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Wykaz stosowanych w pracy skrotéw

Ont
4E-BP
Aa
ACVJ
AD
AIEC
ALS
ARCA
BSA
BUN

CBC
CDI
CIEC
CKD
CoA
CRM1/XPO1
CuAAC
DBU
DCM
DCVJ
DMABI
DMABN
DMAPhH
DMF
DMG
DMHBI
DTDP
DXO

liczba nukleotydow w sekwenciji

ang. 4E Binding Protein, biatko wigzgce czynnik inicjacji translacji 4E
Aminokwas

Amidocyjanowinylojulolidyna

ang. Alzheimer Disease, choroba Alzheimera

Chromatografia anionowymienna

ang. Amyothropic Lateral Sclerosis, stwardnienie zanikowe boczne
ang. Anti-Reverse Cap Analog, anty-rewersyjny analog kapu
Albumina Surowicy Bydlecej

ang. Blood Urea Nitrogen, azot mocznikowy we krwi, powigzany parametr ze
sprawnoscig i funkcjonalnoscig nerek

ang. Cap Binding Complex, kompleks wigzgcy kap
1,1’-Karbonylodiimidazol

Chromatografia kationowymienna

ang. Chronic Kidney Disease, przewlekta choroba nerek

koenzym A

ang. Chromosome-Region-Maintenance-1, also exportinl, eksportynal
Reakcja cykloaddycji azydku do alkinu katalizowana jonami miedzi (1) Cu*
1,8-Diazabicyklo-[5.4.0]-undek-7-en

Dichlorometan

Dicyjnanowinylojulolidyna

Dimetyloaminobenzylideno imidazolinon

Dimetyloaminobenzonitryl

Dimetyloaminofenyl

Dimetyloformamid

Dimetyloguanozyna, m*'G

Dimetylohydroksybenzylideno imidazolinon

Ditiodipirydyna

ang. Decapping Exoribonuclease, egzonukleaza dekapujgca



eGFR

elF4E
FAD
FMR
FQT

FTD
G/Guo
GFP
GMP
HEMABI
hNUDT16
hTR (TERC)
IC

impf3

Kb

LGMD

INcRNA
MMG
MD
MRNA
NAD
NCC
NLS
NMP
NPC

OA
0-HBI

p-NHBI

ang. estimated glomerular filtration rate, szacunkowy wskaznik filtracji
ktebuszkowej

Eukariotyczny czynnik inicjujgcy translacje 4E
Dinukleotyd flawinoadeninowy
ang. Fluorescent Molecular Rotor, molekularny rotor fluorescencyjny

ang. Fluorescence Quenching Titration, miareczkowanie z wygaszaniem
fluorescencji (tryptofanow)

ang. Fronto-Temporal Dementia, otepienie czotowo-skroniowe
Guanozyna, G

ang. Green Fluorescence Protein, fluorofor biatka zielonej fluorescencji
Monofosforan guanozyny

N-hydroksyetylo,N-metyloaminobenzylideno imidazolinon

Ludzki enzym z rodziny Nudix16

ang. Human Telomerase RNA, RNA Telomerazy

Konwersja wewnetrzna

Importyna 3

Stata dysocjacji kompleksu

ang. Limb Gardle Muscular Dystropy, dystrofia migsniowa obrgczowo-
konczynowa

ang. Long non-coding RNA, dtugie niekodujace RNA

Monometyloguanozyna, m’G

ang. Muscular Dystrophy, dystrofia miesniowa

ang. Messenger RNA, informacyjny lub przekaznikowy RNA
nikotynoamidoadeninowy dinukleotyd

ang. Non-Canonical Caps, niekanoniczne struktury kapu

ang. Nuclear Localization Signal (or Sequence), sygnat transportu dojgdrowego
N-metylopirolidon

ang. Nuclear Pore Complex, kompleks porow jagdrowych lub jgdrowy kompleks
porowy

ang. Osteoarthritis, Choroba zwyrodnieniowa stawow
orto-hydroksybenzylideno imidazolinon

para-nitrohydroksybenzylideno imidazolinon
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RNGTT

RP-HPLC

rRNA

RSD

SL

SMA

ang. RNA guanylyltransferase and 5'-phosphatase, enzym katalizujgcy reakcje
m’G kapowania RNA

Wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa z odwréconym uktadem faz
ang. Ribosomal RNA, rybosomalne RNA
ang. Relative Standard Deviation, wzgledne odchylenie standardowe

ang. Splice leader, sekwencja wystepujgcej we wszystkich mMRNA
trypanosomatidéw, przekazywana do pre-mRNA poprzez trans-splicing

ang. Spinal Muscular Atrophy, rdzeniowy zanik mig$ni

SMN/SMN2 ang. Survival of Motor Neuron, biatko SMN powigzane z rdzeniowym zanikiem

snoRNA
SNRNA
SnRNP
SNUPN
SPN/SPN1
STS
TBTA
TEA
TEAB
TGS1
THPTA

TICT

miesni (SMA) oraz tworzeniem spliceosomu

ang. Small nucleolar RNA, mate jgderkowe RNA

ang. Small nuclear RNA, mate jagdrowe RNA

ang. Small nuclear ribonucleoproteins, mate jgdrowe rybonukleoproteiny
gen kodujgcy snurportyne

ang. snurportinl, Snurportyna

ang. Short-Telomere Syndrom, syndrom krétkich telomeréw
Tris(benzylotriazolometylo)amina, ligand kompleksujgcy Cu(l)
Trietyloamina, rowniez w pracy jako EtsN

Wodoroweglan trietyloaminy

Trimetyloguanozyno syntaza
Tris(hydroksypropylotriazolometylo)amina, ligand kompleksujacy Cu(l)

ang. Twisted Intramolecular Charge Transfer,
przeniesienie tadunku ze skreceniem ptaszczyzny

wewnatrzczgsteczkowe

TMG/TMGuo Trimetyloguanozyna, mz>>’G

tRNA
TSP

UDP-Glc

ang. Transfer RNA, transportujgcy RNA
2,2,3,3—tetradeutero—3—(trimetylosililo)—propionian sodu

Urydyno-5'-difosfo-D-glukoza

UDP-GINAc Urydyno-5’-N-acetyloglukozamino difosforan

Zapis TMGpppG oznacza, ze N*>*'-trimetyloguanozyna i guanozyna potgczone sg mostkiem

5’,5-trifosforanowym, natomiast zapis ApU oznacza, Zze nukleotydy potgczone sg wigzaniem

3’,6-fosfodiestrowym. W przypadku dtuzszych sekwencji (zgodnie z nomenklaturg w Kierunku
'—3’) pominigto oznaczenia reszt fosfodiestrowych (p) ze wzgledu na przejrzysto$c zapisu.
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1. Wstep

Struktura trimetylokapu (TMG kap) obecna na 5 kohcu fancucha niektérych matych
jadrowych RNA (small nuclear RNA, snRNA) bierze udziat w procesach biologicznych
zwigzanych m.in. z transportem i dojrzewaniem pre-mRNA. TMG kap rozpoznawany jest przez
biatko adaptorowe - snurportyne, ktére w kompleksie z importyng 3 transportuje snRNA
zakonczone TMG kapem do jadra komdrkowego.

Fluorescencyjne molekularne rotory (FMR) sg dwu- lub wielosegmentowymi czgsteczkami,
w ktorych jeden segment obraca sie swobodnie wzgledem drugiego. Zahamowanie wewnatrz-
czgsteczkowej rotacji jednego z segmentow znacznika wokot wigzania o skutkuje promienis-
tym (fluorescencja) procesem relaksacji. Taka wewnatrzczgsteczkowa rotacja jest silnie
zalezna od oddziatywan miedzy strukturg fluoroforu a jego mikrootoczeniem (rodzaju
rozpuszczalnika, polarnosci, tworzgcych sie wigzan wodorowych, izomeryzaciji, etc.), dlatego
zastosowanie FMR w badaniach biologicznych opiera sie na zahamowaniu rotacji w wyniku
wigzania sie z biatkiem, co umozliwia ,wtgczenie” fluorescencji i moze postuzy¢ np. do sledze-
nia transportu snRNA.

We wstepie literaturowym czytelnik zostaje zapoznany z trzema obiektami sktadajgcymi
sie na badane przeze mnie kompleksy biatko-ligand i sondy molekularne i sg to kolejno:
trimetylokap, snurportyna oraz molekularne rotory. Przedstawitem szczegétowo strukture TMG
kapu, jego biosynteze, role w komérkach, szlak jego degradacji i enzymy dekapujgce oraz
zastosowania analogéw TMG i m’G kapu ze szczegolnym uwzglednieniem dinukleotydowych
analogéw, nastepnie budowe, funkcje snurportyny oraz jej charakterystyke oddziatywania z
TMG kapem (TMGpppG), jak i réwniez z innymi biatkami czy genami oraz jakie peti zna-
czenie biologiczne (transport dojgdrowy polarnych i duzych lekéw lub biatek) i kliniczne
(patofizjologia). Na koncu tej czesci zamiescitem przykiadowe struktury fluorescencyjnych
molekularnych rotoréw, ich zasade dziatania i mechanizm odpowiedzialny za wzrost fluo-
rescencji (przeniesienie elektronu i skrecenie ptaszczyzny) oraz przyktadowe zastosowania
w biofizyce (poszukiwanie inhibitoréw enzymow), biologii komérek i modelach zwierzecych.

Czes¢ badan wiasnych rozpoczatem od przedstawienia struktur badanych zwigzkéw

Z podziatem i oméwieniem na grupy, nastepnie wyszczegodlnitem i rowniez podzielitem
tematycznie etapy syntezy zwigzkéw finalnych, od syntezy fosforanéw metoda Yoshikawy po
reakcje koniugaciji azydku do alkinu (typu ,click”). Przedstawiona zostata takze charakterystyka
wtasciwosci spektralnych FMR i ich nukleotydowych koniugatéw, w tym solwatochromizm,
wiasciwosci fizykochemiczne jak pKa grup fenolowych FMR czy wrazliwos¢ na zmiany lepkosci
oraz biofizyczne jak powinowactwo do snurportyny (Kp) czy odpowiedzi sond na wigzanie
biatka mierzone jako krotno$¢ wzrostu fluorescencji (Fm/Fo) lub zmiany fluorescencji na
jednostke stezenia biatka (dF/dC) po zwigzaniu lub wysyceniu ze snurportyng, i na koncu
omowitem wyniki badan biologicznych w komorkach Hela wyselekcjonowanych przeze mnie
zwigzkow. Niektére zwigzki zostaty dodatkowo zmodyfikowane w regionie mostkowym (mety-
lenobisfosfonian CHy), przez wydtuzenie do tetrafosforanu lub w pozycjach 5’-O przez zmiane
O na S, celem zapewnienia odpornosci na degradacje enzymatyczng przez ludzki enzym
Nudt16 i/lub utrzymanie powinowactwa do snurportyny. Sposrod FMR przetestowatem pie¢
analogow chromoforu GFP-podobnego (pochodzacych od biatka zielonej fluorescenciji) i dwie
pochodne julolidyny. Ocena powinowactwa wigzania dla snurportyny nieoczekiwanie wykazata
silnie stabilizujgcy efekt dla dinukleotydéw analogéw TMGpppG zawierajgcych FMR podobny
do GFP w pozyciji 2’-O guanozyny. Te nowo odkryte zwigzki sg silnymi ligandami snurportyny
z nanomolowymi warto$ciami Kp, ktére sg o dwa rzedy wielko$ci nizsze niz w przypadku
naturalnego TMGpppG. Efekt jest zmniejszony o ~50-krotnie dla odpowiadajgcych 3’-regio-

12



izomeréw. Aby pogtebi¢ zrozumienie zaleznosci miedzy strukturg a aktywnoscig,
zsyntetyzowatem i przetestowatem koniugaty FMR pozbawione fragmentu TMG kapu oraz
wykazatem, Zze ten nowo zaobserwowany efekt utrzymuje sie réowniez w kapach m’G i
w mniejszym stopniu w analogach GMP, ale z niespecyficznymi interakcjami (tj. udowodnitem,
ze koniugaty kapu m’G-FMR wigzg sie konkurencyjnie réwniez z elF4E). Moje badania
eksperymentalne zostaty poparte dokowaniem molekularnym i oba sugerujg, ze zwiekszone
powinowactwo wynika z dodatkowych oddziatywan hydrofobowych zapewnianych przez
fragment FMR podobny do GFP, niezaleznie od grup funkcyjnych w pierscieniu fenylowym.
Badania FQT wylonity 9 najsilniejszych TMG kapowanych koniugatow FMR, z ktorych te
zwigzane z DMHBI wykazaty najkorzystniejsze zmiany fluorescencyjne ze snurportyng in vitro.
Ostatecznie przedstawitem réwniez wyniki badan wyselekcjonowanych ligandow w zywych
komérkach, pokazujac, ze w niektérych przypadkach zwigzaty sie one w kompleksy o rozmia-
rach poréwnywalnych ze snurportyng, w tym jeden wspomniany koniugat z DMHBI oraz jeden
z koniugatéw wykazat zwiekszony czas zycia fluorescencji w komérkach.

W czesci trzeciej — eksperymentalnej, przedstawione zostaty procedury i syntezy chemicz-
ne, charakterystyka otrzymanych zwigzkéw (MS, NMR), opisy wykonywanych eksperymentow
od metod biofizycznych (FQT, wysycanie liganda, degradacja i kinetyka enzymatyczna), po
badania spektralne (zaleznosci widm emisji od czynnikdéw jak polarno$¢ czy pH) i badania
biologiczne (obrazowania FLIM, badania czaséw zycia fluorescencji dla komplekséw w komor-
kach), réwniez wzory i modele wykorzystane w analizie wynikow i konczgc na potencjalnych
dalszych zastosowaniach i obszarach rozwoju dla wyselekcjonowanych zwigzkéw.

Czes¢ wynikow zostata rowniez opublikowania w dwdch czasopismach z listy filadelfijskiej:

Publikacje naukowe w czasopismach z listy filadelfijskiej:

1) P. Surynt, B. A. Wojtczak, J. Panecka-Hofman, K. Kwapiszewska, M. Chrominski, T.
Kalwarczyk, D. Kubacka, T. Spiewla, R. Kasprzyk, R. Holyst, J. Kowalska, J. Jemielity,
Trimethylguanosine cap-fluorescent molecular rotor (TMG—-FMR) conjugates are
potent, specific snurportinl ligands enabling visualization in living cells, Org. Biomol.
Chem, 22, 6763 (2024); doi: 10.1039/d40b01019a

2) B. A. Woijtczak, M. Bednarczyk, P. J. Sikorski, A. Wojtczak, P. Surynt, J. Kowalska and
J. Jemielity, Synthesis and Evaluation of Diguanosine Cap Analogs Modified at the C8-
Position by Suzuki-Miyaura Cross-Coupling: Discovery of 7-Methylguanosine-Based
Molecular Rotors, J. Org. Chem., 88, 11, 6827-6846 (2023); doi:10.1021/acs.joc.3c00126

Inne publikacje niezwigzane tematycznie z pracg doktorska:

1) N. Zeber-Lubecka, M. Kulecka, A. Jagiello-Gruszfeld, M. Dabrowska, A. Kluska, M.
Piatkowska, K. Baginska, M. Glowienka, P. Surynt, M. Tenderenda, M. Mikula, J.
Ostrowski, Breast cancer but not the menopausal status is associated with small
changes of the gut microbiota, Frontiers in Oncology, Sec. Breast Cancer, 14 (2024);
doi: 10.3389/fonc.2024.1279132

2) K. Unrug-Bielawska i wsp. Human fecal transplantation modifies the gut microbiota but
not metabolites in colon cancer patient-derived xenografts, Cancer medicine, 2025, w
trakcie recenzji
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2. Abstrakt

The trimethylguanosine (TMG) cap is a motif present at the 5’ end of small nuclear and
nucleolar RNAs, which are involved in RNA splicing. The TMG cap plays a crucial role in RNA
processing and stability as it protects the RNA molecule from degradation by exonucleases
and facilitates its export from the nucleus. In the cytoplasm in each cell the TMG cap plays a
role in the recognition of SnRNA by snurportin, a protein that initiates nuclear import formatting
also complex with importin B. TMG cap analogs have been used as affinity resins in protein
separation and purification from extracts or as nuclear localization signal for improving nuclear
import of some polar and large biomolecules (DNA, streptavidin), however they can be used
also in biochemical experiments and biological assays as molecular tools to substitute the
natural TMG capped RNAs.

The main aim of my work was synthesis, physicochemical (free compounds) and bio-
physical characterization (complexed) of a series of dinucleotide TMG cap analogs and their
conjugates with Fluorescent Molecular Rotors (FMR) in experiments with snurportin both in
vitro and in cells. This functionalization was intended to open the possibility of detecting
snurportin—ligand interactions in vitro and potentially in vivo. | have obtained large set (over
50) of final compounds with FMRs in different positions and different nucleotides part and
evaluated as molecular probes for snurportin. Some compounds have been additionally
modified either in bridging region (methylenebisphosphonate CH;), by elongating to tetra-
phosphate or at 5’-O positions by changing O to S. These modifications were expected to
ensure resistance to enzymatic degradation by human Nudtl6 and/or maintain or enhance
affinity towards snurportin.

