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POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU

Trimetylokap (TMG-kap) obecny na 5’ koncu matych jadrowych RNA stanowi sygnat lokalizacji
jadrowej (NLS, ang. Nuclear Localization Signal), ktory rozpoznawany jest przez biatko snurportyne 1, ktéra
w kompleksie z biatkiem — importyng [ transportuje SNRNA zakonczone trimetylokapem do jadra
komoérkowego. Ta $ciezka transportu moze by¢é z powodzeniem wykorzystana do dostarczania
terapeutycznych oligonukleotydow do jadra komorkowego. Podejscie to zaktada wykorzystanie naturalnego
systemu transportujagcego do przenoszenia modyfikowanych chemicznie struktur.

Aby transport jadrowy byt efektywny wazne jest, aby zsyntetyzowane analogi TMG-kapu byty stabilne
w warunkach komérkowych oraz byly rozpoznawane przez biatka transportujgce. Poniewaz struktura kapu
zawiera wigzanie trifosforanowe, ktore jest bardzo szybko hydrolizowane przez enzymy dekapujace, ktore
rozcinajg owe wigzanie W pozycji o/f lub B/y, niezbedne jest wprowadzenie modyfikacji w celu poprawy
stabilnosci trimetylokapu in vivo. W projekcie planujemy syntezg¢ analogéw trimetylokapu modyfikowanych
ugrupowaniem 5’-fosfotioestrowym, ktore jeszcze nigdy nie byto badane w kontekscie funkcji trimetylokapu.
Oczekujemy, ze oprocz stabilno$ci wprowadzona modyfikacja bedzie rowniez korzystnie wptywata na
oddzialywanie z biatkami jadrowego uktadu transportujacego.

Ponadto projekt zaklada znakowanie zwigzkéw o najwigkszej stabilno$ci molekularnymi rotorami.
Zwiazki te bgda stanowity narz¢dzia do badania oddziatywan syntetycznych analogow TMG-kapu z biatkami
metodami bazujgcymi na fluorescencji. Zastosowanie fluorescencyjnych molekularnych rotoréw opiera si¢ na
,Wiaczeniu” fluorescencji w wyniku oddzialywania z biatkiem/enzymem. Taki system (zero, jedynkowy, On-
Off), w ktorym to sygnal pojawia si¢ dopiero wtedy, kiedy zachodzi interesujacy nas proces jest niezwykle
uzyteczny w badaniach biologicznych. Przede wszystkim umozliwia pomiar pozadanych parametrow
zwiazkow (Kas, 1Cso), dla ktorych wyznaczenie standardowymi metodami jest trudne, czasochtonne lub
skomplikowane. Na przyktad sygnat fluorescencji znacznika moze by¢ maskowany fluorescencja biatka lub
wygaszany przez biatko. Fluorescencja molekularnych rotorow opiera si¢ na zjawisku wewnatrzczasteczkowej
rotacji jednego z segmentow znacznika wokoét wigzania o, co skutkuje, w zaleznosci od struktury takiego
rotora, bezpromienistym (brakiem fluorescencji, OFF) lub promienistym (fluorescencja, ON) procesem
relaksacji. Taka wewnatrzczasteczkowa rotacja jest silnie zalezna od rodzaju rozpuszczalnika, jego polarnosci,
tworzacych sie wigzan wodorowych, izomeryzacji oraz zawady przestrzennej a wigc jest zalezna od gtownych
form oddzialywan miedzy czasteczka a biatkiem.

W projekcie planujemy zastosowanie zwigzkow znakowanych molekularnymi rotorami do badania
oddziatywania analogow TMG-kapu ze snurportyng 1. Chcemy opracowaé¢ metode oparta na fluorescencii,
ktorg mozna bedzie uzy¢ stosujgc podejscie wysokoprzepustowe do szybkiego sprawdzenia energii
oddziatywania zsyntetyzowanych zwigzkow ze sSnurportyng 1. Badania te pozwola okresli¢ kluczowe elementy
strukturalne niezbedne do silnego wigzania z biatkiem i bedg stanowily podstawe do racjonalnego
projektowania nowych analogow TMG-kapu jako sygnatéw transportu jagdrowego.

Co wigcej, zwigzki znakowane molekularnymi rotorami mogg znalez¢ zastosowanie do wizualizacji
funkcjonalnych komplekséw analogow TMG-kap-biatko za pomoca mikroskopii obrazowania czaséw zycia
fluorescencji FCS-FLIM (ang. Fluorescence Correlation Spectroscopy-Fluorescence Life-time Imaging
Microscopy). Badania te pozwolg stwierdzi¢ czy zsyntetyzowane przez nas oligonukleotydy, zakonczone
analogami TMG-kapu sa funkcjonalne i czy maja zdolno$¢ wnikania do jadra komérkowego z pomoca
naturalnych systemow transportujacych.



