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Eukariotyczny informacyjny RNA (mRNA), syntetyzowany przez polimerazg II RNA,
podlega w jadrze komdrkowym zlozonemu procesowi ,,dojrzewania”. W efekcie dojrzata forma
MRNA zawiera na swoim 5’ - koncu charakterystyczng struktur¢ zwang kap (ang. cap).
Struktura ta przyjmuje ogodlna forme¢ m’GpppNpNpN...., przy czym koncowy nukleozyd,
7 - metyloguanozyna (m’Guo), jest polaczony nietypowym dla kwaséw nukleinowych
wigzaniem 5°,5” - trifosforanowym z nastepnym nukleozydem (najczgsciej 2°-O-metylowanym).
Mate jadrowe RNA (snRNA) zawiera na koficu 5> zmodyfikowana strukture kap, ms>*’ GpppN
(czyli trimetylowany kap, w skrocie TMG -kap) lub metyl-pppN (Mppp-kap). TMG - kap
wystepuje takze na konicu 5> mRNA nizszych organizméw eukariotycznych (np. nicieni).

Koniec 5’ - mRNA jest rozpoznawany przez enzymy uczestniczace w procesie
dojrzewania, transportu 1 procesie syntezy biatek. W organizmach eukariotycznych kap jest
rozpoznawany przez czynnik inicjacji translacji eIF4E, zwany rowniez biatkiem wigzacym kap
(ang. Cap Binding Protein), dzi¢cki czemu mRNA zostaje wlaczony do cyklu translacyjnego.
Poniewaz struktury kapu — zarowno w mRNA, jak i w snRNA - pelnig istotng role w r6znych
etapach ekspresji gendow u eukariotow, z tego wzgledu sa one przedmiotem badan
farmakologicznych majacych na celu sztuczng regulacje ekspresji wybranych genoéw (np.
onkogendw). Zmiany w strukturze konca 5° mRNA lub jego usunigcie skutkuje wylaczeniem
procesu translacji, w efekcie czego dochodzi do zablokowania ekspresji danego genu. Niedawno
zostaly odkryte nukleazy specyficzne (lub przynajmniej selektywne) wobec kapoéw (tzw.
scavenger decapping enzymes). Ich struktura i wiasnos$ci sa nadal badane. Jak dotychczas,
nieznane sg w literaturze przyktady sztucznych nukleaz hydrolizujacych w sposob selektywny
zakonczenie 5’ - mRNA (kap), cho¢ pomyst taki wydaje si¢ obiecujacy ze wzgledu na
spodziewang specyficzno$¢ wzgledem dojrzatych czasteczek mRNA. Idea sztucznej nukleazy
hydrolizujacej w sposob selektywny koniec 5° mRNA wymaga m. in. badania mechanizmow

chemicznej hydrolizy analogéw kapu.

Niniejsza rozprawa doktorska miesci si¢ w nurcie badan nad chemicznymi
mozliwosciami wylgczania z procesu translacji mRNA w organizmach eukariotycznych poprzez
uszkodzenie lub odcigcie specyficznej struktury 5° - konca mRNA. Wyniki tych badan moga
przyczyni¢ si¢ do postgpu w konstruowaniu sztucznych nukleaz stuzacych sterowaniu procesem

ekspresji genu na poziomie translacji.

Celem rozprawy dysertacyjnej bylo poszerzenie wiedzy na temat mozliwosci

nieenzymatycznej czeSciowej destrukcji lub catkowitej degradacji 5° - konca mRNA.



W pracy przedstawiono wyniki badan wplywu wybranych czynnikdw na przebieg
hydrolizy analogéw kapu. Badania obejmowaty trzy rodzaje procesow hydrolitycznych: reakcje
hydrolizy alkalicznej pierscienia imidazolowego 7 - metyloguanozyny, depurynacji reszt
7 - metyloguanozynowych oraz katalitycznej hydrolizy wigzan fosfodiestrowych mostkow
5°,5’-oligosforanowych w obecnosci jondw metali dwuwarto§ciowych lub ich zwigzkow
kompleksowych. Kinetyke procesow badano na obszernym zestawie syntetycznych analogéw

konca 5> mRNA.