Among FMRs five GFP-like chromophores (derived from green fluorescent protein) and two
julolidine derivatives have been tested. The evaluation of binding affinities for snurportin
showed unexpectedly a strongly stabilizing effect for TMGpppG-derived dinucleotides contain-
ning the GFP-like FMR at the 2’-O-position of guanosine. These newly discovered compounds
are potent snurportin ligands with nanomolar Kp (dissociation constant) values, which are two
orders of magnitude lower than that of natural TMGpppG. The effect is diminished by ~50-fold
for the corresponding 3’-regioisomers. To deepen the understanding of the structure—activity
relationship, | have synthesized and tested FMR conjugates lacking the TMG cap moiety,
which revealed, that this newly observed effect persist also in m’G caps and in less extend in
GMP analogs, yet with unspecific interactions (ie. m’G cap-FMR conjugates were proved to
bind competitively also with elF4E). These experimental studies, have been supported by
molecular docking, and both suggest, that the enhanced affinity arises from additional
hydrophobic contacts provided by the GFP-like FMR moiety regardless of functional groups in
phenyl ring. The strongest snurportin ligand, which also gave the greatest fluorescence
enhancement (Fm/Fo) when saturated with the snurportin, were tested in living cells to detect
interactions and visualize complexes by monitoring fluorescence lifetimes. This approach has
potential applications in the study of RNA processing and RNA- protein interactions which is
also discussed. Finally, 9 TMG cap-FMR conjugates have been identified in my studies as
potent and specific snurportin ligands and among them 4 conjugates with DMHBI as FMR has
shown beneficial fluorescence properties in complexes in vitro, while one exemplary conjugate
from these have been tested in living cells and found to associate in complexes comparable in
sized with snurportin.
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3. Cele projektu

Ogdlinym celem projektu bedgcego podstawg niniejszej rozprawy doktorskiej byta synteza
chemiczna i zbadanie wiasciwosci biofizycznych koniugatéow dinukleotydowych analogéw
trimetyloguanozyno (TMG) kapu oraz TMG kapowanych oligomeréw RNA znakowanych
Fluorescencyjnymi  Molekularnymi  Rotorami (FMR) jako specyficznych narzedzi
molekularnych do badania snurportyny, w warunkach in vitro oraz w warunkach komoérkowych.
Jako interesujgce mnie wiasciwosci badatem powinowactwo otrzymanych koniugatow do
snurportyny (state dysocjacji Kp) oraz odpowiedzi sond molekularnych na tworzenie sie
kompleksu biatko-ligand mierzone jako wzrost fluorescenciji (FwFo), a takze odporno$é na
degradacje enzymatyczne enzymem z rodziny Nudix. Kolejnym celem pracy byto opracowanie
fluorescencyjnych narzedzi molekularnych opartych na analogach TMG kapu dla snurportyny
oraz ocena ich przydatnosci do obrazowania proceséw w zywych komdrkach takich jak
transport do jgdra komoérkowego.

Szczegodtowe cele projektu doktorskiego:

1. Opracowanie metody syntezy pozwalajgcej na wprowadzenie funkcjonalnego linkera
w rézne pozycje nukleotydow (2’,3’-OH, N1).

2. Synteza dinukleotydowych analogéw TMG kapu zawierajgcych linker z grupg azydkowg lub
propargilowg do dalszych modyfikaciji.

3. Synteza koniugatow TMG kap - FMR z wykorzystaniem reakciji typu ,.click”

4. Synteza tetranukleotydowego analogu TMG kapu (fragmentu naturalnie wystepujacego U8
SnRNA) z FMR.

5. Opracowanie metod oczyszczania dla wszystkich zwigzkéw posrednich i koncowych oraz
ich petna charakterystyka spektralna.

6. Charakterystyka spektralna koniugatéw TMG-kap FMR (Aexc, Aem).

7. Zbadanie powinowactwa analogéw TMG kapu z linkerami oraz koniugatéw TMG kap — FMR
do snurportyny.

8. Zbadanie zaleznosci pomiedzy strukturg koniugatow analogu TMG kapu z FMR i powino-
wactwem snurportyny a w uzasadnionych przypadkach zastosowanie metod dokowania
molekularnego dla wyjasnienia wplywu oddziatywan stabilizujgcych oraz poszczegoélnych
elementéw strukturalnych na energie wigzania ligandéw do snurportyny.

9. Zbadanie zmian fluorescencji koniugatéw FMR pod wptywem oddziatywan ze snurportyna.

10. Okreslenie podatnosci ligandéw z TMG kapem na degradacje enzymem hNudt16.

11. Analiza danych eksperymentalnych pod katem wyselekcjonowanie najlepszych zwigzkéw
do badan biofizycznych i biochemicznych nad funkcjg snurportyny (w tym badahn komoér-
kowych metodg FLIM jako potencjalnych sond molekularnych dla snurportyny).

12. Obrazowanie czasow zycia fluorescencji wybranych koniugatéw (FLIM) w komérkach.

13. Przeprowadzenie badah czasow dyfuzji komplekséw w komdrkach i ocena przydatnosci
badanych sond molekularnych do monitorowania proceséw komorkowych zwigzanych ze
snurportyng
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[.1. Bioréznorodnos¢ struktur analogoéw 5’ kapu i ich funkcje

[.1.1 Struktury kapu

Struktura kapu (lub tez czapeczki) znajduje sie na 5 koncu transkrybowanych RNA
(przepisywanych z sekwencji DNA) i petni szereg réznych funkcji, z czego gtéwnym zadaniem
jest m.in. chroni¢ RNA przed degradacjg przez 5’-egzonukleazy. Wsréd kanonicznych
struktur kapu wyrézni¢ mozemy m’G (MMG, monometylowany) kap, jego odpowiednie 2’-O-
metylowe pochodne oraz m3?%’G (dalej TMG, trimetyloguanozyno) kap. Na charakterystyczng
budowe m’G kapu sktada sie 7-metyloguanozyna (m’Guo) potgczona z faricuchem RNA
mostkiem 5’,5'-trifosforanowym (Rys. 1) i okresla sie nazwg kap ,0” lub po prostu m’G kap.
Jego pochodne zawierajgce dodatkowe grupy metylowe w pozycjach 2’-O kolejnych
nukleotydow w sekwencji nazwano kolejno kap ,1, 2, 3 i 4” co wskazuje odpowiednig liczbe
metylowanych grup 2’-OH. Kapy typu ,0, 1 i 2” wystepujg naturalnie u cztowieka® 2. Takie kapy
mogg zawiera¢ rowniez grupy metylowe na zasadzie azotowej i tu najczesciej wystepujaca
modyfikacjg jest m®A. Z kolei kap ,4” wykryty u pierwotniakéow Leishmania posiada az dwa
dodatkowo modyfikowane na zasadzie nukleotydy: mz°An i m*Un* 4. Jako wazng modyfi-
kacje struktury kapu nalezy wyrdzni¢ te, ktéra w reszcie 7-metyloguanozyny jest podwojnie
metylowana w pozycji egzoaminowej N2 i taki kap nazywa sie trimetyloguanozyno (TMG)
kapem. Kazdy z tych rodzajéw kapu petni nieco inne funkcje a ich syntetyczne analogi znajdujg
zastosowanie np. jako inhibitory proceséw biochemicznych angazujgcych te kapy® 6, np.
analogi m’G kapu jako inhibitory procesu translacji’ (rozdz. 1.1.5).

m’G ; MMG ; monometyloguanozyno kap
m;227G ; TMG ; trimetyloguanozyno kap

mostek 5',5' trifosforanowy

?
+ B=A,C,GlubU
i j‘jl% 5 9 0 o
NN 0-P-0-p-0-P-0 B
R

N
@000' 0
|O|

HO ° OH ¢
[ R
0=P-0 o
&
o o.

MMG kap TMG Kap 0=P-0 o
kap 0: R=H, R{,Rz,R3= H R= CHs, R{,Rz,R3=H o) w
kap 1: R= H, Ry= CHs,Ry,Rs= H o O
kap 2: R= H, R{=R,= CHa,Rs= H 0=F|’—O 3

kap 3: R= H, Ry,Ry,R3= CH3 cl)' N tancuch RNA

Rys. I. 1 Struktury réznych kanonicznych kapow konca 5’ réznych RNA (mRNA, ncRNA) u eukariontéw

Dojrzate mMRNA zakonczone na 5’ kapem (gtéwnie m’G, ale niekiedy TMG réwniez ulegajg
translacji, patrz 1.1.2), po spetnieniu swojej funkcji w biosyntezie biatek, ulegajg rozpadowi
z udziatem réznych enzymow takich jak 3’ i 5’-egzonukleazy (odpowiednio egzosom i Xrnl),
enzymy DcpS, Dcp2, Nudtl6 (rys. I. 2). Sygnatem do rozktadu mRNA jest deadenylacja 3’
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konca, nastepnie rozktad moze zachodzi¢ jednoczesnie albo w kierunku od 3’ do 5’, albo &’
do 3. Utylizacja rozumiana jako degradacja takich fragmentow jest szczegdlnie wazna
w homeostazie zycia komorek, np. w proliferacji komorek nowotworowych wazng role odgrywa
biatko elF4E, ktérego nadekspresje powigzano z wieloma typami nowotworow®?*? i ktére w
takiej sytuacji powodujg rowniez inicjacje translaciji stabych, niekorzystnych mRNA i dla ktérych
kumulacja ,$mieciowych” biatek moze indukowa¢ karcynogeneze**>. W normalnych warun-
kach (poziomach biatka elF4E) ten proces jest nieznaczgcy i regulowany przez wiasnie
odpowiednie enzymy degradujgce. Enzymy te katalizujg reakcje dekapowania na rézny
sposob, np. Nudt16 i Dcp1/2 tng wigzanie fosfodiestrowe miedzy atomami fosforu a i B,
podczas gdy DcpS miedzy pozycjami B-y (rys. |. 2B).

A kapowany mRNA .\ m’G lub
Fece " kap | TMG

Dcp2 lub

hNudtle  rozktad 5'->3’ rozktad 3'->5’ egzosom

k!

e ) 'thb_
e Xl dekapowanie Deps degradacja
© ew dekapowanie
degradacja \ s
e
Dcp1/2
B lub Nudt16
/ Al i
s O—P-0O-P-O-P-0 N™>N”NH,

Rys. I. 2 Schematyczne przedstawienie: A. Sciezki degradacji kapowanego mRNA; substratem dla
Dcp1/2 lub hNudt16 sg relatywnie dtuzsze fragmenty mRNA a dla DcpS krotsze, ktore ulegly juz
czesciowej degradacji przez egzosom, B. migjsca ciecia w obrebie mostka 5’,5’-trifosforanowego przez
enzymy dekapujgce kanoniczne (m’G/ TMG) kapy: Dcpl/2, Nudt16 i DcpS.

Do nie tak dawna (2009r.) uwazano, ze sg to jedyne naturalne struktury kapu w zywych
organizmach, jednak pojawity sie prace opisujgce detekcje rowniez niekanonicznych
struktur kapu (ang. non-canonical caps, NCC)'®*8, Do tej grupy kapow zalicza sie metabolity
nukleotydow: dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NAD), koenzym A (CoA), dinukleotyd
flawinoadeninowy (FAD), urydyno 5’-difosfoglukoza (UDP-Glc) i 5’-N-acetyloglukozamino
difosforan urydyny (UDP-GIcNAc). Zostaty one przedstawione na Rys. 2 wraz z zaznaczonymi
organizmami w ktérych je wykryto. NAD i CoA kapy wykryto poczatkowo w matych RNA
bakterii’® i NAD jako pierwszyu drozdzy i cztowieka?®. Julius i wsp.?! rozszerzyli zasob
naturalnych kapéw o FAD, UDP-GIc i UDP-GIcNAc, wskazujgc rowniez ze NCC petnig funkcje
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w regulacji ekspresji genéw, np. bakteryjna polimeraza RNA katalizuje reakcje biosyntezy
NAD i UDP kapowanych RNA. Wsréd NCC wyrdznia sie jeszcze polifosforany dinukleotydow
(NpnNs)?23 (Rys. I. 2), ktdre zidentyfikowano u bakterii i ktére w odréznieniu od poprzed-nich
nie sg syntezowane przez koenzymy (tzw. koenzymowe kapy). Tak wysoka bior6znorod-nosc¢
struktur kapu i petnionych przez nich funkcji sprawita, ze naukowcy skierowali ostatnio ku nim
swoje zainteresowanie® 12

Rys. I. 3 Struktury réznych niekanonicznych kapéw konca 5’ réznych RNA wraz z organizmami u ktérych
je wykryto (zmodyfikowany na podst.?4)

Biosynteza NCC zachodzi z udziatem polimeraz RNA w procesie transkrypcji, gdzie
metabolity kapow sg transkrybowane zamiast kanonicznych, np. preferowany NAD czy NADH
nad ATP, szczegolnie przez mitochondrialne polimerazy?26. W kilku pracach? 2’ sugeruje sie
réwniez, ze kap NAD moze powstac post-transkryptycznie z udziatem snoRNA, np. u ludzi.
Mechanizm powstawanie tej modyfikacji nie zostat jeszcze poznany. Stwierdzono, ze NAD u
eukariotow petni role znacznika destabilizujgcego?®, tzn. NAD-RNA transfekowane do komorek
eukariotycznych wykazaty mniejszg stabilnos¢ niz niekapowane RNA. NCC wystepujg w ok.
0,3% w ludzkim mRNA?, a w mysim mRNA wykryto od 3,7 (watroba) do 5,1% (komorki nerek)
NCC w poréwnaniu do catkowitej ilosci wykrytych kapow. U Escherichia Coli NCC stanowito
100% catkowitej iloci kapu.
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Enzymy katalizujgce reakcje degradaciji struktury kapu nazywa sie potocznie dekapujgcymi
i nalezg do nich hydrolazy (konkretniej fosfatazy). Degradacje m’G i TMG kapu opisatem
szerzej w dalszych rozdziatach (roz. 1.1.4). Praca przeglagdowa z 2022r. podaje obecnie
poznane enzymy katalizujgce reakcje degradacji NCC'® i zostaty one przedstawione w tabeli
1 orazrys. |. 4.

Tabela 1 Enzymy degradujgce niekanoniczne kapy

Klasa Enzymy Substrat Produkt
Hydrolazy 5’-hydroksy DXO/Rail, Dxo1,

dinukleotydéw Xrnl, Ratl XppA-RNA XppA + pRNA
Hydrolazy difosforanéw NudC, Nudt2,

nukleotydéw potgczonych z X | Nudt7, Nudt8, XppA, i
(Nucleotide linked to x, Nudt12, Nudtl5, | XppA-RNA Xp + pA-RNA
Nudix) Nudt16, Nudt19

Hydrolaza pirofosforanu XppA,

nukleotydow RppH XppA-RNA Xp + pA-RNA

Hydrolaza polifosforanéw Npppp(p)N, i
dinukleotydow ApaH Npppp(p)N-RNA NPP + pp(p)N-RNA

“X” oznacza¢ moze rybozyd nikotynoamidowy, rybitol, penteine (NAD, FAD lub odpowiednio CoA)
w zaleznosci od substratu

A\
pNpRNA 5’- egzonukleazy

A
p'pvaiN A Pirofosfohydrolazy (PPH)
v 5’-hydroksy dinukleotydo Miejsce ciecia
OH-NPNPRNA hydrolazy (HDH)
vy . Y Rodzina Nudix
(Nr)ppApRNA DeNADding
vy _ - ,
(FOPPAPRNA DeFADding Y Rodzina DXO/Rail
Yy

(PHppApRNA  DeCoAding

\j ;
Np,ppPNpRNA Polifosfohydrolazy

Rys. |. 4 Schematyczne przedstawienie miejsc rozszczepienia wigzan estrowych przez hydrolazy (Nudix
i DXO/Rail)

W swojej pracy, ze wzgledu na badanie analogéw TMG kapu, omoéwitem szerzej zagadnienia
z nim zwigzane jak biosynteza, wystepowanie, funkcje i enzymy dekapujgce.

1.1.2 Wystepowanie i biologiczne funkcje m’G i TMG kapu

Struktura m’G kapu obecna jest na 5’ koncu mRNA i jego najwazniejszg funkcjg jest
inicjacja translacji (wigzanie z elF4E, podjednostkami rybosomow i catg maszynerig translacyj-
ng). Wsrdd innych funkcji wyrézni¢ mozna eksport do cytoplazmy, poliadenylacje, splicing
(proces sktadania gendéw; wycinanie niekodujgcych fragmentéw pre-mRNA), degradacje (po
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spetieniu funkcji mMRNA)?. Niektore m’G kapowane RNA ulegajg dalej reakcji hipermetylacii
do TMG kapu (katalizowana przez TGS1, rozdz. 1.1.3)

TMG kap wystepuje na 5" koncu w wigkszosci niekodujgcych RNA jak mate jgdrowe RNA
(SNRNA)*°, mate jaderkowe RNA (snoRNA)***¢ RNA telomerazy (dtugie niekodujgce RNA,
INCRNA)*"3°, ale réwniez w przypadku niektorych mRNA%-44,

snRNA charakteryzujg sie duzg zawartoscig nukleotydéw urydynowych, stad czesto
nazywane sg U-bogatymi snRNA i nalezg do nich RNA stanowigce prekursory spliceosomu
(U1, U2, U4/Ue6, U5, U7, U11, U12). Te snRNA mozna dalej podzieli¢ na Sm RNA (wszystkie
précz U6) wigzgce biatko Sm i LSm (U6, Ubatac) wigzgce biatka podobne do Sm (ang. Like-
Sm, LSm). Sm RNA posiadajg TMG kap, natomiast LSm RNA wyjgtkowo posiadajg kap
5’-monometylotrifosforanowy, tj. CHs-pppG). TMG kap u snRNA umozliwia interakcje ze
snurportyng, biatkiem inicjujgcym translokacje cytoplazmatyczno-jgdrowg. Kompleks trans-
portowany jest do jgdra komoérkowego i tam nastepuje jego dysocjacja i dalej zachodzi splicing.
Tym samym TMGpppN stanowi u SnRNA sygnat transportu dojgdrowego (ang. NLS)#5: 46-51
i potencjalnie mozna go wykorzystac¢ réwniez w syntetycznych i terapeutycznych AONs (ang.
antisense oligonucleotides) celem zmaksymalizowania ich stezenia w jgdrze komorko-wym.
Moreno i wsp.5? wykazali, ze uzycie TMG kapu w AONs i innych RNA/DNA duzych rozmiaréw
faktycznie znaczgco zwigksza ich lokalne stezenie w jgdrze komdrkowym. Metoda ta jest
obiecujgca jako, ze nie wymaga przytgczania sekwencji aminokwaséw wigzanych przez biatka
importujgce (importyna a/B) metodg syntezy w fazie statej (SPPS)%*%°. Procesy zachodzgce z
snRNA w biosyntezie spliceosomu opisatem szerzej w rozdziale dotyczgcym interakcji ze
snurportyng (rozdz. 1.2.1)

