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Popularnonaukowy opis badan

Celem mojego projektu jest stworzenie narzedzi do monitorowania w czasie rzeczywistym reakcji
enzymatycznych w ktorych zaangazowane sa nukleotydy. Zwiazki te sg bardzo istotnymi elementami
metabolizmu komérkowego. Biorag udzial w syntezie DNA i RNA, sg kofaktorami wielu enzymow, a takze
przenoszg energi¢ niezbedng w reakcjach komoérkowych. Z uwagi na centralng funkcje w metabolizmie,
jakiekolwiek dysfunkcje enzymow katalizujacych reakcje nukleotydow mogg skutkowaé powaznymi
chorobami. Jedna z klas enzymoéw powigzanych z powaznymi chorobami sg fosfohydrolazy — enzymy
katalizujgce degradacje tancucha oligofosforanowego w nukleotydzie.

Z tego wzgledu bardzo istotne sg badania, ktore umozliwig stworzenie narzgdzi do monitorowania aktywnosci
fosfohydrolaz zaréwno in vivo jak i in vitro. Sledzenie aktywnosci enzyméw w warunkach komorkowych (in
vivo) pozwoliloby na okreslenie miejsca w komorce, w ktorym sa one aktywne. Z kolei mozliwosé
monitorowania reakcji w warunkach in vitro, pozwolitaby na wysokoprzepustowe poszukiwania inhibitorow
enzymow oddziatujacych z nukleotydami. Szybka metoda pozwalajaca odkrywaé¢ nowe inhibitory
fosfohydrolaz, utatwi znajdowanie lekow przydatnych w terapii chorob, w ktorych funkcje tych enzymow
zostaty zaburzone.

Przedstawiony projekt ma na celu opracowanie wydajnej 1 szybkiej syntezy sond nukleotydowych, ktore
moglyby stuzy¢ w monitorowaniu aktywnos$ci enzymatycznej (cz¢$¢ chemiczna), a nastgpnie przebadanie i
opracowanie metody wykorzystania tych sond w badaniach enzymatycznych (cz¢$¢ biofizyczna). Ostatecznie
sondy zostang sprawdzone jako narzedzia w badaniu postepu degradacji nukleotydoéw in vivo, w $srodowisku
komorki eukariotyczne;.

W swoich badaniach do tej pory opracowalem prosta i wydajng syntez¢ nukleotyddéw, ktore mogg byc
wyznakowane roznymi znacznikami fluorescencyjnymi na drodze reakcji CuAAC (copper-catalysed alkyne-
azide cycloaddition). OtrzymaliSmy szereg znakowanych nukleotydow, ktorych fluorescencja znaczaco
roznita si¢ przed oraz po degradacji enzymatycznej. Wlasciwos¢ ta pozwolita na wykorzystanie ich jako sondy
fluorescencyjne, uzyteczne w $ledzeniu postgpu reakcji enzymatycznych, co zostato potwierdzone w reakcjach
z modelowym enzymem PDE-L

Wstepne badania sugerujg, ze otrzymane sondy nukleotydowe nie tylko maja oczekiwane wlasciwosci
fluorescencyjne, ale takze sg rozpoznawane przez bardziej specyficzne enzymy. Dowiedlismy tego badajac
kinetyke reakcji enzymu DcpS. Jest to hydrolaza specyficzna wobec nukleotydéw zawierajacych 7-
metyloguaning, a jej dysfunkcje powigzano m. in. z rdzeniowym zanikiem migsni. Wykorzystujac nasze sondy
byliSmy w stanie w czasie rzeczywistym obserwowa¢ dziatanie enzymu DcpS. W nastepnym kroku sonda ta
moze zosta¢ uzyta w wysokoprzepustowych poszukiwaniach inhibitorow DcpS, ktoére mogg okazaé sie
terapeutykami w chorobach spowodowanych dysfunkcjg tego enzymu.

Wstepne badania in vivo w komdrkach HeLa pokazaly, ze sondy projektowane w ramach niniejszego projektu
sa w stanie same pokona¢ barier¢ btony komdrkowej i umiejscowié¢ si¢ w srodku komorki, co pozwala na
obserwacje w czasie rzeczywistym procesow, ktorym ulegaja nukleotydy w komorce. Obserwacje takie moga
wnie$¢ duzo wiedzy na temat komorkowego metabolizmu nukleotydow.