Dla zrealizowania celu podjeto badania:
» wplywu czynnikow fizykochemicznych i strukturalnych na kinetyke rozpadu pierécienia
imidazolowego analogéw 5’ - konica mRNA,
»  wplywu jonow wybranych metali dwuwarto$§ciowych na rozpad wigzan fosfodiestrowych
wystepujacych w mostku 5°,5” - oligofosforanowym analogéw kapu,
» Kkatalitycznych wlasciwosci chelatowych kompleksow miedzi (1) i cynku z bi- lub

terpirydyna: Cu**BiPy, Zn?*BiPy, Cu**TerPy oraz Zn*TerPy w hydrolizie kapu.

Koncowym etapem pracy byto zaproponowanie mechanizmu hydrolizy mostka 5°,5” - tri- oraz

tetrafosforanowego w obecno$ci wybranych komplekséw chelatowych.

W czgdci teoretycznej pracy dysertacyjnej przedstawiono krotka historie odkrycia
5’ - konca mRNA, dokonano przegladu literatury na temat wystepowania rozmaitych struktur
kapu wyzszych eukariotow (ros§lin i zwierzat) oraz wirusOw. Nastepnie opisano liczne
biologiczne funkcje kapu, przedstawiono rentgenograficzny model jego kompleksu z czynnikiem
elF4E, oraz mechanizmy degradacji kapu, dziatajacej jako jedna z drog regulacji poziomu
ekspresji genow. Uzupelnienie tego rozdziatu stanowi podrozdziat o sztucznych rybonukleazach,
ktore ciesza si¢ zainteresowaniem ze wzgledu na potencjalne zastosowania terapeutyczne.
W  dalszej cze$ci pracy przedstawiono najwazniejsze informacje na temat wlasnosci
fizykochemicznych 5° - konca mRNA, a wsrod nich: pK, analogow kapu, konformacje
5’ - konca mRNA oraz oddzialywania warstwowe zasad nukleinowych w strukturze kapu.
Nastepnie dokonano przegladu literatury na temat reakcji hydrolitycznych, ktorym moze ulegaé
struktura kapu, takich jak: depurynacja w $rodowisku kwasnym, otwieranie pierscienia
imidazolowego 7 - metyloguanozyny w S$rodowisku alkalicznym oraz hydroliza mostka
5°,5” - oligofosforanowego. Po czym omowiono czynniki wptywajace na szybkos¢ hydrolizy
analogow 5’ - konca mRNA, a wsrdd nich omowiono wplyw alkilacji reszt guanylowych, wplyw

temperatury oraz efektu solnego.



W kolejnym rozdziale przedstawiono metodyke badan prowadzonych w pracy
dysertacyjnej. Kinetyke reakcji hydrolizy analogow konca 5° mRNA badano $ledzac postep
reakcji w sposob ciggly, przy pomocy metod optycznych — spektrofotometrii UV oraz
fluorymetrii, lub w sposob punktowy, drogg analizy mieszanin reakcyjnych metodami kapilarnej
elektroforezy strefowej (CZE) lub wysokorozdzielczej chromatografii cieczowej (HPLC) z
detektorami optycznymi. Nastepnie omowiono metodyke wyznaczania statych szybkosci
1 energii aktywacji poszczegdlnych reakcji oraz opisano fluorescencyjng metod¢ wyznaczania
parametrow termodynamicznych w oddzialywaniach warstwowych zasad nukleinowych w
dinukleotydach.

W czescei eksperymentalnej opisano wyniki badan kinetyki reakcji hydrolizy modelowych