Do snoRNA zalicza sie krotkie RNA: U3, U8, U13 a ich hipermetylacja zachodzi w przeciw-
ienstwie do snRNA w jgdrze komérkowym i katalizowana jest przez SF TGS1°¢-%8, Po metylacji
snoRNA kierowane sg do ciatek Cajala, ulegajg dojrzewaniu, a dalej transportowane sg do
jaderka® (suborganella). Jgderko jest miejscem biogenezy i transportu snoRNA i rybosomal-
nego RNA (rRNA). Sugeruje sig, ze TMG kap u snoRNA petni role sygnatu transportowego do
jaderka niektorych komdrek* %% | ale jednak nie wszystkich3® €0-64,

Niektore mRNA kodujgce sekwencje aminokwasowg biatek selenowych réwniez posiadajg
na 5’ koncu strukture TMG kapu“® ¢3. W tym przypadku TMG kap petni role ochronng i oraz
hamuje translacje, tzn. uniemozliwia translacje zalezng od elF4E, bo nie rozpoznaje ono
mRNA kapowanych TMG. Inicjacja translacji zachodzi poprzez biatko eEFSec oraz przez
przytaczenie tRNA z antykodonem komplementarnym do UGA, co umozliwia jego odczytanie
jako selenocysteiny zamiast jako kodon STOP. tRNA w tym przypadku niesie w ramieniu
antykodonu aminokwas — seryne. Jej modyfikacja w wyniku reakcji translacji powoduje
powstanie selenocysteiny. Przytgcza sie kolejne biatko SECIS2 (SBP2) (Rys. I. 5)3*%4 nastepuje
przytgczenie kompleksu Sec-tRNA-EFSec-mRNA do jednostki rybosomu oraz translacja
MRNA i biosynteza selenoproteiny. Selenoproteiny petnig funkcje ochronne m.in. przed
stresem oksydacyjnym, stanami zapalnymi, chorobami nowotworowymi, chorobami ukfadu
odpornosciowego czy tez meskiego uktadu rozrodczegol® 40 6567
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Rys. I. 5 Schemat przedstawiajgcy oddziatywania biomolekut zaangazowanych w translacje seleno-
proteinowych mRNA: eEFsec, SBP2, tRNA[Ser]Sec i mRNA zakonczone TMG kapem*°

TMG kap zlokalizowano réwniez na 5’ koncu wielu mMRNA u nicieni czy $widrowcow* 68 70-
2 i petni tam role regulatorowg ekspresji genu, bierze udziat w wielu procesach zyciowych
groznych pasozytow (translacja mRNA). Geneza TMG kapowanych mRNA u nicieni zwigzana
jest z procesem trans-splicingu, ktéry w odréznieniu od zwyklego splicingu na potgczeniu
egzonow z dwdch odrebnych RNAS® 7 W wyniku tego procesu dotgczany jest TMG kap z
krotkg sekwencjg SL, tzw. splice leader. Gtéwng funkcjg trans splicingu jest przetwarzanie
(edytowanie) operonéw** ™ ™ oraz prawdopodobnie zapobiega terminacji transkrypcji w
operonach. Trans-splicing do kohca 5 mRNA dodaje TMG kap, ktory blokuje degradacije
egzonukleolityczng i umozliwia kontynuacje transkrypcji przez pozostatg czes¢ operonu.
Nastepnie ogon poli-A chroni RNA przed miejscem cigcia przed degradacjg. U C. elegans ok.
70% gendw ulega procesowi trans-splicingu, ale tylko ok. 9% znajduje sie¢ w procesie
koncowym. Niektore nicienie mogg nie zawiera¢ operondéw’. Z tych powodéw podejrzewano
inne funkcje tego procesu jak zwigkszona stabilnos¢ mRNA czy wydajno$¢ translacji, jednak
wykazano, ze TMG-SL-mRNA nie s3 ani bardziej stabilne, ani nie ulegajg skuteczniej translacji
niz mRNA niepodlegajgce temu splicingowi””-"°. Na chwile obecng trans-splicing wykryto w
wielu organizmach, np. Euglenozoa, ptazince, nicienie, $widrowce czy skorupiaki** 7°.

Hipermetylacji ulegajg tak samo niektore mRNA wirusa HIV® °, Te mRNA okresla sie
mianem poznych, a TMG kap umozliwia przeprowadzenie specjalistycznej translacji niezaleznej
od elFAE i 4E-BP ¥ (Rys. . 6).
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elFAE zalezna translacja m’G-mRNA wirusa HIV Specjalistyczna translacja TMG-mRNA wirusa HIV
kontrolowana przez allosteryczny inhibitor 4E-BP niezalezna od elF4E i 4E-BP, zalezna od Rev
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Rys. I. 6 Szlaki translacji wczesnych i p6znych mRNA wirusa HIV, ktére wspotzaleznie kontrolujg
ekspresje wirusowych biatek regulatorowych i biatek strukturalnych/pomocniczych. Po lewej translacja
wczesnych mRNA wirusa HIV zalezna od elF4E, po prawej translacja p6znych mRNA wirusa HIV
niezalezna od elF4E i 4E-BP i zalezna od poziomu Rev; CBP80 — biatko wigzgce kap 80, Vpr —wirusowe
biatko R; Tat, Rev, Gag, Gag-pol — biatka wirusowe stuzgce namnazaniu wirusa, na podst. 8°

Wczesne mRNA HIV to w petni przetworzone mRNA, ktére podlegajg zaleznej od elF4E
translacji do biatek Tat, Rev i Nef. Hipofosforylowany 4E-BP allosterycznie wigze elF4E,
blokuje interakcje z elF4G i zatrzymuje inicjacje translacji. TMG kapowane mRNA zalezne od
elementu Rev/Rev-responsywnego umozliwia specjalistyczng translacje niezaleznie od
aktywnosci elF4E. HIV niesplicowane i pojedynczo sktadane syntezujg wirusowe biatko R a to
zwieksza 4E-BP® i hamuje translacje zalezng od elF4E. Translacja mRNA z kapem TMG trwa
do czasu, gdy brak aktywnosci Tat/Rev ogranicza biosynteze Vpr’®. Zmniejszenie poziomu
MRNA z TMG kapem (np. przez nokaut enzymu TGS1) kodujgcych wirusowe biatka
pomocnicze (Gag, Gag-Pol) ostabia proliferacje komérek. Zahamowanie tego rodzaju translacji
przez nokaut TGS1 zmniejsza infekcyjnosé wirionow o kilka rzedéw wielkosci’”®. To badanie
pokazuje, jak mato jeszcze wiemy o funkcjach biologicznych TMG kapu i jego wystepowaniu.

[.1.3 Biosynteza TMG kapu

Biosynteza TMG kapu odbywa sie w wyniku reakcji hipermetylacji azotu grupy aminowej
N2 przez grupe CH3 AdoMet zachodzgcej wg mechanizmu reakcji SN2°2 i katalizowanej przez
enzym trimetyloguanozyno syntaze (TGS1). Enzym ten wystepuje zarbwno w cytoplazmie jak
i jadrze i zostat dobrze poznany a rézne organizmy posiadajg rézne jego homologi®*®’ , od
matych (283 aa, S. Pombe) po duze (853 aa, ludzka)® % % Forma krotka (SF) odpowie-
dzialna jest za metylacje w jgdrze komérkowym i dotyczy snoRNA u drozdzy i ludzi, za$ dtuga
(LF) odpowiada za metylacie m’G kapu w cytoplazmie i dotyczy snRNA. Hipermetylacja
dotyczy réwniez niektérych mRNA, np. kodujgcych selenoproteiny i w tym przypadku moze
zachodzi¢ np. u cziowieka zaréwno w jadrze (SF) jak i w cytoplazmie (LF TGS1)% &,
Niezaleznie od miejsca reakcji, enzym wykorzystuje SAM (S-adenozylo-L-metionine) i m’G
kapowane RNA jako substrat. Reakcja jest dwuetapowa i w kazdym etapie atom wodoru
egzoaminowej grupy NH: ulega substytucji na jedng grupe metylowg (CHs):

(1) SAM + m’G(5’)pppN-RNA -> SAH + m,>’G(5')pppN-RNA (DMGpppN-RNA)
(1) SAM + m2’G(5")pppN-RNA -> SAH + m322’G(5")pppN-RNA (TMGpppN-RNA)
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I.1.4 Degradacja m’Gi TMG kapu

Degradacja m’G kapowanych RNA zachodzi z udziatem pirofosfataz: Dcp1/Dcp2%-102,
DcpS10319  hNudt16%112 Charakteryzujg sie one rézna specyficznoscig substratowg i
regioselektywnoscig. Substratem dla ludzkiego kompleksu Dcp1/Dcp2 sg diuzsze (>25 nt)
mMRNA z m’G kapem, dla ludzkiego DcpS krotkie (~10-15 nt) oligonukleotydy réwniez z m’G
kapem. Warto wspomnieé, ze enzymy te ekspresjonowane z réznych organizmow posiadajg
rézne specyficznosci substratowe i tak przyktadowo DcpS z Ascaris suum (AsDcpS) katalizuje
rowniez reakcje N2-monopodstawionych syntetycznych analogéw m’G kapu'® z réznymi
podstawnikami: metylowy, etylowy, propylowy, butylowy, izopropylowy, podczas gdy hDcpS
tylko dla nierozbudowanych sterycznie (metyl, etyl). Rekombinowany DcpS (C. Elegans,
CeDcpS) rozni sie od ludzkiego ortologa pod wzgledem zdolnoéci do hydrolizy TMGpppN,
hydrolizujgc tylko substraty do dtugosci 3 nt1

Z wymienionych enzyméw, ludzki enzym Nudt16 wykazuje rowniez aktywnos¢ wzgledem
TMG kapu®!t 113115 | ydzkie biatko Nudt16 (ang. human Nudt16) jest hydrolazg z rodziny Nudix
o aktywnosci fosforodiesterazy i katalizuje reakcje hydrolizy wigzania fosfodiestrowego
miedzy atomami Py i Pg. hNudt16 wystepuje w komdrkach wszystkich analizowanych tkanek,
wykazuje lokalizacje cytoplazmatyczno-jgdrowa*? oraz hydrolizuje mono- i hipermetylowany
kap wystepujacy np. na matych jaderkowych RNA. Nadal niewiele wiadomo o specyficznosci
substratowej tego enzymu. Wiadome jest, Ze enzym Kkatabolizuje takie substraty jak
kanoniczne (d)NTPs, dinukleotydy i kapowane mRNA, jednak ostatnio wykazano, ze
substratem sg tez poliADP-rybozylowane (w wyniku modyfikacji post-translacyjnych) biatka®®
116 Enzym wykorzystuje rozne dwuwarto$ciowe jony, m.in. magnezu lub manganu jako
kofaktory w reakcji a ich obecnos¢ lub brak determinuje specyficznos¢ substratowa.
Dotychczas potwierdzono mate jgderkowe RNA (snoRNA) U8 jako substrat w obecnosci Mg?*
oraz m’G kapowane mRNA w obecnosci Mg?* lub Mn?* 17, Degradacja 5 kornca mRNA
zachodzi wg nastepujgcego schematu:

m’GpppN-RNA -> m’Gpp + p-N-RNA

Podobnie zachodzi dla trimetylokapu (TMG) w wyniku czego powstaje TMGDP i p-N-RNA.
Co ciekawe, niektére mRNA, ktére ulegto juz degradacji moze dalej podlegaé procesowi
rekapowania, tj. odtworzenia struktury kapu*®. Proces ten wymaga jako substratu difosforanu
kapu i fragmentu p-N-RNA oraz enzymu RNGTT. Pokazuje to, ze biosynteza kanonicznych
kapéw moze zachodzi¢ nie tylko kotranskryptycznie, ale tez post-transkryptycznie.

hNudt16 katalizuje réwniez reakcje degradacji NAD, NADH, CoA oraz FAD kapdw?!10: 112 119,
120 przy czym preferuje znaczgco NAD nad pozostate!'®, Jest zatem niespecyficzny, lecz
selektywny. Znana dotad specyficzno$¢ substratowa kanonicznych kapow jest nastepujgca
(wg kolejnosci od najsilniejszych substratow)**:

GpppG > M’'GpppG > M’GpppA > TMGpppG

Biatko Xenopus laevi X29 jest homologiem ludzkiego enzymu Nudt16 i zostato
zidentyfikowane przez jego wysokie powinowactwo do wigzania sie z matym jgderkowym RNA
U8 (U8 snoRNA)*, niezbednym do biogenezy rybosomoéw. Biatko te moze usuwaé¢ m’G i
TMG kapy z RNA": 12! "czynigc je substratami dla 5’-egzonukleaz do degradacji. Podobnie do
Nudt16, w obecnosci Mg?* biatka hydrolizujg kap 5' z tylko jednego substratu TMG-RNA - U8
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snoRNA, jednak w obecnosci Mn?* lub Co?* wszystkie kanoniczne RNA s3g substratami oraz
wydajnos¢ degradacji jest wyzsza®’

[.1.5 Zastosowanie syntetycznych analogéw kapu

W literaturze do$¢ szeroko zbadano i opisano wykorzystanie syntetycznych analogéw m’G
kapu. Wiodgcym zastosowaniem kapowanych mRNA jest terapia i prewencja chorob,
w tym szczepionki mMRNA. Pierwsze prace opisujgce biologicznie aktywng produkcje mRNA
zostaty opublikowane w 1984 r. przez Kriega i wsp*?2. W 2000 r. Hoerr i wsp. wykazali, ze
bezposrednia iniekcja mMRNA moze wywota¢ odpowiedz immunologiczng u myszy'?. W 2008
r. dwa koncerny farmaceutyczne Novartis i Shire utworzyly dziaty badan mRNA, przy czym
pierwsza firma skupita sie na szczepionkach, a druga na terapiach. W tym czasie firmy
BioNTech i Moderna rowniez dofgczyty do prac nad rozwojem technologii opartych na mRNA.
Do 2019 r. Moderna opracowata dziewie¢ kandydatéw na szczepionki mMRNA przeciwko
chorobom zakaznym wywotywanym przez koronawirusa, ludzki metapneumowirus, wirus
RSV, cytomegalowirus, wirus grypy, Epsteina-Barra, wirus HIV, Zika oraz Nipah, jednak zadna
z tych szczepionek nie zostata dopuszczona jeszcze do obrotu'?* a problemami sg wysoka
niestabilnos¢ mRNA, wtasciwosci immunogeniczne czy trudnosci w przenikaniu przez btony
komodrkowe. Praktyczne wykorzystanie szczepionek opartych na mRNA zyskato znaczenie z
poczat-kiem 2020 roku, po wybuchu pandemii COVID-19. Pierwsza szczepionka mRNA-1273
przeciwko zespotowi ostrej niewydolnosci oddechowej wywotanej koronawirusem SARS-CoV-
2 zostata stworzona przez amerykanskg spétke Moderna w bezprecedensowo krotkim czasie
ponizej roku. W podobnym czasie rowniez firmy BioNTech i Pfizer stworzyty szczepionke
mMRNA przeciwko COVID-19'%, a obecnie Moderna planuje réwniez szczepionki COVID-19
nowej generacji, stabilne w lodowce (MRNA-1283) i obecnie znajdujg sie w badaniach 3-ciej
fazy. Do zalet szczepionek mRNA naleza: a) skuteczna aktywacja specyficznej komorkowej i
humoralnej odpowiedzi immunologicznej bez indukcji odpowiedzi antywektorowej, b) szybka,
skalowalna produkcja zapewniajgca wysokie wydajnosci w warunkach in vitro, c¢) niska
reaktogennos¢ w przeciwienstwie do klasycznych inaktywowanych szczepionek wirusowych.

