach biochemicznych.
Techniki te charakteryzuja si¢ wysoka czuto$cig, w zwigzku z tym nie zuzywa si¢ duzych ilosci reagentow.
Obiektami badah moga by¢ zarowno czasteczki, ktdre posiadaja naturalne wtasciwosci fluorescencyjne jak
réwniez zwiazki chemiczne znakowane odpowiednimi fluoroforami.

W projekcie planujemy opracowanie metody opartej na polaryzacji fluorescencji do poszukiwania inhibitorow
biatek wigzacych nukleotydy 7-metyloguaninowe (m’G). Proponowana technika wykorzystuje ligand
znakowany fluorescencyjnie oraz specyficzne dla niego biatko. W eksperymencie $ledzi si¢ zmiang polaryzacji
fluorescencji pod wplywem powstawania kompleksu biatko-ligand. Obserwowana zmiana sygnatu jest
zwigzana z tym, ze fluoryzujacy ligand zwiazany z biatkiem charakteryzuje si¢ mniejsza rotacja, co wplywa
na wzrost polaryzacji fluorescencji.

Interesujacymi nas celami molekularnymi sg biatka wigzace nukleotydy zawierajace m’G. Bialka te petnig
szczegolna funkcje, gdyz ten unikalny nukleozyd wystepuje tylko na koncu 5 mRNA jako element struktury
kapu (m’GpppN,) lub wystepuje w komorce w postaci matoczasteczkowego zwigzku bedacego produktem
hydrolizy kapu. W zwiazku z tym biatka wigzace nukleotydy zawierajace m’G sg zaangazowane we wszystkie
etapy skladajace si¢ na metabolizm mRNA, takie jak sktadanie pre-mRNA, translacja, transport oraz
degradacja.

Do badan wybrano biatko modelowe — czynnik inicjujacy translacj¢ eIF4E. Wysoki poziom czynnika eIF4E
zaobserwowano w komorkach nowotworowych. Jego nadekspresja przyczynia si¢ do wzmozonej produkcji
biatka i rozwoju nowotworu. Zwiazki o wysokim powinowactwie do eIF4E maja szanse¢ znalez¢ zastosowanie
jako terapeutyki, ktorych dziatanie polegatoby na ograniczeniu dostepnosci biatka dla transkryptow. Wiele
ligandow, w szczegolnosci opartych o strukture kapu, zostato scharakteryzowanych w literaturze za pomoca
statej asocjacji, dzigki czemu biatko elF4E w projekcie stanowi wzorzec, ktéry umozliwi sprawdzenie
wiarygodnosci otrzymywanych wynikow.

Ponadto wybrano dwa enzymy, DcpS — uczestniczacy w degradacji mRNA oraz nowoodkryty cN-IIIB —
odpowiedzialny za metabolizm nukleotydéw. Enzym DcpS zostal zidentyfikowany jako cel terapeutyczny w
leczeniu rdzeniowej atrofii migsniowej. W przypadku enzymu cN-IIIB znaczenie biologiczne nie jest znane,
a znalezienie inhibitoréw tego enzymu pozwolitoby pozna¢ blizej jego komoérkowa funkcje.

Metoda oparta na polaryzacji fluorescencji stanowitaby doskonate narzedzie do poszukiwania ligandéw o
wysokim powinowactwie do badanych biatek, ktéra mozna zastosowal roéwniez w podejsciu
wysokoprzepustowym. Wykorzystanie ptytek 96-dotkowych w polaczeniu z czytnikiem mikroplytek
umozliwia szybkie zbadanie wielu probek jednoczesnie w krotkim czasie. Dodatkowa zaleta podejscia
wysokoprzepustowego jest zbadanie wpltywu wielu fragmentdéw strukturalnych zwigzkéw na ich efektywnosé
inhibitorowa. Taka analiza daje mozliwo§¢ zaprojektowania zwiazku o pozadanych wlasciwosciach i
ukierunkowanego poszukiwania ligandow w przysziosci. W szczegdlno$ci, mamy nadziej¢, ze proponowany
projekt umozliwi znalezienie selektywnych inhibitoréw dla poszczegdlnych bialek. Inhibitory te moga znalezé
zastosowanie jako leki w chorobach nowotworowych i neurodegeneracyjnych.