nukleotydéw (17 zwigzkow) oraz dinukleotydow (28 zwigzkow), analogéw kapu, prowadzonych
metodami spektroskopowymi, chromatograficznymi i elektroforetycznymi.
W pracy omowiono wyniki badan wplywu na kinetyke hydrolizy pH $rodowiska oraz réznych
czynnikow strukturalnych analogéw kapu: modyfikacji cze$ci zasadowej nukleotydow,
obecnosci 1 charakteru podstawnikéw guaniny w nukleozydach oraz dinukleotydach, dlugosci
mostka 5°,5’-oligofosforanowego w analogach typu m’GpppG, m’* °GpppG, m”* °GpppG,
oddziatywan warstwowych miedzy zasadami w dinukleotydach oraz obecnosci i rodzaju drugiej
zasady tych ostatnich.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze przy zmianie pH stale szybkos$ci otwierania
pierScienia imidazolowego 7 - metyloguanozyny s3 w przybliZzeniu proporcjonalne do stezenia
jonéw OH’, natomiast zaleznos¢ od sity jonowej jest zgodna z teorig Debye’a-Hiickela.
Szybkos¢ reakcji wzrasta ze wzrostem sity jonowej w przypadku mono- i dinukleotydowych
analogow kapu w zwigzku z ostabieniem elektrostatycznego oddzialywania ujemnie
naladowanych reszt fosforanowych na kompleks aktywny, zwigzanym z zaleznym od sily
jonowej ekranowaniem tych reszt przez jony sodowe. Niezbyt duzy natomiast wplyw na
szybkos¢ tej reakcji ma rodzaj aniondw obecnych w roztworze, natomiast kationy wywieraja
wplyw znikomy. Stwierdzono, Zze proces otwierania pier§cienia imidazolowego jest kilkakrotnie
wolniejszy dla tych analogow, w ktorych reszta 7 - metyloguanozyny zawiera grupg
metyloaminowa, zalezy takze w niewielkim stopniu od dlugos$ci tancucha oligofosforanowego
oraz oddziatywan stackingowych w dinukleotydach.

W temperaturze 60°C, przy pH<7, obserwowano dodatkowo proces depurynacji reszt
7 - metyloguanozynowych, ktéry §ledzono metodami fluorymetryczng i chromatograficzng przy
pH ~ 5. Proces ten zalezy od oddzialywan elektrostatycznych w czasteczce: stwierdzono, ze

depurynacja m’GMP jest dwukrotnie wolniejsza niz depurynacja wolnego nukleozydu, a w



dinukleotydach jest ona jeszcze okoto 2,5 razy wolniejsza. Zwigzane to jest z oddziatywaniem
anionowych grup fosforanowych z kationowym pierscieniem imidazolowym. Proces depurynacji
jest ponadto ok. 4 razy wolniejszy w tych analogach kapu, w ktorych reszta m’Guo
zawiera grupe metyloaminowa. Zmiany szybko$ci depurynacji zwigzane z alikilacjg analogow
kapu w pozycji N -7, wskazuja, na to ze wzrost elektroujemnosci podstawnika destabilizuje
wigzanie glikozydowe, a efekt ten wynika ze zwigkszenia ggstosci fadunku na pierScieniu
imidazolowym.

Nastepnie opisano proces hydrolizy mostka 5°,5’-tri- oraz tetrafosforanowego analogéw
konca 5° mRNA, $ledzony metodami chromatografii cieczowej oraz strefowej elektroforezy

kapilarnej (CZE).

Mostki 5°,5’-oligofosforanowe w badanych analogach kapu sa praktycznie stabilne w
umiarkowanych pH przy 60 °C, natomiast obecnos¢ jondw metali przejéciowych - Zn?* lub Cu®,
albo ich zwigzkow kompleksowych =z di- oraz terpirydyng, w stezeniach powyzej
1 x 10° mol-dm™ wywoluje katalityczna hydrolize wiazan fosfodiestrowych. Wzrost stezenia
jonow Cu®* zwicksza rowniez szybkos¢ depurynacji dinukleotydow, powodem tego jest proces
koordynacji jonéw z grupami fosforanowymi, ktory ostabia stabilizujace wigzanie glikozydowe
oddziatywanie grup fosforanowych z kationowymi resztami 7 - metyloguanozyny. Stwierdzono,
ze zarowno jony, jak i zwiazki kompleksowe Cu® lepiej katalizuja ten proces od jondw i
kompleksow Zn®*, chociaz te ostatnie sa bardziej selektywne dla wigzan fosfodiestrowych. Przy
niskich stezeniach (~2 x 10 mol-dm™) kompleksy dipirydynowe sa bardziej efektywnymi
katalizatorami od kompleksow terpirydynowych, ale przy wyzszych stezeniach zalezno$¢ ta jest

odwrotna, przypuszczalnie ze wzgledu na dimeryzacje¢ dipirymidyn.

Na podstawie wynikéw hydrolizy mostka mostka 5°,5’-oligofosforanowego analogow
konca 5 mRNA zaproponowano mechanizm tej reakcji, zachodzacej w obecno$ci stosowanych

zwigzkow kompleksowych miedzi (II) i cynku (II).