Transkrypcja in vitro jest szeroko stosowang metodg produkcji mRNA do celéw ba-
dawczych i rozwoju terapeutycznego. Struktura m’G kapu i jego analogéw w mRNA, kluczowa
dla stabilnosci i translacji, nie jest domysinie wigczana w tej metodzie. Kilka analogéw kapu
znalazto w tym obszarze zastosowanie komercyjne i pomagajg wielokrotnie zwiekszy¢ wydaj-
no$¢ translacji, jak np. analog m>"*°-GpppG ARCA (Rys. |. 12) i analogi CleanCap® (Rys. |.
7), ktére sg z kolei opatentowanymi trinukleotydowymi analogami kapu-1, a niektére réwniez
analogami ARCA (m2"*°Guo).
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Rys. I. 7 A. Trinukleotydowe analogi CleanCap® stuzgce zwiekszeniu wydajnosci translacji mRNA,
B. Obrazy pokazujgce réznice aktywnosci lucyferazy i wydajnosci translacji roznych Fluc mRNA u
myszy, 24 h po podaniu jednokrotnym (d = 1 mg/kg) 12¢

Technologia CleanCap® firmy TriLink oferuje tatwe, wydajne (>95%) rozwigzanie dla ko-
transkrypcyjnej reakcji wprowadzania kapu bezposrednio do 5 konca mRNA. Analog
CleanCap® M6 z modyfikacjg m,%2°-A jest najnowszym, czwartym w ofercie analogiem m’G
oraz zwieksza ekspresje biatka o ponad 30% w poréwnaniu z poprzednimi analogami.
Zastosowanie tej technologii zwieksza wydajnos¢ kapowania (>95%) w poréwnaniu do
analogu ARCA (~60-80%) oraz skraca czas produkcji mMRNA (zmniejsza wymagania co do
etapdw oczyszczania). CleanCap® jest stosowany na przykiad przez BioNTech/ Pfizer w
produkcji szczepionek mRNA BNT162b1 i BNT162b2 przeciwko SARS-CoV-2 127-130

Niektore analogi fosforanbw m’Guo i dinukleotydowe analogi m’G kapu znalazty
zastosowanie rowniez jako inhibitory translacji (Rys. I. 9). Sg to zwigzki inhibitujgce biatko
elF4E, ktdére przez zwigzanie m’G kapowanych mRNA rozpoczyna maszynerie translacyjng
zwigzana z innymi biatkami czy tRNA. Wspomniane zwigzki blokujg dostep dla substratéw
komdérkowych uniemozliwiajgc ich translacje. Wsrdd nich, analog dinukleotydowy modyfikowa-
ny w poz. N2 triazolem i pierscieniem fenylowym wykazat jedne z najsilniejszych wtasciwosci
inhibitujg-cych®®. Tu warto podkresli¢, ze nadmierna translacja zachodzi w komorkach
nowotworowych, ktére szybko i niekontrolowanie sie namnazajg i w wielu typach nowotworow
zaobserwowano zwiekszone poziomy elF4E"10132-134 3 szczegolnie jego fosforylowanej formy
(p-elF4E)®1%5-138 ktore uznano za onkogenne biatko. Zmniejszanie aktywnosci elF4E, konkret-
nie w zmienionych nowotworowo komérkach moze przynie$¢ korzysci terapeutyczne (brak
dalszego namnazania)

26



0 c O
HN'UI X 0 0 HN-NS O 0 0 0 <NfNH
HNSNTN 0POPOPBO N NN OB ORORORO, N N"NH,

Y o o o LN 6 b oo
HO OOH HO ° OH OH OH
M’GTP ICsy=4,4 uM m’GppppG 1C5p= 5,1 uM
o , 0
HEJ\J[N‘; o 0 0 HNJ\IN+ o 0 0 Y
HNZ SN 0-p-0-P-0-B-0°  py 0-P-X-P-0-P-0 NSNS NH,
Vi N @/ o & & O
HO ©OH HO ©'OH OH OH
m’GTPas$ (D1 lub D2) X:-0  m’GpppG ICs50= 8,3 UM

X:-CH, m’GpCH,ppG ICs= 16,3 pM

ICs0= 0,56 uM (D1) i 1,44 puM (D2) X. NH m’GPNHDPG  ICa= 4,0 uM

Q o o}
HN SN o) HN SN O 0 0 N
)Q‘ | ‘> O—E’—O' )\\ | ‘) ] T T <’ /]\
HN NN . HN" NN O-P-0-P-0-P-0 N NH,
/}/p] ~0~ o ~o~ o o O 0
N ““‘*N " HOYOH N “‘N HO ™ OH OH OH
o o
n=1: m7GMPN2CH2 szl CH2-Ph |G, = 10,5 M m’GNZ-CH2-triazol-CH2-Phn g G |Chy = 0,8 M

n=3: m?GM PNQ—CSHG—triazol—CHZ—Ph ICSO= 8,5 IJM

Rys. I. 8 Przyktady silnych inhibitoréw translacji w oparciu o analogi tri- i monofosforanéw m’Guo i m’G
kapu wraz z wartosciami |Cso wobec ludzkiego elF4E 3% 139

Wsréd silnych ligandéw enzymu hDcpS bedacych jednoczesnie odpornymi na degradacje
sklasyfikowano m’GDP oraz dwa analogi m’G kapu modyfikowane w mostki 5’,5'-trifosforano-
wym w poz. B-y (miejsce ciecia) (Rys. I. 9A,B). Ponadto zaobserwowano, ze m’GDP i TMGDP
wigzg sie z wysokim powinowactwem i inhibitujg reakcje hydrolizy m’GpppG (substrat, rys. I.
9A) enzymem DcpS (rézne jego homologi: ludzki, z drézdzy, nicieni) in vitro 4°. Podobnego
efektu oczekuje sie od wspomnianych dwoch ligandéw bedgcych niehydrolizowalnymi
analogami m’G kapu (panel B), jednak to nie zostato jeszcze zweryfikowane eksperymentalnie
105,141 Opracowano 5'-tiofosforanowe dinukleotydowe analogi m’G kapu wykazujgce wtasci-
wosci inhibitorow hDcpS %2, (panel C) i wsrod nich najlepszy inhibitorem enzymu okazat sie
zwigzek m’SGppspSG zawierajgcy az trzy modyfikacje z wprowadzonym atomem siarki
ktérego diastereoizomer D2 wykazuje nanomolowe stezenie inhibitujgce 1Cso. Znanymi dotad
aplikowalnymi klinicznie inhibitorami tego enzymu sg C5-podstawione 2,4-diaminopochodne
chinazoliny, mate czgsteczki otrzymane z m’GpppG jako struktury wiodgcej, ktére oprocz tego,
ze wykazujg inhibicje reakcji, to wykazujg rowniez indukcje ekspresiji biatka SMN2, ktore z kolei
powigzano z rdzeniowym zanikiem miesni (SMA, ang. spinal muscular atrophy). Okazuje sie
bowiem, ze niedobdr tego biatka zwigzany jest ze wzmozong aktywnoscig enzymu DcpS i co
ciekawe, badania z uzyciem wspomnianych zwigzkow wskazaty te relacje oraz na enzym
DcpS jako potencjalny cel terapeutyczny (podczas gdy w projektowaniu lekow zwykle cel
molekularny jest juz znany a poszukuje sie jego inhibitoréw). Wsrdd nich dobrze poznanym
inhibitorem jest czgsteczka RG3039, ktéra wykazuje poréwnywalne wartosci ICso (0,071 pM)
142 do wspomnianego juz analogu m’SGppspSG D2, chociaz nowe prace méwig o pochod-
nych chinazoliny z warto$ciami rzedu ~5-10 nM 43,
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Rys. I. 9 A. Schemat degradacji m’G kapowanego dinukleotydu przez enzym DcpS i przyktady analogéw
kapu, odpornych na degradacje B. bedacych silnymi ligandami DcpS wraz z wartosciami statych
dysocjacji komplekséw ligand-hDcpS 40, C. silnymi inhbitorami wraz z wartosciami ICso 142

Oproécz tego niektore analogi wykazujg aktywno$¢ przeciwwirusowg, np. m2’GMP (DMGMP),
m2’GpppG (DMGpppG) wykazujg aktywnos¢ inhibitujgcg wzgledem wirusowej 7-metylogua-
ninotransferazy ** a m’GMP oraz m’GpppG wzgledem RNA polimerazy wirusa Influenza 4°.
Spektrum zastosowania analogéw kapu w obszarze wiruséw wigzgcych kap stale rosnie, i tak
przyktadowo mechanizm kapowania (jego przytgczania) wykorzystujg rowniez wirusy poprzez
NS5 metylotransferaze, 2’-O-metylotransferazy czy guanylotransferazy, ktére mogg stanowi¢
cel molekularny a wsréd nich réwniez wirus HIV wykorzystuje w komorce gospodarze enzym
TGS1 do przytagczania TMG kapu, co zostato juz wspomniane (r.1.1.2) i dzieki czemu chroni
swoje mRNA przed degradacjg i zapewnia selektywng regulacje ekspresji biatek. Nakiero-
wanie leku na ten etap (TGS1 i translacje TMG-mRNA) moze znaczaco zmniejszy¢ infekcyj-
nos¢ wirusa.

Struktury TMG i MMG kapu wykorzystano w wielu ztozach powinowactwa'4¢-148 tgczac je
syntetycznie z uzyciem linkeréw alkilowych lub aminoalkilowych (Rys. I. 10). Przyktadowo
M. Jankowska i wsp. wykorzystali ztoza sefarozowe zakonczone zaréwno m’GpppG jak
i TMGpppG oraz ich analogami do oczyszczania izoformy biatka IFE-5 wykazujgcego
podwdijng, konkurencyjng specyficznosé wobec tych kapéw#®, Huber i wsp. TMG kapowane
ztoze agarozowe z silnym potgczeniem biotyna-streptawidyna do wigzania i oczyszczania
snurportyny, biatka specyficznie wigzgcego TMG kapowane RNA !# a Szczepaniak i wsp.
zloza sefarozowe z m’GpppA lub jego modyfikowanym grupg metylenowg analogiem do
oczyszczania mysiego elF4E lub DcpS (analog CH2) lub mieszaniny wielu biatek wigzgcych
kap w ekstrakcie z drozdzy 8.
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Rys. I. 10 Przyktady zywic powinowactwa do oczyszczania biatek wigzgcych kanoniczne kapy, oparte
na strukturach TMG lub MMG kapu: A. faczony przez linker i biotyne-streptawidyne 4°, B. tgczony
przez modyfikowang kwasem lewulinowym ryboze, C. tgczony przez linker 1,6-diaminoheksanowy na
zasadzie adeninowej 48

mRNA z analogami m’G kapu takimi jak anty-rewersyjne analogi kapu (ARCA, S-ARCA,
CH2-ARCA) pokazane na rys. I. 11 wykorzystano do zwiekszenia efektywnosci translacyjnej
i biosyntezy biatek, np. lucyferazy, co jest szczegdlnie wazne z punktu widzenia ekonomii i
syntezy w duzej skali (alternatywg jest np. stosowanie drogiego enzymu VCE, kapujgcego
enzymu wirusa Vaccinia, jednak stuzy on jedynie przytaczaniu m’GpppN (kap 0)). Analog
ARCA m,"3°GpppG jest obecnie powszechnym komercyjnym reagentem do syntezy mRNA
o wysokiej aktywnosci translacyjnej 5. Analog ten zwieksza 2-krotnie efektywnos$¢ translaciji *>°
poprzez powstawanie transkrypbowanych mRNA tylko o jednej, okreslonej orientaciji
(przytgczone od strony Guo). Analog m."*-°GppCH,pG chociaz zapewnia odporno$¢ na
degradacje ludzkimi enzymami DcpS i kompleksem Dcpl/2, to zmniejsza niestety powino-
wactwo do elF4E i efektywnos¢ translacji 1%, stgd powstata kolejna generacja, S-ARCA a
wsrod niej analog m2’?°GppspG D2 (B-S-ARCA) jest odpormny na hydrolize enzymem DcpS,
zapewnia wiekszg stabilnos¢ w warunkach komoérek ssaczych (3-krotnie dtuzszy czas
biologicznego péttrwania ti, od m’GpppG) oraz zwieksza efektywnos$¢ translacji mRNA lucy-
ferazy 2,4- oraz 5,8-krotnie wzgledem odpowiednio analogu ARCA i niemodyfikowanego
analogu m’GpppG **!, chociaz inne badania w komérkach HelLa wskazaty na stabszy efekt
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(2,8x wzgledem m’GpppG) 2. Inny syntetyczny analog m."?°GpppSG wykazat odpornos$¢
na hydrolize enzymem Dcp2 oraz 2,8x wzrost efektywnosci translacyjnej lucyferazy, taki sam
jak B-S-ARCA.

o o o 0
HNJEN\; O 0 o Ny ONH ‘ N; 0O 0 0 ,Nf'LNH
> 0-P-0-P-X-P-0 = /L 0-P-0-P-O-P-Y N
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HO 0. OH OH 0JoH OH OH
ARCA, m,"3-OGpppG X:0 S-ARCA, X=8, Y=0 m,"2-9GppgpG (D1 lub D2)
CH,-ARCA, m,"¥"°GppCH,pG X: CH, X=0,Y=S m,2-%GpppSG

Rys. I. 11 Przyktady analogow m’G kapu typu ARCA, CH2-ARCA i S-ARCA w projektowaniu mRNA
o zwiekszonej aktywnosci translacyjnej

Darzynkiewicz i wsp. zastosowali dinukleotydowe analogi m’G i TMG kapu do reakcji
kapowania U6 snRNA z (wt), bez (Ass) lub ze zmienionym fragmentem Sm site (AD) (rys. I.
12) z pomocg T7 polimerazy '*2 i dalej do oceny ich zdolnosci do przenikania do jgdra komor-
kowego zabich oocytéw. Okazuje sie, ze tylko TMG kapowany U6 snRNA z niezmienionym
fragmentem (typu dzikiego, wt) wykazywat takg zdolnos¢.

AD
UBwt snRNA i UBAss ShRNA 2 UBAD snRNA
/ O
o 0 o A
RTN)\ 0-P-0-P-0-P-O N /’\NH
@ O O O 0 2
HO ©'oH OH OH
T7 U6 snRNA
m’GpppG: Ry = Ry = H z syntetycznym analogiem kapu

m?’GpppG: Ry = CH3, Ry, = H
TMGpppG: R4 =Ry = CH3;

Rys. I. 12 Przyktady wykorzystania syntetycznych analogéw kapu do przytgczania na 5’ koncu réznych
U6 snRNA: a) typu dzikiego, b) z delecjg fragmentu 20-25 nt (wigzgcy Sm site), c) ze zmienionym
fragmentem 20-25 nt, celem weryfikacji importu dojgdrowego semisyntetycznych snRNA (SDS-PAGE)

Podejrzewa sie, ze zaburzenia metabolizmu RNA mogg by¢ przyczyng niektorych choréb
neurodegeneracyjnych %1% (np. akumulacja snRNA z TMG kapem w chorobie Alzheimera
(AD) i nastepujgca agregacja biatek tau,- biatek wigzgcych RNA °. Analogi TMG kapu
znakowane fluorescencyjnie mozna by wykorzysta¢ do sledzenia proceséw agregacji shRNA
w komérkach AD. Analogi TMG kapu bedace inhibitorami trans-splicingu (sktadania egzonow
z roznych transkrybowanych mRNA, ktére sg poddawane ligacji) mozna by wykorzystac
potencjalnie w chorobach zwigzanych z niektdrymi groznymi pasozytami (tasiemce, $wi-

drowce), ktére sg zwykle trudne do wyleczenia i wystepujg na duzg skale (schistosomatoza
161»164)_

30



Podsumowujgc te czesc¢, przedstawitem szerokie wykorzystanie syntetycznych analogow
kapu réznorodnie modyfikowanych: w tancuchu fosforanowym (inhibitory DcpS, elF4E, analogi
S-ARCA), na rybozie (np. ztoza w chromatografii powinowactwa) oraz zasadzie azotowej (inhi-
bitory elF4E).

|.2. Snurportyna — funkcje, interakcje, wlasciwosci i znaczenie

[.2.1 Funkcje

Snurportyna (SPN1, snurportyna1) jest biatkiem adaptorowym, ktére znajduje sie w cyto-
plazmie i jgdrze komoérkowym, w komérkach kazdej analizowanej tkanki w podobnych
ilosciach, niezaleznie od typu komorek'®s. Nalezy do karioferyn, sklasyfikowana $cislej do
importyn'®. W cytoplazmie specyficznie rozpoznaje strukture trimetylokapu (TMG, msG) m.in.
w jadrowych RNAX (np. U1 snRNA), ktore dalej tworzg rdzen spliceosomu. Snurportyna
wigze TMG kapowane RNA, nastepnie wigze sie z innym biatkiem, importyng  (Rys. I. 13) i
taki kompleks biatkowy transportuje RNA z cytoplazmy do jgdra komorkowegol4’: 168170
Snurportyna jest zatem mediatorem transportu snRNA i snoRNA do jgdra komérkowego. Tam
ostatecznie kompleks rdzenia Sm z jadrowymi RNA bogatymi w urydyne (gt. U1, U2, U4/U6,
U5) wraz z siedmioma biatkami Sm (B/B’, D1, D2, D3, E, F i G, rys. I. 17), ktére sg wspdlne
dla kazdej czgstki snRNA oraz ze specyficznymi biatkami, ktére tgczg sie tylko z okreslong
czgsteczkg snRNA tworzy spliceosom i zachodzi proces dojrzewania mMRNA®,

Rdzen Sm

Rys. |. 13 Model kompleksu U snRNP. SPN wigze TMG kapowany snRNA i importyne B 17*

Ujmujgc w uproszczeniu funkcje snurportyny, uczestniczy ona posrednio w tworzeniu
spliceosomu, a zubozony jej dostep u cztowieka moze powodowaC hamowanie procesu
splicingu (wycinanie intronéw — fragmentow mRNA niekodujgcych aminokwasy). Wiekszos$¢é
intronow jest przetwarzana przez gtowny (zalezny od U2) spliceosom sktadajacy sie z U1, U2,
U4/U6 i U5 snRNP, podczas gdy niewielka grupa intronéw jest przetwarzana przez
alternatywny (zalezny od U12) spliceosom sktadajgcy sie z U11, U12, U4atac/U6atac i U5
snRNP. Biogeneza gtéwnych i mniejszych snRNP jest procesem wieloetapowym, ktory
wymaga kompleksu SMN"* 172 (ang. Survival Motor Neuron, Rys. I. 14). Kompleks SMN
peti funkcje modulatora, tj. element kontrolujgcy jakos¢ sktadania kompleksu biatkowo-
nukleotydowego. Kompleks SMN dziata jako molekularny chaperon RNP, narzucajgc wydaj-
nos¢ i swoistoS¢ procesowi biogenezy spliceosomalnego snRNP. Po utworzeniu snRNP
nastepuje hipermetylacja z udziatem enzymu TGS1 (trimetyloguanozyno syntetaza), co daje
znak snurportynie do inicjacji transportu (Rys. I. 14).
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Rys. I. 14 Schematyczne zobrazowanie importu snRNP z udziatem snurportyny; SPN1 — snurportyna,
SMN - biatko umozliwiajgce przezycie neuronu ruchowego; zmodyfikowany na podst. 172
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Rys. I. 15 Poréwnanie dwoch szlakéow importu dojadrowego — cNLS i zaleznego od TMG kapu
(snurportyna). Oba zachodzg poprzez kompleks poréw jgdrowych (NPC) i z udziatem importyny (.
cNLS — RanGTP zalezny, snurportyna — RanGTP niezalezny; zmodyfikowany na podst. 12

Wzgledne stezenia snurportyny i podstawowego czynnika rozpoznajgcego NLS Sm moga
réwniez rézni¢ sie w sposob specyficzny dla tkanki. Na przykiad zaobserwowano, ze import
jadrowy U1 snRNP in vitro jest mniej wrazliwy na hamowanie przez dinukleotyd TMGpppG,
gdy jest przeprowadzany w lizacie z retikulocytéw, w przeciwienstwie do cytozolu komérek
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HeLa'’. Sugeruje to, ze import U1 snRNP w lizatach z retikulocytow odbywa sie gtownie za
posrednictwem szlaku importu rdzenia Sm zaleznego od cNLS (Rys. I. 15).

Faktyczna dysocjacja snurportyny od importyny B nie nastepuje natychmiast po pasazu
NPC, ale dalej w jgdrze. Snurportyna musi uwolni¢ importowany substrat z TMG kapem, zanim
bedzie mogta utworzy¢ trimeryczny kompleks eksportowy z CRM1 i RanGTP. Powstanie
tego kompleksu jest wysoce kooperatywne (znaczgco mniejsze Kp w poréwnaniu tylko do
CRM1+snurportyna).

[.2.2 Specyfika wigzania TMG kapu przez snurportyne

Baza danych biatek (PDB) podaje kilka struktur krystalograficznych snurportyny w
kompleksie importu jgdrowego (identyfikatory PDB: 2p8q, 295d, 2gna i 3lww) i eksportu
(identyfikatory PDB: 3gb8, 3gjx, 3nby, 3nbz, 3nc0, 5dis) i tylko jedng strukture ekspery-
mentalng snurportyny zwigzanej z TMGpppG, substratem dinukleotydowym (identyfikator
PDB: 1xk5). W strukturach komplekséw importowych jedyng rozwigzang cze$cig byta domena
wigzgca importyne 3 (IBB) na N-konhcu (11-73), podczas gdy kompleksy eksportowe zawieraty
réwniez wspoirzedne dla centralnej domeny (97-254) i wigzgcej TMG kap (254-280). Jedynym
modelem strukturalnym zawierajgcym wspétrzedne atomowe dla wszystkich reszt biatkowych
jest ten przewidywany przez algorytm Alphafold, ktéry jest dostepny w bazie danych Alphafold
Protein Structure Database ’°. Przewidywanie regionéw wewnetrznie nieuporzgdkowanych
przeprowadzono przy uzyciu wielu serwerdow predykcyjnych i uczenia maszynowego.
Przedstawitem kilka reprezentaciji struktur ludzkiej snurportyny (Rys. |. 16) z uzyciem tych baz
danych, pokazujgc utozenie i strukture domeny wigzgcej kap oraz utozenie liganda TMGpppG
w tej domenie.

A

Domena wigzgca kap
(254-300)

PDB: 1XK5

Unitprot: 095149

[ Bardzo wysokie wysokie

niskie [ Bardzo niskie

-

Rys. I. 16 Struktury ludzkiej snurportyny z uzyciem A. AlphaFold wraz ze stopniem pewnosci dopasowa-
nia modelu, B i C. Protein Databank. Na panelu C. przedstawiona jest struktura TMGpppG w utozeniu
stackingowym (nakfadania sie guanin) i sgsiadujgce aminokwasy
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W tej strukturze krystalicznej wida¢ wyraznie, ze guanina i trimetyloguanina sg utozone
wzgledem siebie niemal rownolegle, jak warstwy. Takie boczne oddziatywanie pierscieni
nazywa sie stackingujgcym lub warstwowym i jest wzmacniane przez oddziatywanie z Trp276
(rowniez ustawiony rownolegle). TMG kap oprocz oddziatywan warstwowych wykazuje
réwniez stabilizujgce kompleks oddziatywania hydrofobowe z resztami Glu106 i Trp107.
Guanina tworzy wigzania wodorowe z Ser105 (NH.-OH) gdzie atom azotu N1 tworzy wigzanie
wodorowe z grupg karbonylowg tancucha gtdéwnego. Struktura jest stabilizowana rowniez
przez oddziatywania z mostkiem trifosforanowym, np. Lys128 i Arg129 oddziatujg z atomami
tlenu jak réwniez Lys144 jest w bliskim kontakcie taricucha fosforanowego. Ryboza wydaje sie
nie odgrywac przewazajgcej tu roli w stabilizacji struktury, chociaz Lys144 oddziatuje z
cyklicznym atomem tlenu rybozy. Patrzgc jedynie na powyzszg strukture mozna stwierdzic, ze
wprowadzenie modyfikacji w obszarze zasady azotowej lub mostka fosforanowego moze mieé
wplyw na oddziatywanie z biatkiem, z kolei ciezko wnioskowac¢ o to w przypadku rybozy, np.
poz. 2’,3’-OH.

Zbadane zostaty réwniez oddziatywania analogéw TMG kapéw ze snurportyng (tab. 2).
Strasser i wsp. wykazali, Ze jego analog tetranukleotydowy wigze sie 5 razy silniej (tab. 2)
oraz m’G kap wigze sie dwa rzedy wielko$ci stabiej niz ligand TMGpppG*2. W naturalnych
warunkach snurportyna preferencyjnie wigze oligorybonukleotydy, jak TMG kapowane U1
(164 nt) czy U2 snRNA (188 nt)"6 177, Rdznica w powinowactwie m’G kapowanego zwigzku i
TMG kapowanego do snurportyny zwigzana jest otoczkg hydratacyjng. Podczas gdy dla TMG
kapu nie tworzg sie dodatkowe wigzania wodorowe z czgsteczkami wody (ale tworzg sie
oddziatywania hydrofobowe podstawnikéw metylowych i Trp107), atom azotu N2 m’G kapow
tworzy dwa wigzania wodorowe z czasteczkami wody, ktére muszg zosta¢ uwolnione
(dehydratacja) a to wymaga dostarczenia energii. Inng mozliwg przyczyng moze by¢ réznica
w oddziatywaniu typu kation-1m. Obecnos¢ dodatkowych grup metylowych najprawomocniej
zmienia rozktad dodatniego fadunku w pierscieniu TMGuo i co przektada sie na réznice w
oddziatywaniu kation-r. Wigzanie kapu m’G jest tutaj zbyt stabe a nade wszystko
niespecyficzne dla snurportyny by mie¢ znaczenie biologiczne.

Tabela 2 Stafe dysocjacji Ko réznych TMG (i m’G) kapowanych di- i oligorybonukleotydéw wyznaczone
dla ludzkiej snurportyny

Analog kapu Stata dysocjacji Ko [pM] Ref
TMGpppG 1,00 + 0,03 149
TMGpppA 12,1+ 0,03 149
m’GpppA >170 + 12,9 149
TMGpppAmUmA 0,23 + 0,02 149
TMGppCH2pG 1,32 + 0,02 178
TMGppNHpG 0,71+ 0,05 178,179
TMGpppsG D1 0,43 + 0,05 el
TMGpppsG D2 0,77 £0,10 178
TMGppspG D1 0,83 + 0,01 178
TMGppspG D2 0,71+ 0,05 178
TMGppppG 0,42 + 0,03 178
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Matgorzata Waszczuk wykazata, ze wydtuzenie tancucha fosforanowego zwieksza powino-
wactwo do snurportyny ok. 3-krotnie 1’8, natomiast wprowadzenie modyfikacji takich jak
podstawnik boranowy BHs, metylenowy CH, czy zamiana atomu tlenu na siarke w mostku
fosforanowym (poz. B i a) nie wptywajg na powinowactwo, za wyjatkiem analogu TMGpppsG,
gdzie jeden diastereoizomer wigze sie dwa razy silniej. Wprowadzenie grupy imidowej miedzy
reszty fosforanowe rowniez nie wydaje sie wptywaé na powinowactwo.

Oddziatywanie TMG kap-snurportyna zostato wykorzystane do importu oligonukleotyddw i
biatka streptawidyny do jgdra komdrkowego?®®. Streptawidyna z krotkg sekwencjg oligo-
nukleotydowg i TMG kapem zostata z sukcesem wprowadzona do jgdra zabich (Xenopus)
oocytow z wydajnoscig 80% w poréwnaniu do jedynie 8% biatka bez sekwencji TMG kapu.
Konstrukty streptawidyna-biotyna-TMG kap posiadaty mase 60-70 kDa i miaty bardzo ograni-
czong zdolnos¢ do pasywnej dyfuzji w gtgb jgdra komorki (8%). Import z udziatem snurportyny
obserwowano za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej (znakowane znacznikiem Alexa488 z
zakresu zielonej fluorescenciji) i w analizie Western-Blot z wykorzystaniem przeciwciat anty-
streptawidynowych. Przytgczenie TMG kapu pefni tu role sygnatu do rozpoznania przez snur-
portyne i zainicjowania transportu. Moze to zatem pomdc w dostarczaniu lekéw do jadra,
szczegolnie duzych i polarnych jak AONs, siRNA, ktére samodzielnie nie sg w stanie.

[.2.3 Interakcje molekularne snurportyny z biatkami lub genami

Baza BioGRID ® pokazata 44 interakcje snurportyny z innymi biatkami lub genami, z czego
najwiecej publikacji dotyczy opisu oddziatywania snurportyna-eksportyna (XPO-1/CRM1) 16
181-184 = Znaczeniem tego oddziatywania jest eksport snurportyny do cytoplazmy. Innymi
gtéwnymi interaktorami SPN sg mate rybonukleoproteiny: Sm-D3, Sm-F, Sm-B1, Sm-B, Sm-
D1, Sm-G. Teoretycznie zmniejszony dostep do snurportyny (np. w wyniki inhibicji biatka)
moze mie¢ wptyw na kazdy z proceséw w ktorym udziat biorg te biatka, jednak ciezko
przewidzie¢ jednoznacznie rezultat takiego dziatania.

Jak juz wspomniatem, SMN jest niezbedny do ztozenia rdzenia Sm (rys. 1. 17) i kontroluje
jakos$¢ i wydajnos¢ sktadania catego kompleksu m’G-snRNP, jednak etap ten nie wymaga
snurportyny. Dopiero po etapie hipermetylacji, snurportyna przytacza sie do kompleksu. Rola
SMN nie ogranicza sie tylko do tej wspomnianej, bowiem stwierdzono ze jest obecna tez na
etapie hipermetylacji m’G kapu, gdzie oddziatuje bezposrednio z TGS1 a nawet na etapie
importu, gdzie oddziatuje posrednio ze snurportyng i importyng B't. TGS1 oddysocjowuje
i przytgcza sie dopiero snurportyna poprzez mz;G-snRNA&., SMN towarzyszy snurportynie przy
asocjacji importyny B az do jgdra komoérkowego, jednak dzieje sie to za posrednictwem wtasnie
TMG kapowanego RNA.

o
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m’G kapu TGS1 =
snRNA

Rys. I. 17 Hipermetylacja m’G kapu snRNA przez TGS1 i przytaczenie snurportyny®; zilustrowano 7
biatek rdzenia Sm: SmB/B', SmD1-3, SmE, SmF, SmG oraz SMNC — kompleks SMN
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Mimo ze TGS1 i snurportyna nie oddziatujg ze sobg to ich dziatanie jest zalezne od siebie
169 tzn. jesli aktywnos¢ TGS1 bedzie zbyt duza a poziom dostepnej snurportyny w komorce
niewielki, to nastgpi odktadanie mszG kapowanych snRNA w cytoplazmie lub organizm moze
zwiekszyé poziom ekspresji snurportyny. Taka sytuacja ma miejsce w syndromie krotkich
telomeréw (ang. STS), gdzie zubozona ilo$¢ snuportyny w cytoplazmie i duza aktywnosé TGS1
wplywa na zmniejszong wydajnos¢ biosyntezy ludzkiej RNA telomerazy (htR) — enzymu
odpowiadajgcego za wydtuzanie telomerow (rys. I. 18)%.

Staty poziom
& hTR i
& aktywnosci
LR =) telomerazy

™G 8
3 Wyiszy poziom

&5 R
&5 hTRi
hTR : aktywnosci
telomerazy
8 MMG
CAP

Wydtuzanie telomeru

Rys. I. 18 Schematyczne przedstawienie wptywu aktywnosci TGS1 na poziom ludzkiego RNA telome-
razy i dtugo$c¢ telomerow, zmodyfikowany na podst.®®. hTR (RNA telomerazy, TERC) zakoriczone MMG
kapem wykazuje wieksze powinowactwo do CBC i kompleksu Sm, co skutkuje wyzszg aktywnoscig
telomerazy

W normalnych warunkach snurportyna reguluje import RNA telomerazy do jadra. Z kolei
utrata enzymu TGS1 zwieksza asocjacje hTR z kompleksem wigzgcym kap (ang. CBC) i
kompleksem Sm i powoduje wzrost akumulacji dojrzatego hTR zaréwno w jadrze jak i
cytoplazmie®.

Wsrod innych interakcji SPN wymieni¢ mozna te z genami np. EGFR i KRAS8 ¢czy biatkami
nalezgcymi do rodziny ATPaz zwigzanych z réznymi aktywnosciami komorkowymi jak torsyna
A troponina T, dyneina®®, chociaz znaczenie tych oddziatywan nie zostato do konca
poznane. W tym miejscu warto jednak zaznaczy¢, ze podejrzewa sie ze snurportyna odgrywa
kluczows role w homeostazie mie$ni, regulacji powstawania cytoszkieletu®® a nawet proceséw
neurologicznych®®”: 189180 (patrz rozdziat 1.2.5 Znaczenie kliniczne), jednakze sg to zupetie
nowe odkrycia dla tego biatka i wymagajg gtebszych dalszych badan.

Snurportyna wykazuje rowniez samointerakcje, tzn. tworzy kompleksy oligomerowe w cyto-
plazmie, ale nie w jgdrze (monomer)'®. Snurportyna typu dzikiego tworzy dimery (100 kDa)
i tetramery (150 kDa) a zakiocenie tego procesu oligomeryzacji np. w mutantach SPN1 (np. z
zamieniong resztg lle109, rys. I. 19) z powodu czesciowej lub catkowitej utraty helisy a na C-
koncach, jest przyczyng wystepowania podtypu dystrofii miesniowej LGMD*#® (patrz rozdziat
1.2.5 Znaczenie kliniczne) i stopien utraty struktury drugorzedowej jest skorelowany z
ciezkoscig ostabienia i zaniku miesni w chorobie. Wynika z tego, ze oligomeryzacja SPN1 jest
w pewien sposob niezbedna do jej petnej funkcjonalnosci.
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Oddziatywania hydrofobowe typu zwo6j-zwdj
330 299

330 lle309 299

Rys. I. 19 Model tworzenia tetrameru z regionem C-koncowym (reszty 299-330) oparty na przewidy-
waniach AlphaFold2 Colab i Socket2 coiled-coil. 11e309 jest zaznaczona na czerwono, a reszty dla
ktérych przewiduje sie tworzenie oddziatywan hydrofobowych, na niebiesko; na podst.&

[.2.4 Wiasciwosci fluorescencyjne

Snurportyna posiada dwa tryptofany w kieszeni wigzgcej TMG kap. Tryptofan (Aem = 360
nm) i tyrozyna (300 nm) to dwa gtéwne aromatyczne (uktad wigzah sprzezonych 1) aminokwasy
biatkowe wykazujgce wiasciwosci fluorescencyjne, przy czym Trp ma wiekszy wspotczynnik
ekstynkcji molowej i znaczaco bardziej wptywa na fluorescencje biatek. Tworzenie kompleksu
i oddzialywan reszt tryptofanu z analogami TMG kapu powoduje wygaszanie fluorescencji
snurportyny. Ta wlasciwos$¢ moze zosta¢ wykorzystana do pomiaréw rownowagowych statych
asocjacji (lub dysocjacji) kompleksu ligand-snurportyna. Spektroskopia fluorescencyjna jest
metodg czesto stosowang w badaniach biatek a wsrdd jej najwazniejszych zalet wymienia sie
wysokg czuto$é, mate wymagania ilosci probek czy wysoka uzytecznos¢ (dostarcza szereg
informaciji o strukturze przestrzennej biatka i jego oddziatywan). Dla réznych biatek na fluores-
cencje rozny wptyw bedzie miat stan protonacji (pH) czy solwatacji (rodzaj rozpuszczalnika).

Z kolei sam TMG kap tez wykazuje fluorescencje (Aem = 400 nm) i jest wynikiem obecnosci
pierscienia guanozyny oraz dodatniego tadunku na atomie azotu. Wtasciwosci fluorescencyjne
TMG kapow zalezne sg od pH co zwigzane jest z rozktadem tego fadunku w réznych formach
zdysocjowanych, np. dla formy zwitterjonu intensywnosc fluorescenciji drastycznie maleje.

37



.2.5 Znaczenie kliniczne

Do 2024 r. snurportyna ani jej zmieniony poziom nie byt zwigzany z zadng chorobg!®,
wliczajgc w to mutacje biatka, ktérg powigzano jedynie z nadcisnieniem (objaw medyczny)
o roznym nasileniu®® %2, Zmniejszona dostepno$¢ snurportyny w jadrze zostata natomiast
zasugerowana jako mozliwa przyczyna stwardnienia zanikowego bocznego (ALS) i otepienia
czotowo-skroniowego (FTD)°7 189 193. 194 patogeneza ALS nadal nie zostata jednoznacznie
ustalona®®, chociaz jedng z hipotez jest dysregulacja alternatywnego splicingu jako efekt
zaburzonego szlaku transportu snurportyna-importyna 8°.

Najnowsze doniesienia (2024r.)'8: 1% pokazujg, ze bialleliczne warianty genu SNUPN m1-
m9 powodujg dystrofie miesniowg (MD), ktdra jest pierwszg jak dotad chorobg zwigzang ze
snurportyng. W pracy Nashabat i wsp.®® w$rod 18 dzieci (z 15 rodzin) dotknietych chorobg i
wykazujgcych ostabienie i progresywny zanik miesni, stwierdzono 9 zmian genetycznych
prowadzgcych do MD o réznym fenotypie, majgce przebieg od tagodnego do bardzo ciezkiego.
W innej pracy zbadano 5 pacjentow z dystrofig migsniowg obreczowo-konczynowg (LGMD)%,
podtypem MD wywotanym przez patogenny wariant p.lle309Ser SPN1 (m1), ktory skutkuje
tagodniejszym fenotypem. W obu tych badaniach wszyscy pacjenci mieli postepujgce
ostabienie konczyn gérnych i dolnych oraz przykurcze mieéni. W pracy Nashabat i wsp.
dodatkowo wszyscy badani pacjenci mieli miopatie, nieprawidtowe zwidknienie miesni, a
znaczna liczba prezentowata defekty neurologiczne (zanik mézdzku, 56%) i niewydolnos¢
oddechowg (61%). W péznym stadium (okres dojrzewania) wiekszos¢ z nich nie potrafita
chodzi¢ i nie przezywata 20. roku zycia. Choroba ta jest dziedziczona w sposob recesywny.
Analiza sekwencjonowania catego egzomu'® wykazata, ze mutant SPN p1.1le309Ser (m1) nie
zmienia poziomow mMRNA SNUPN, ani catkowitej lub ekspresji natywnego biatka SPN (typu
dzikiego), ani ogdélnej ekspresji biatek specyficznych dla snRNP lub poziomu U-snRNA. Praca
Nashabat z kolei wigze niedobér SPN jako przyczyne recesywnej dystrofii miesniowej (m1-
czesciowo zmniejszony, m2-m8- znaczgco zmniejszony poziom SPN). Podczas gdy Western
Blot wyraznie wskazat ten zwigzek w proteoformach m2, m3 i m6, relacje m1 i m9 pozostajg
niepewne. W tym samym badaniu analiza ilosciowa PCR nie wykazata zadnych zmian w
catkowitych wzglednych poziomach transkryptow SNUPN w fibroblastach skérnych pacjentow.
Oba badania pokazujg cytoplazmatyczng akumulacje sktadnikéw snRNP, w tym SPN1. Setki
biatek ulegty nadeskpres;ji'®® (krotnos¢ zmiany>2, p<0,05), a immunofluorescencja wskazata
na agregaty biatek cytoplazmatycznych w tkankach miesniowych (prébki biopsyjne). Nashabat
i in. zgtosili zwigzek przyczynowy miedzy utratg funkcjonalnego SPN1, aberracjami w splicingu
mMRNA i homeostazg miesni. Mutanty SPN1 nie tworzg oligomeréow w cytoplazmie®, co
prowadzi do agregacji cytoplazmatycznej SPN1 i skutkuje dysregulacja splicingu. Prowadzi to
do ogolnej regulacji ponad 500 genoéw w gore i 100 w dot'®> w miesniach pacjentéw, a analiza
ontologii gendéw (GO) przypisata je do sktadnikéw miofibryli i sarkomerdw, ale takze do biologii
neurondw, regulacji cytoszkieletu, procesow zwigzanych z kolagenem czy szlakow metabo-
licznych zaleznych od ATP. Przedstawia to wysokg ztozonos¢ genetycznego tta choroby i
podczas gdy geny SNUPN o niskiej czestotliwosci sg zmienione, na ciezkos¢ MD wptywa ok.
30 réznych genow?!®®. W panelu ekspertéw ClinGen'®’ 31 genoéw powigzanych z LGMD zostato
poddanych testowi walidacyjnemu i tylko trzy z nich zostaty wskazane jako nieistotne lub o
ograniczonym znaczeniu. Daje to nowe wskazéwki diagnostyczne dla klinicystow i genetykow
molekularnych i chociaz gen SNUPN i mutacje nie zostaty uwzglednione w badaniu, zostaty
wskazane jako nowe odkrycia.
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Patogenne warianty m1-m8 znajdujg sie w regionie snurportyny 254-320 i nie zostaty
jeszcze scharakteryzowane, ale oczekuje sie, ze zmienig domene wigzacg TMG (254-300)
i/lub domene C-koncowg (300-320), ktora jest wymagana w postaci a helisy do oligomeryzacji
snurportyny w cytoplazmie'®. Mutanty m6 i m7, ktére miaty najbardziej zaburzone struktury
drugorzedowe na C-koncu, zostaty zidentyfikowane u pacjentdw z najciezszymi fenotypami,
podczas gdy SPN1"e30%%¢r (m1), ktory wykazuje najmniej zaburzony C-koniec, zostat znale-
ziony u pacjentéw z tagodniejszymi fenotypami. Co ciekawe, baza UniProt pokazata dla
ludzkiej snurportyny 366 wariantow (mutantow)!®, wszystkie z badan wieloskalowych oraz o
przewidzianym skutku (np. przesuniecie ramki odczytu) i wptywie na funkcjonalnosé
(uszkadzajacy), w tym zawiera kilka wymienionych z pracy Nashabat: m1(lle309>Ser),
m4(Ser283ter), m5(GIn308ter) i m9(Arg55>Gin), jednakze Zadne nie zostato zakwalifikowane
tam jako patogeniczne (chorobotwoércze). Pozostatch patogenicznych mutantéw brakuje (m2,
m3, m6-8). Wyniki te sugeruja, ze ukierunkowanie dalszych badan na snurportyne i SNUPN
moze by¢ obiecujgce w korygowania montazu spliceosomu i pomdéc w opracowaniu
skutecznych metod leczenia os6b z MD. Rzuca to réwniez nowe sSwiatto na nieopisang
wczesniej role SPN1 w homeostazie migsni i procesach neurologicznych.

W tym samym czasie, gen SNUPN wraz z powigzano z chorobg zwyrodnieniowg stawow
(OA)'*® oraz zwigkszony poziom snurportyny w osoczu powigzano z przewlektg chorobg nerek
(CKD)?, chociaz zwigzek tych czynnikéw jak i patogeneza chorob nie zostata jeszcze
poznana. W przypadku OA autorzy wnioskujg o mozliwej dysregulacji m’G kapowania przez
metylotransferazy jako przyczynie choroby, a snurportyne jak i Dcp2 czy elF4E2 wskazano
jako kluczowe regulatory tego procesu (i/lub translacji) na podstawie testéw walidacyjnych
i metod uczenia maszynowego®®. W przypadku CKD ustalono, Zze gen SNUPN i biatko SPN1
majg zwigzek przyczynowy z chorobg o nieokreslonym dotgd mechanizmie powstawania.
Wiekszy poziom snurportyny w osoczu prowadzi do zwiekszonego prawdopodobiehAstwa CKD,
zwiekszonego poziomu azotu mocznikowego we krwi (BUN) i nizszego wskaznika filtracji
kiebuszkowej eGFR. CKD charakteryzuje sie trwatymi zmianami struktury i funkcji nerek, ktére
mogg wywolywaé obrzek, dysfunkcje metaboliczne, nadcisnienie i choroby uktadu krgzenia.
Proteom osocza ludzkiego w CKD zostat wyprofilowany w badaniu?®, w ktérym prébki osocza
7213 europejskich uczestnikow zrekrutowanych w USA zostatlo ocenionych w badaniu
asocjacyjnym catego proteomu (PWAS), a wzgledne ilosci biatek osocza mierzono za pomocg
podejscia opartego na zmodyfikowanym aptamerze o powolnej szybkosci dysocjacji (SOMA-
mer). Sposrod ponad tysigca biatek PWAS wykazat 22 biatka statystycznie istotnych w CKD
i 17 w BUN (adj. p <0,05). Lacznie 119 biatek sposrod wszystkich 1300 zostato poddanych
dalszej randomizacji mendelowskiej (MR) w celu oceny zintegrowanego podejscia miedzy
genami i biatkami (PWAS) zwigzanymi z CKD. MR wykazato odpowiednio 17, 15 i 71 biatek
istotnych dla CKD, BUN i eGFR, lecz tylko 3 z nich, w tym SPN1 (i odpowiadajgcy mu gen
SNUPN), byly wspdlne dla wszystkich trzech stanéw medycznych.

Warto wspomnieé, ze niektore karioferyny podobne do snurportyny, sg obecnie celem
molekularnym w wielu typach nowotworow?6é 202204 j gpracowano wiele selektywnych inhibi-
torow eksportu jgdrowego ukierunkowanych na eksportyny jak XPO1 lub XPQ52%3 205211
podczas gdy jeden z nich (selineksor) zostat zatwierdzony przez FDA w 2019 r. do leczenia
nawrotowego chtoniaka B-komorkowego i szpiczaka mnogiego*®® 2% i jest obecnie badany w
wielu innych badaniach klinicznych?6® 207.209 " Jednakze, w przeciwienstwie do wspomnianych
eksportyn i eksportu onkogennego biatka PTEN z powigzang karcynogenezg, obecnie nie ma
choroby zwigzanej ze zwiekszonym importem posredniczonym przez snurportyne.
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Dlaczego istnieje tak wiele ostatnich odkry¢ dotyczgcych SNUPN, SPN1 i patogenezy?
Odpowiedz lezy w bardzo niskiej czestotliwosci mutacji genu SNUPN (p = 0,000005472
w MD, genomAD?® i niskiej abundancji SPN1 w osoczu (SPN1 jest zlokalizowany gtéwnie
w tkankach)?®. Moéwigc wprost, aby dokonac takich odkry¢, konieczne byto zastosowanie
wysoce wyspecjalizowanych metod, takich jak wzbogacanie funkcjonalne czy ilosciowa
proteomika z wykorzystaniem wielu testéw biostatystycznych i walidacyjnych.

|.3. Fluorescencyjne Molekularne Rotory (FMR)

.3.1 Zasada dziatania

FMR nalezg do klasy szczegolnych barwnikéw, w ktérych w czgsteczce jeden segment
obraca sie wokét ptaszczyzny drugiego segmentu a ,wigczanie” fluorescenciji opiera sie na
blokowaniu mechanizmu przeniesienia fadunku, ktéremu towarzyszy skrecenie ptaszczyzny
donora elektrondéw (TICT, rys. I. 20)*?. Na skutek wigzania sie z biatkiem nastepuje
usztywnienie rotora i zahamowanie rotacji donora, co nastepnie skutkuje jedynie promienistg
relaksacjg stanu wzbudzonego. FMR stanowig niekonwencjonalng klase znacznikow.
Wykorzystanie Fluorescencyjnych Molekularnych Rotoréw jako znacznikdw ma kilka zasadni-
czych zalet w poréwnaniu ze standardowymi znacznikami fluorescencyjnymi nieopartymi na
mechanizmie wewnatrz-czgsteczkowego przeniesienia tadunku ze skreceniem ptaszczyzny
(TICT): a) molekularne rotory dajg silny sygnat fluorescencyjny w momencie hamowanej rotac;ji
donora elektronowego, m.in. w przypadku wigzania sie z biatkiem. Wzrost intensywnosci
fluorescencji skorelowany jest dodatnio z powinowactwem do biatka, b) charakteryzujg sie
dtugimi czasami zycia fluorescencji (niezaleznos¢ sygnatu od stezenia sondy jest korzystne i
pozadane w obrazo-waniu w zywych komodrkach Ilub innych skomplikowanych uktadach
biologicznych), c) niska fluorescencja w stanie niezwigzanym.

Fluorescencyjne Molekularne Rotory Konwencjonalne znaczniki fluorescencyjne
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Rys. I. 20 Poréwnanie diagramow Jabtonskiego (schematycznego przedstawienia zjawisk luminescen-
cyjnych) dla FMR i konwencjonalnych znacznikéw fluorescencyjnych jak np. fluoresceina, rodamina
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Rys. I. 21 Przyktadowe struktury FMR wraz z uwzglednieniem podziatu na donor (zielony), linker bogaty
w elektrony (niebieski) i akceptor elektronéw (czerwony), na podst. 22

[.3.2 Metody syntezy chromoforu GFP i jego analogéw

W pracy wykorzystatem 5 réznorodnych pod kgtem chemicznym (fenole, alkohole, aminy,
zw. nitrowe) analogéw chromoforu GFP (rys. I. 22) oraz jeden FMR nienalezacy do tej klasy
zwigzkow (ACVJ), dlatego w tej czesci poswiecitem uwage metodom otrzymywania wspomnia-
nych analogéw (rowniez znanych jako zwigzki GFP-podobne, ang. GFP-like).
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Rys. I. 22 Chromofor biatka GFP z meduzy Aequorea victoria oraz struktura wiodgca chromoforu GFP
(p-HBI) i analogi chromoforu GFP uzyte w niniejszej pracy wraz z ich skrétowymi nazwami (patrz: wykaz
skrotow). Niebieskim kolorem zaznaczono powtarzajgcy sie motyw metyloimidazolinonu

Opracowano wiele podejs¢ syntetycznych dla otrzymywania chromoforu GFP i jego roz-
nych funkcjonalizowanych analogéw, w tym klasyczng synteze azlaktonu Erlenmeyera®s 214,
cyklizacje z aromatycznymi aldyminami®'® 21¢, kondensacje nasyconych imidazolonéw z alde-
hydami?!’ i katalizowang miedzig kondensacje amidyn z kwasem 2-bromocynamonowym?!é,
Rézne podejscia zostaty przedstawione na rys. I. 23.

41



Cuz0, Cs,CO4
A COOH N H,N YNH*HCI DMF, 80 °C, N, /_}NH
B — . —
R? NQ\

R! B 12 h 4 2
r Wyd. 45-94% R R
22 przyktady
HCO
R2: -H, -CH,CH,CHg, -cPr, -Ph, -Py
Ph
B XMe / Ph
AcOH
L‘N Ph Ph toluen, refluks N
( + \f _— | (0]
RJ N ~CO:Et 1-1.5d N
Wyd. 42-85% _)
X=-8,-0 R
4 przykltady
N
R R'=-H, -OMe
Ph
SMe Ph
AcOH/BUSH/EIOH
Ph Ph toluen, refluks /
- v e
||3h N.__COEt 1-3 )\N
aldyminy Wyd. 43-78% |
Ph
C
OH
OMe I. MeNHs, II. PhsP
N3 II. RyCOX, IV. BBr,
M /[
—_—
o OMe N
4 etapy = Ju—R
CHO Wyd. 12-42% 7/ !
N
R4: -H, -Me, -Et, -Pr, -i-Pr, -t-Bu, -CF3 6 przyktadéw © AN
D
Il. BrCH,CO,Et, Ar
Ar LNHoH T \ K,CO3, aceton, refluks N
7/ KoCOa, S IIl. NaOH, EtOH, H,0" TN
—,— N
EtOH, refluks 5 NH . o >
oksazolon imidazolon wiele etapow HOOC

11 przyktadéw

Ar = CgHs, 3-OH-CgH., 4-OH-CgHy, 4-OMe-CgH,, 4-F-CgHy, 4-CI-CgH,,
4-Br-C¢Hy, 3,5-Mey-4-OH-C¢H,, 4-OCH,CO,H-CgH,, 1-naftyl, 2-naftyl

Rys. I. 23 Przyktady syntezy: A. 2,4-dipodstawionych imidazolonéw przez N-arylacje katalizowang
jonami miedzi?'8, B. imidazolonéw, w tym cyklicznych, metodg cyklizacji i kondensacji aldymin?16,
C. analogow chromoforu GFP (p-HBI) z 3-azydocynamonianu?'®, D. 4-arylometylenoimidazolonow

modyfikowang metodg Erlenmeyera??® 22! (protok. Niwa i wsp.)
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Niektore ze wspomnianych prac syntetycznych?® 28 podajg réwniez prawdopodobne
mechanizmy zachodzgcych reakcji jak np. tworzenie adduktu miedziorganicznego (ll) i bromu
i kondensacja w obecnosci zwigzkow cezu?8, jednak nie bedg one stanowi¢ tematu tego
rozdziatu. Najczesciej wykorzystywang metoda jest synteza azlaktonu (oksazolonu) Erlenmeyera
kontrolowana etapami (step-wise)???2?2* z nastepczg jego aminolizg do amidu N-acylohydro-
aminokwasu (rys. |. 24) i cyklizacja w wyniku ogrzewania i dehydratacji®>%?" (rys. 1. 25).

DCC lub DIC R:R,CO N H,N-R N 4
NHCOR1 u 3Ry RZ)HO 2 4 RZ)\)LH
s B . —
. N YO kond ; NS aminoliza HN R4
sprzeganie ondensacja
COOH 9 R, c?)]/

Rys. I. 24 Schemat syntezy oksazolonu metodg Erlenmeyera wraz z jego aminolizg

Do kondensacji w metodzie Erlenmeyera stosowano m.in. takie zwigzki jak octan oftowiu (I1)
lub cynku??, tlenek glinu??®, jak i ich mieszaniny z bezwodnikiem octowym?® 231 Zywice
jonowymienne lub zeolit>*>, DCC ze wspomaganiem mikrofalami®*® i osiggano wysokie
wydajnosci (>60%). Zastosowanie octanu sodu, potasu lub jego bezwodnika wigzato sie
z ubocznym produktem reacetylaciji substratu o niskiej reaktywnosci®** 2*°, natomiast zastoso-
wanie w pierwszym kroku (sprzeganie) DCC?%* i jego analogdéw??> 237 wydzielenie produktu
(step-wise) i dalej jego kondensacja ze zwigzkami karbonylowymi pomaga efektywnie prze-
reagowac wysoce wrazliwe substraty oraz ogranicza reakcje uboczne (np. reakcja Perkina)?3
Historyczne poczatki ustanowienia reakcji Erlenmeyera siegajg 1893 roku?® i rozwijano jg
intensywnie pod koniec XX wieku. Istnieje na ten temat do$¢ obszerna praca przeglagdowa?*?,
dlatego w tym miejscu pomine dalsze rozwazania odnosnie tego etapu i reakcji aminolizy
a skupie na reakcji cyklizacji do imidazolonu (Rys. I. 25).

R: O . A Rs o

RSN N 4 H,0*/OH Rz’l\‘;//(
HN}}/RF: o > N NTRe

0 Ri

Rys. I. 25 Cyklizacja amidu N-aceldehydroaminokwasowego do imidazolonu

Cyklizacji do imidazolonu mozna dokonaé¢ na kilka sposobdéw: a) termiczng aktywacjg
substratu, b) refluksowaniem z dodatkiem kwasu, c) refluksowaniem z dodatkiem zasady
(rys. I. 25). Metoda termiczna w warunkach obojetnych z dodatkiem sit molekularnych jest
najprostszg, jednak rowniez najmniej efektywng?*® 24° (W=~40-60%). Dodatek kwasowych
reagentow jak bezwodnika octowego, kwasu octowego?®* lub HCI®2 242 przynosi rowniez
korzysci (W=~50-60%), ale najlepszym rozwigzaniem okazuje si¢ dodatek zasadowych
reagentow jak K.CO3?*°, metale alkaliczne?*3245, pirydyna?*®: 247 czy EtsN?*8 (W>60%).

Inne metody syntezy imidazolonu obejmujg np. i. reakcje imidanianu z estrami glicyny oraz
dalsza kondensacja ze zwigzkami karbonylowymi, ii. sprzeganie alkaloidu pochodnej kwasu
cynamonowego z estrem tryptofanu, iii. kondensacje amidyn z roznymi zwigzkami karbony-
lowymi, iv. hydrolize diketopiperazyny, v. kondensacje ortoestrow z amidem glicyny, vi. Cyklo-
addycje imidanianu do aldymin, vii. kondensacje amidyn z kwasem a-bromocynamonowym,
jednak odgrywajg one mniejszg role niz wczesniej wspomniane.
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.3.3 Zastosowanie FMR

1.3.3.1 W obrazowaniu komérkowym, ex vivo i in vivo

Wyijasnienie zwigzku miedzy chorobami a lepkoscig srodowiskowg pozostaje duzym
wyzwaniem ze wzgledu na brak badan na zywych zwierzetach z wieloma chorobami. W tym
kontekscie wielu naukowcdw zwrocito uwage na projektowanie i rozwoj celowanych i przetg-
czalnych sond zawierajgcych FMR. Ich dtugi czas zycia fluorescencji i zaleznos¢ wydaj-
nosci kwantowej w réznych warunkach lepkosci czyni je uzytecznymi narzedziami nie tylko
do obrazowania mikroskopowego w ptynach ustrojowych (np. lepkosci krwi), ale takze w nie-
ktorych narzgdach i nowotworach. Moze to stuzy¢ do diagnostyki i przewidywania réznych
stanéw patologicznych, a takze moze pozwoli¢ nam lepiej zrozumieé¢ molekularne podstawy
powstawania choréb, np. zmniejszong lepko$¢ w btonach leukocytéw powigzano z agregacja
B-amyloidu i z chorobg Alzheimera (AD)?°0-23,

Fluorescencyjne Molekularne Rotory, ze wzgledu na swojg wrazliwos¢ na lokalne zmiany
mikrosrodowiska, do$¢ powszechnie stosowane sg do obrazowania zmian patofizjologicznych
tkanek i narzadow, np.: u zwierzat w stanach zapalnych, przypadkach stluszczenia watroby?4°,
stanach nowotworowych?*®, w zmianach neuronalnych bton plazmatycznych (stres oksyda-
cyjny w neuronach)?4, réwniez w stanach hiperglikemii?®® (zwiekszony poziom cukru zwieksza
lepkos¢ krwi a co za tym idzie odpowiedz sondy). FMR to sondy fluorescencyjne czute na
zmiany otoczenia, m.in. zmiany w lepkosci, zmiany pH, temperatury, zmiany strukturalne czy
tez polarnosci srodowiska (solwatochromizm) lub na wigzanie liganda przez inne biomolekuty.
Wszystko to powoduje, ze FMR mozna wprowadza¢ do heterogenicznych ztozonych uktadow
biologicznych i obserwowaé interesujgce procesy i stany, np. FLIM i FMR wykorzystano
w obrazowaniu raka jamy ustnej u zywej, poddanej znieczuleniu myszy?*® (rys. |. 26)
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Rys. I. 26 Przyktady obrazowania z uzyciem sond FMR: A. zwykie zdjecia oraz B. zdjecia wykonane
fluorescencyjnym mikroskopem konfokalnym watroby mysiej ex vivo w réznych dniach podania
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deksametazonu?*®, C. obrazowanie ex vivo mikroskopem konfokalnym réznych stanow patofizjo-
logicznych tkanek mysich?*°, D. obrazowanie in vivo mikroskopem konfokalnym na zywej, poddanej
anestezji myszy z modelem raka jamy ustnej?®% 257 E. obrazowanie siateczki $rodplazmatycznej (ER)
i zmian lepkosci otoczenia podczas retikulofagii mikroskopem konfokalnym (a,b) i typu FLIM (c,d)
(wzb. 488 nm, em. 530 nm) w komdrkach HelLa?®8

1.3.3.2 Jako sondy molekularne biatek

Wykorzystanie Fluorescencyjnych Molekularnych Rotoréow jako znacznikow ma kilka
zasadniczych zalet w poréwnaniu ze standardowymi znacznikami fluorescencyjnymi
nieopartymi na mechanizmie wewnatrzczgsteczkowego przeniesienia tadunku (TICT):
a) molekularne rotory dajg silny sygnat fluorescencyjny w momencie hamowanej rotacji donora
elektronowego, m.in. w przypadku wigzania z biatkiem. Wzrost intensywnosci fluorescencji
skorelowany jest wtedy dodatnio z powinowactwem do biatka, b) charakteryzujg sie dtugimi
czasami zycia fluorescencji (niezalezno$¢ sygnatlu od stezenia sondy jest korzystne
i pozadane w obrazowaniu w zywych komodrkach lub innych skomplikowanych uktadach
biologicznych), c) niska autofluorescencja w stanie wolnym.

W jednej pracy zsyntezowano amidofosforyn urydyny z grupg propargilowg i wigczono w
tancuch DNA stosujac automatyczng synteze w fazie statej, nastepnie poddano post-
syntetycznej reakcji typu ,click chemistry” z pochodnymi chromoforu GFP w ktérej jednostke
prekursorowg przeksztatcono do Ury-2’-O-linker-o-HBI lub -0-MBI?*°. Utworzono dupleksy
DNA z komplementarng nicig i zmierzono ich temperatury miekniecia oraz przesuniecia
Stokesa (AA). Autorzy podaja, ze takie syntetyczne podejscie jest alternatywne do standar-
dowo znakowanych DNA i ma przewage w postaci duzych przesunie¢ stokesowskich (>200
nm), jednak brak wykorzystania mechanizmu TICT charakterystycznego dla tej klasy
zwigzkow (np. w wyniku tworzenia struktur wyzszego rzedu lub w badaniach biatko-DNA)
stanowi niewykorzystanie potencjatlu FMR jako niekonwencjonalnych znacznikéw fluorescen-
cyjnych. W 2012r. pojawita sie inna praca® w ktdrej autorzy otrzymali modyfikowang cytydyne
posiadajgcag pochodng fluoroforu GFP poddajgc trifosforan jodocytydyny reakcji Sonogashiry
z propargilowg pochodng DFHBI (difluorohydroksybenzylideno imidazolinon) lub DMHBI
(dimetoksyhydroksybenzylideno imidazolinon). Tak modyfikowane trifosforany 2’ deoksy-
nukleotydow (dNTP) rozpoznawane sg przez polimeraze i przytagczane do DNA. Sonda DNA
(50-mer) z 11 modyfikowanymi jednostkami dCPMHBE! Jub dCPFHE! (6 w obszarze wigzgcym
biatko p53 i 5 jednostek poza) wykazywaty niskg fluorescencje w stanie niezwigzanym oraz
2-3-krotnie wiekszg po zwigzaniu z biatkiem p53. To samo DNA nie wykazato wzrostu
fluorescenciji z albuming surowicy bydlecej (BSA). W 2015r. ta sama grupa badawcza?®,
przytaczyta dCTP zawierajgcy odpowiedni wrazliwy na srodowisko reporter fluorescencyjny
(CVJ) do DNA z uzyciem polimerazy. Otrzymane sondy (30-mer DNA z dwoma modyfiko-
wanymi nukleotydami dC®"’) wykazywaty odpowiedz w postaci 4-krotnego wzrostu fluores-
cencji po zwigzaniu z biatkami (SSB, ang. single strand binding protein). Zaprojektowanie
bardziej wrazliwych fluoroforéow jest wysoce pozgdane, poniewaz mogg one mie¢ potencjalnie
znaczenie w diagnostyce markeréw chorobotwérczych (okresleniu stezenia biatek in vivo,
badaniu aktywnosci enzyméw w komérkach) lub mogg stuzy¢ obrazowaniu proceséw
biochemicznych angazujgcych konkretne biatka.

Opracowano sonde opartg o motyw substratu MGMT?%? (O6-metyloguaninometylotrans-
ferazy) do ktorej przytgczono karboksycyjanowinylojulolidyne (CCVJ) celem badania aktyw-
nosci tego enzymu, tj. w procesie tworzenia kompleksu biatko-ligand. Poziom aktywnosci
MGMT w komodrkach zostat zaproponowany jako marker prognostyczny opornosci nhowotworu
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na $rodki OS-alkilujgce. Chociaz opracowano kilka metod okreslania pozioméw MGMT w
komérkach, w tym zastosowanie radioizotopowo-znakowanego pseudosubstratu O®-benzylo-
guaniny, testy immunologiczne i PCR, wszystkie z nich sg praco- i czasochtonne. Badano
degradacje MGMT w oparciu o te sonde (rys. I. 27, A), wykorzystano réwniez konfokalny
laserowy mikroskop skaningowy do obrazowania aktywnos$ci MGMT w zywych komodrkach
(HEK293). W tej samej pracy wykorzystano rowniez inng sonde opartg o CCVJ w badaniach
wigzania kompetycyjnego do poszukiwania potencjalnego inhibitora enzymu ludzkiej
anhydrazy weglanowej Il (hCAll). W tej metodzie z kolei wykorzystano ,wytgczanie” fluores-
cencji sondy na skutek wypierania i odtgczenia z kieszeni wigzgcej enzymu przez inny ligand
0 wiekszym powinowactwie do enzymu (rys. |. 27, B)

oV
\"J
A
(% i e i
Wzrost Fl. Int. Spadek Fl. Int.

BG-CCV)
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Rys. I. 27 A. Idea badania degradacji enzymu MGMT w komoérkach za pomocg liganda znakowanego
CCVJ, B. idea metody poszukiwania inhibitora hCAIl poprzez wypieranie liganda z CCVJ; Fl. Int =
intensywnos¢ fluorescenciji
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[l.1. Syntezowane i zbadane zwiazki

Zatozone cele niniejszej pracy sg interdyscyplinarne, mieszczace sie w obszarze chemii
nukleotydow i biofizyki i zawierajg zarbwno syntezy docelowych zwigzkow, uwzgledniajgc ich
petng charakterystyke, a dopiero nastepnie badania fizykochemiczne i biofizyczne z biatkami.
Synteza docelowych koniugatow FMR metodg reakciji typu ,click” wymagata uprzednio syntezy
dwoch reagentow,- propargilowych i azydkowych pochodnych FMR i analogicznie dla
analogow trimetylokapu (lub innych nukleotydéw). Ze wzgledu na liczebno$¢ i réznorodnosc
badanych zwigzkéw koncowych i wielowgtkowos¢ pracy, podzielilem je na kilka grup:
A. zawierajgce w swojej strukturze TMG kap i zawierajgce ugrupowanie azydkowe lub
propargilowe, B. TMG kapowane koniugaty nukleotydowe i FMR, C. C8-podstawiony analog
TMG kapu, D. Koniugaty z FMR niezawierajgce TMG kapu, E. Koniugaty i analogi TMG kapu
niezawierajgce FMR, F. Podwdjnie znakowane koniugaty analogu GpppG z FMR, a ich
struktury zostaty przedstawione na rys. Il. 1-6. Praca ta obejmuje zaréwno ich synteze,
charakterystyke, wiasciwosci fizykochemiczne, jak i badania z biatkami, gtéwnie ze
snurportyng. W numeracji koniugatow z FMR uzytem pofgczenia numeréw 1-22
oznaczajgcych struktury nukleotydowe, liter a—g okreslajgcych przytaczony FMR oraz 2’ lub 3’
dla rozréznienia regioizomerdw (jesli takie sg).
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Rys. Il. 2 Struktury TMG kapowanych koniugatéw nukleotydowych z FMR (1-11,a-g) (B)

Koniugaty z linkerem zawierajgcym fragment triaz-1-olowy oznaczytem wzdtuz pracy (czesci |
oraz Il pracy) kolorem czerwonym (L1) a te z fragmentem triaz-4-olowym zostaty zaznaczone
na schematach kolorem niebieskim (L2), lecz nie rozrézniatem ich dodatkowo w skrétach
(numerach) koniugatéw. Wszystkie te ré6zne elementy strukturalne majg pewien rézny wptyw
na ich wiasciwosci z biatkami, szczegolnie ze snurportyng, co dalej omawiam konkretnie
w pracy.

OH OH

Rys. Il. 3 Struktura analogu TMG kapu modyfikowanego DMAPh w poz. C8 m’guanozyny (10) (C)
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Rys. Il. 4 Struktury koniugatéw z FMR niezawierajgcych TMG kapu (12-16, a—f) (D)
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Rys. Il. 5 Struktury analogéw TMG kapu niezawierajgcych FMR (17-20) (E)
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Rys. Il. 6 Struktury koniugatéw GpppG z dwoma FMR (21-22, a oraz c) (F)

II.2. Syntezy chemiczne

Gtéwnym celem syntetycznym bylo otrzymanie szeregu réznorodnych nukleotydowych
koniugatow z FMR, ktére zawierajg TMG kap, jednak w toku badah ze snurportyng
i w zwigzku z interesujgcymi wiasciwosciami niektorych z nich postanowiliSmy zsyntezowaé
réwniez zwigzki kontrolne, tj. koniugaty z FMR niezawierajgce TMG kapu lub koniugaty z TMG
kapem bez znacznika FMR. Synteza koniugatow TMG kapéw wymagata wieloetapowych
syntez zwigzkdow posrednich i tu najwazniejszymi sg 5’-mono- i difosforan trimetyloguanozyny.

Etapy i zwigzki posrednie w syntezie koniugatéw FMR i analogéw TMG kapéw:

1. Synteza dimetyloguanozyny

2. Synteza 5’-monofosforanu i difosforanu trimetyloguanozyny

3. Synteza modyfikowanych difosforanéw guanozyny metodg Yoshikawy

4. Synteza aktywnych P-imidazolidow metodg Mukaiyamy-Hashimoto

5. Synteza mono- i dinukleotydowych analogéw zawierajgcych linker z grupa
azydkowg lub propargilowg w reakcjach z CDI i aming

6. Synteza dinukleotydowych analogéw TMG kapu z funkcjg 5’-tioestrowg (5’-S-)
e Synteza 5’-deoksy-5-jodowanych analogéw nukleotydowych
e Synteza 5-tiofosforandw nukleotydow

7. Sprzeganie dwoch podjednostek nukleotydowych z utworzeniem wigzania piro-
fosforanowego (NpppN)

8. Woydzielenie regioizomerow metodg preparatywnego RP-HPLC

9. Synteza pochodnych FMR z grupg azydkowg lub propargilowg

10. Koniugacja nukleotydow znacznikami FMR (lub alkoholami alkinowymi) przez
1,3-dipolarng cykloaddycje Huisgena (CUAAC)

11. Wydzielenie produktow kohcowych

12. Charakterystyka spektroskopowa zwigzkéw

[1.2.1 Synteza dimetyloguanozyny

Synteze N2,N2-dimetyloguanozyny (DMGuo, 25) przeprowadzitem trojetapowo (rys. Il. 7).
W pierwszym kroku zablokowatem wszystkie grupy hydroksylowe acetylowg grupg ochronna,
w drugim poddatem aminowaniu redukcyjnemu z cyjanoborowodorkiem sodu (NaBHsCN) i
formaldehydem, w trzecim odblokowatem acetylowe grupy ochronne (Tabela 3).
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Rys. Il. 7 Schemat syntezy N2,N2-dimetyloguanozyny (DMGuo)

Reakcje odblokowania grup acetylowych przeprowadzitem stosujgc rézne warunki (tab. 3):
a) Ko.CO3 w metanolu, b) 25% NHs w metanolu, c) trietyloamina w mieszaninie MeOH/H,O
(1:1, v/v) akcelerowana mikrofalami (Tabela 4). Wszystkie metody sg wydajne (>80%), jednak
wymagajg réznych czaséw reakcji oraz metod izolacji produktu.

Tabela 3 Poréwnanie warunkéw (czas, temperatura) i wydajnosci roznych metod deprotekcji grup
acetylowych z AcsDMGuo

Nr Reagenty Warunki reakcji Izolacja produktu Wyd[i/jo?osc
A K2COs, MeOH 3h, RT Dodatek stez. HCI, 90
zanieczyszczony KCI
B Stez. NH3, MeOH >12 h, RT Odparowanie NHs 85
EtsN, mikrofale . o .
C MeOH/H-0 (1:1) 8 min, 50 W, 70°C Odparowanie 97

Metoda A jest szybsza od metody B, jednak zaréwno DMGuo jak i K.CO3 sg rozpuszczalne
w wodzie i nierozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych, stad ciezko je odseparowac.
Sol weglanowg przeksztatcitem w chlorek dodajgc 36% HCI (weglan rozpada sie do wody i
COy) i otrzymatem mieszanine produktu i KCI. W przypadku zastosowania amoniaku (war. B)
odparowatem go pod zmniejszonym cisnieniem, jednak reakcja wymaga dlugiego czasu.
Zaobserwowatem catkowity zanik substratu dopiero po nocy. Najlepszg metodg pod katem
czasu i naktadu pracy jest ta z trietyloaming (war. C) wymagajaca wspomagania mikrofalami.

[1.2.2 Syntezy mono- i difosforanéw metoda Yoshikawy lub sprzega-
niem solami fosforanowymi

Monofosforan i difosforan trimetyloguanozyny (TMGMP, TMGDP) stanowity w mojej pracy
dwa najszerzej wykorzystywane zwigzki nukleotydowe z uwagi na specyficzne oddziatywanie
snurportyny i analogéw trimetylokapu i postuzyly mi do syntezy di- i tetranukleotydowych
analogow TMG kapu. W pierwszym kroku zsyntezowatem DMGMP (26) w reakcji Yoshikawy?°
z przedestylowanym POCIs, a nastepnie przeprowadzitem metylacje w poz. N7 jodkiem metylu
(rys. Il. 8) i otrzymatem TMGMP (27).

51



0]

O
N~ ~“NH o) N 0 N=
< ﬁ POCI I 4 NH I 4 NH
HO o N N/)\N/ 0OCly 0-P-0 < Ao Mel 'O-ﬁ’—O <N ‘N/)\N/
|

N o NTNTTN

. | - o |
= PO)OMe);  © pmso  ©
0°C OH OH RT OH OH
25 DMGua 26 DMGMP 27 TMGMP

Rys. Il. 8 Fosforylacja dimetyloguanozyny metodg Yoshikawy oraz reakcja metylowania atomu N7

Modyfikowany grupg metylenowg (-CH-) w wigzaniu fosfodiestrowym difosforan guano-
zyny (GpCHzp, 28) otrzymatem rowniez w reakcji fosforylacji Yoshikawy z odpowiednimi
odczynnikami fosforylujgcymi, chlorkiem metylenobisfosfonylowym (rys. Il. 9) w fosforanie
trimetylu. Metoda Yoshikawy jest znang w literaturze metodg otrzymywania 5’-fosforanéw ze
wzgledu na brak koniecznos$ci stosowania grup ochronnych dla grup 2’, 3’-OH i na wysokg
regioselektywnos¢ i wydajnos¢ (80%, 26 oraz 75%, 28). Fosforan trimetylu stanowi tutaj
zarowno rozpuszczalnik jak i reagent®®. Reakcje prowadzitem w 0 °C a ich postep
monitorowatem metodg RP-HPLC i prowadzitem do momentu zaobserwowania produktéw
ubocznych (2-3h)?54,

o o]

N 9 (u) N
¢ em—fc 009 ¢ "
HOL NN, G G 0P PO N~ NN,
o O §0?
P(O)(OM
OH OH (OXOMe): OH OH
28 GpCH;p

Rys. Il. 9 Fosforylacja guanozyny chlorkiem metylenobisfosfonylowym metodg Yoshikawy

Dwa zwigzki otrzymatem w innych reakcji fosforylacj: TMGDP z P-imidazolowej pochod-
nej TMGMP-Im (29) z fosforanem trietyloaminy (PO4*/EtsN) w nadmiarze ZnCl; i 5’-tiomono-
fosforan trimetyloguanozyny (TMGMPS, 32) w reakcji 5’-I-TMGuo (31) z tiofosforanem trisodu
(PSOz*/Na) w DMF z Et3N (rys. Il. 10). W tych przypadkach regioselektywno$¢ zapewnia
wysoka reaktywnos$¢ podstawnika imidazolowego i jodkowego w poz. 5'.

0 ‘ .0
NZ 0-P-O + N
f\NI'CD') § fj\H O SEN -oj—o—g—o (L
N, —I_—O NN |\‘l/ AN | - o NN |}|/
ZnCl,, DMF o 0
OH OH OH OH
29 TMGMP-Im 30 TMGDP
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OH OH OH OH
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Rys. Il. 10 Synteza TMGDP (30) i TMGMPS (32) metodg sprzegania z solami fosforanowymi
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[1.2.3 Synteza P-imidazolidow metodg Mukaiyamy-Hashimoto

Do syntezy P-imidazolidéw nukleotydow, w przewadze niezawierajgcych linkerow (GMP-
Im, GDP-Im, TMGMP-Im, TMGDP-Im), wykorzystatem reakcje Mukaiyamy i Hashimoto®®.
W tej reakcji do nukleotydu (mono- lub difosforanu) dodawatem imidazol, ditiodipirydyne
(DTDP), trietyloamine (EtsN) i na koniec PPhs stuzgcy jako aktywator imidazolu i umozliwienie
podstawienia grupy O™ na imidazol (rys. Il. 11). Po dodaniu aktywatora mieszanina od razu
przybierata zotte zabarwienie.
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TMGMP: n=1, R" = *N-CHj3, Ry = CHj 29 TMGMP-Im: n=1, R" = *N-CH3, R4 = CH3
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Rys. Il. 11 Schemat syntezy P-imidazolidéw nukleotydéw metodg Mukaiyamy-Hashimoto

Te samg reakcje imidazolowania wykorzystatem réwniez w syntezie pochodnej 5’-tiomono-
fosforanu guanozyny z linkerem i grupa propargilowa (36), poniewaz wyjatkowo tu linker
wprowadzitem w reakcji substratu (5’-1-Guo) dla ktérego imidazol z uwagi na obecnos¢ atomu
jodu nie miat szans sie podstawi¢ w pozycji 5’ (rozdz. Il. 2.5.1). Dopiero po wprowadzeniu
grupy propargilowej przeprowadzitem fosforylacje metodg Yoshikawy i dalej aktywowatem
grupe fosforanowg imidazolem w reakcji Mukaiyamy (rys. Il. 10).

[1.2.4 Synteza dinukleotydowych analogéw TMG kapu z funkcjg 5’-
tioestrowg (TMG-5’-SpppG, TMGpppS-5-G)

Otrzymatem dwa analogi TMGpppG z funkcjg 5’-tioestrowg (od strony trimetyloguanozyny
lub guanozyny, 19, 20, rys. Il. 12). W tym celu zsyntezowatem 5’-tiomonofosforan trimety-
loguanozyny (TMGMPS, 32) oraz 5’-tiodifosforan guanozyny (GDPS, 39) i przeprowadzitem
na nich reakcje sprzegania z odpowiednim P-imidazolidem nukleotydu w obecnosci Zn**
w bezwodnym DMF. TMGMPS (32) otrzymatem w 3-etapowej reakcji wychodzgc z DMGuo,
nastepujgco: 1) DMGuo (25) rozpuszczony w NMP przereagowatem z jodem, trifenylofosfing
i imidazolem; 2) Otrzymany 5’-I-DMGuo (38) wytrgcitem, wysuszytem i dalej bez oczyszczania
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poddatem reakcji z CHsl w DMSO; 3) Po precypitacji, przemyciu i wysuszeniu osadu, przepro-
wadzitem reakcje z PSOg3 (s6l trisodowa) w DMF z trietyloaming. Stosujgc chromatografie
jonowymienng otrzymatem czysty TMGMPS (W=32%). GDPS (39) otrzymatem wg
procedury'#?. Synteza TMGpppSG (20) okazata sie mniej wydajna (18% versus 53%) ze
wzgledu na czesciowg hydrolize substratu TMGMP-Im (29) podczas sprzegania (obecne
niewielkie ilosci wody lub wilgoci, powodowato to réwniez powstawanie niepozadanego dimeru
TMGppTMG).
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Rys. Il. 12 Schemat syntezy analogéw TMGSpppG (19) oraz TMGpppSG (20)

[1.2.5 Synteza nukleotydéw oraz FMR z linkerem i grupg azydkowa
lub propargilowa

11.2.5.1 Synteza nukleotydowych pochodnych w reakcji z CDI akcelerowanej
mikrofalami

Zwigzki nukleotydowe z grupg azydkowg lub propargilowg zsyntezowatem w reakcji
z 1,1-karbonylodiimidazolem (CDI) akcelerowanej mikrofalami wg protokotu opisanego
w pracy Warminski i wsp.2%¢ (szczegoty czesc¢ eksperymentalna) a nastepnie przereagowatem
P-imidazolowane 2’,3’-O-weglany nukleotydéw z 6-krotnym nadmiarem azydoetyloaminy lub
10-krotnym propargiloaminy (rys. Il. 13). Syntezy sg wydajne (50-80%), nawet w przypadku
43, ktory jest bardziej hydrofobowy i cze$ciowo rozpuszczalny w acetonie, stad uzytem czysty
acetonitryl do precypitacji. Substytucja grupy weglanowej aming zachodzi w ciggu 6 lub 12 h
(noc).
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Rys. Il. 13 Schemat syntezy nukleotydéw z karbaminianem i grupg azydkowg lub propargilowg

Produkty wytrgcitem w schtodzonym (0 °C) acetonie lub acetonitrylu (43, pochodna TMGMP)
z dodatkiem nadchloranu sodu lub litu (43), nastepnie zwirowatem, zdekantowatem roztwoér,
przemytem jeszcze dwukrotnie i wysuszytem w eksykatorze znad P;Oi0. Tak otrzymane
P-imidazolidy uzytem w reakcjach CuAAC bez wczesniejszego oczyszczania. Jedynie w
przypadku pochodnych GMP, produkty (12-, 13-2°/3’) oczy$citem metodg RP-HPLC, poniewaz
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je poddawatem bezposrednio koniugacji bez sprzegania. Pochodne GMP zsyntezowatem
zarowno z grupg propargilowg jak i azydkowg (rys. Il. 13). Do syntezy Im-GMPS z grupg
propargilowg (36) jako substrat wykorzystatem 5’-1-Guo i dopiero produkt 44 po reakcji z CDI i
aming poddatem reakciji fosforylacji. Proby podstawienia aming zwigzku z grupg 5’-tiofosfo-
ranowg (GMPS) byty nieudane. Reakcje propargiloaming sg bardziej wymagajgce oraz
powodujg powstawanie P-podstawionego produktu (fosforan) oraz réwniez bis-podstawionego
(fosforan i ryboza). Dodatkowo, P-podstawienie aming zachodzi szybciej niz O-substytucja. Z
tego powodu produkt bis-podstawiony poddatem hydrolizie na grupie fosforanowej w pH 1
(HCI), oczyscitem metodg HPLC i dalej poddatem sprzeganiu lub znakowaniu (GMP
pochodne).

Synteze tetrameru TMG kapu funkcjonalizowanego grupg azydkowg pokazang na rys. Il. 14
wykonat dr inz. Blazej Woijtczak.
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Rys. Il. 14 Schemat syntezy tetranukleotydu TMGpppAmUmA z linkerem i grupg azydkowg (11-2’, 11-
3)
11.2.5.2 Synteza pochodnych FMR

Syntezy pochodnych FMR wykonat dr inz. Bfazej Wojtczak. GFP-podobne FMR otrzymat
wg przepisu Baldridge?®® reakcji imidanianu z odpowiednig iming generowang in situ w bez-
wodnym etanolu (rys. Il. 15). Produkt wytrgcit, przemyt EtOH i wysuszyt. Pochodne julolidyny
(ACVJ, 60 i DMABN, 62) otrzymat w reakcji odpowiedniego aldehydu z 2-cyjanoacetamidem
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z propargilem lub azydkiem w metanolu i piperydynie i nastepnie wytragcit z mieszaniny
MeOH/H;0. Produkty scharakteryzowat metodami *H i *H-'H COSY NMR i HRMS.
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Rys. Il. 15 Schemat syntezy funkcjonalizowanych pochodnych FMR

[1.2.6 Sprzeganie podjednostek nukleotydowych z utworzeniem wig-
zania pirofosforanowego

Do sprzegania dwéch podjednostek nukleotydowych wykorzystatem aktywowane P-imida-

zolidy nukleotydowe oraz odpowiednie mono- lub difosforany nukleotydow: GDP, TMGMP,
TMGMPS lub TMGDP, w obecnosci jondw Zn?* w DMF (rys. Il. 16).
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Rys. Il. 16 Syntezy dinukleotydowych analogow TMG kapu z linkerami i grupg azydkowg lub
propargilowg

Warto zaznaczyé¢, ze byt to najtrudniejszy etap syntezy zwigzkéw finalnych z kilku
powodow: a) analogi trimetyloguanozynowe sprzegajg sie mniej wydajnie niz guanozynowe,
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b) warunki muszg by¢ Scisle bezwodne (kontrola hydrolizy imidazolidu), ¢) produkty oczysz-
czatem podwdjnie, stosujgc najpierw chromatografie jonowymienng, nastepnie chromatografie
z odwréconym uktadem faz (szczegoty w sekcji eksperymentalnej). Takie podejscie umozliwito
mi izolacje czystych izomerow nukleotydowych (jesli modyfikowane byty na rybozie). Analog
dinukleotydowy z N-propargiloguanozyng (9) zsyntezowatem z TMGDP i Im-GMP-N1-
propargilu (63), ktory z kolei otrzymatem wg protokotu opisanego przez Kopciat i wsp.2%.

Analogi monometylowanego kapu zsyntezowatem podobnie do analogow TMG kapu,
sprzegajac Im-GDP-2'+3’-0-L-N3 (40) z m’GMP lub m’GMPS (rys. Il. 17), a sprzeganie dla
analogu tetranukleotydowego zostato pokazane wczesniej na rys. Il. 14.
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o o N~ “NH 7 HN™ SN 0 0 0 N NH
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Rys. Il. 17 Schemat syntezy nukleotydowych analogéw bez TMG kapu z linkerem i grupg azydkowg

11.2.6.1 Woydzielanie regioizomeréw metodg RP-HPLC

Regioizomery produktow lub tez po prostu produkty sprzegania oczyszczatem w gradiencie
acetonitrylu metodg RP-HPLC w skali potpreparatywnej. Rys. Il. 18 przedstawia przyktadowy
chromatogram z oczyszczania 2’ i 3’ izomeru TMGpppG z grupg azydkowa. Do kontroli frakcji
wykorzystatem tu detekcje absorpcji 254 nm oraz niskorozdzielczg spektrometrie mas.
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Rys. Il. 18 Chromatogram RP-HPLC z oczyszczania TMGpppGzz-o-L-n3 (1-2° 1 1-3°)

[1.2.7 Synteza nukleotydowych koniugatéw FMR z lub bez TMG kapu
via 1,3-dipolarna cykloaddycja Huisgena azydku do alkinu
(CuUAAC)

W celu wyznakowania réznych nukleotydowych analogéw z Fluorescencyjnymi Mole-
kularnymi Rotorami przeprowadzitem szereg reakcji ,click” cykloaddycji azydku do alkinu
katalizowang jonami miedzi (1) (ang. Cu catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition, CUAAC) (rys.
II. 19) w réznych uktadach DMSO/H20 (1:1 lub 2:1, v/v). W wiekszosci przypadkoéw wykorzys-
tatem analogi nukleotydow z grupg azydkowg i propargilowane pochodne FMR, chociaz
TMGpppSG analog z grupg azydkowg okazat sie by¢ niestabilny, stad zsyntezowatem
odpowiedni analog z grupg propargilowg i dla niego przeprowadzitem reakcje CuAAC.
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Rys. Il. 19 Przyktadowy schemat syntezy réznych nukleotydowych koniugatéw (TMGpppN, m’GpppN,
GMP) z FMR w dwdch wariantach syntetycznych- z propargilowanym FMR lub FMR z grupg azydkowa

Do reakcji koniugacji uzytem czystych izomeroéw nukleotydéw za wyjatkiem dwoch reakcji
dla TMGppppA-L1-N3 i m’GpppG-L1-Nsdla ktérych reakcje przeprowadzitem na mieszaninie
izomeréw. W pierwszym przypadku nie udato sie odseparowac izomeréw dla koniugatéw z
DMHBI i HEMABI, ktére eluujg zbyt blisko siebie, jednak koniugaty z o-HBI dobrze sie separujg
podczas chromatografii i udalo sie wyizolowaé czyste produkty, jednak z mniejszymi
wydajnosciami. Jak sie pdzniej okazato, regioizomery z niektéorymi FMR wykazujg bardzo
rézne wlasciwosci ze snurportyng, stagd separacja substratowych zwigzkéw metodg HPLC byta
kluczowym etapem.

Wiekszos¢ substratéw ulegta konwersji w przeciggu 2 do 4 h, jednakze niekiedy reakcje
wymagaty dodania kolejnej porcji katalizatora i/lub FMR. Postep reakcji monitorowatem metodg
RP-HPLC z detekcjg absorpciji w 254 nm oraz w dtugosci fali odpowiadajgcej absorpcji FMR
a takze za pomocg detekgciji fluorescencji w 370 nm (7-metyloguanozyna) (rys. Il. 20).
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Rys. Il. 20 Przyktadowy chromatogram reakcji CUAAC z syntezy TMGpppG2-o-L1-acvs Z rozng detekcjg

Wydajnosci reakgji, stosujgc czyste izomery jako substraty, wynosity przewaznie ponad
40% (tab. 4). Mniejsze wydajnosci reakcji zaobserwowatem dla analogéw tetrafosforanowych
z grupg azydkows, gdzie problemem byfa izomeryzacja substratu, dla analogéw znakowanych

61



HEMABI w pozycjach 3’ rybozy ze wzgledu na izomeryzacje produktu oraz dla analogu
modyfikowanego od strony trimetyloguanozyny ze wzgledu na brak catkowitej konwersji. Ze
wzgledu na interesujgce wtasciwosci modyfikowanych guanozynowych pochodnych z TMG
kapem (TMGpppG) w badaniach ze snurportyng postanowiliSmy zsyntezowac¢ wszystkie
mozliwe kombinacje z FMR z tym dinukleotydem, za wyjatkiem DMABN, dla ktérego nie
miatem pochodnej propargilowej. W ten sposob otrzymatem dwanascie analogéw TMGpppG-
2’13’-0-L1-FMR z piecioma GFP-podobnymi FMR i jednym analogiem julolidyny. Na podstawie
oceny ich stabilnosci i przydatnosci w badaniach ze snurportyng, wyselekcjonowatem trzy
FMR dla ktérych syntezowatem dalsze modyfikowane analogi nukleotydowe i sg to kolejno
DMHBI, HEMABI i 0o-HBI. Wtasciwosci tych koniugatow TMGpppG z réznymi FMR omawiam
w rozdziatach II. 4 — 11. 8. Najciekawszymi okazaty sie dla mnie koniugaty z DMHBI, stad sg
najliczniejszg i najbardziej ekstensywnie zbadang przeze mnie grupg wsrod koniugatéw FMR.
W analogiczny sposéb zsyntezowatem koniugaty z FMR, ktére nie zawieraty TMG kapu takie
jak monometylokapowane koniugaty, GMP, fosfoniany FMR (rys. Il. 21) (szczegbty w czesci
eksperymentalnej).
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Rys. Il. 21 Schemat syntezy koniugatéw z FMR niezawierajgcych TMG kapu (16a-c, 16f)

Do syntezy koniugatu z TMG kapem niezawierajgcego FMR wykorzystatem reakcje
z alifatycznymi alkoholami z terminalng funkcjg alkinowg (rys. Il. 22): propargilowy, 3-buty-
nylowy i 4-pentynylowy. Nie udato mi sie otrzyma¢ produktu w przypadku alkoholu 3-buty-
nylowego.
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Rys. Il. 22 Schemat syntezy koniugatéw bez FMR zawierajgcych TMG kap (19, 20)
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Tabela 4 Wydajnosci reakcji CUAAC dla réznych nukleotydowych koniugatéw z FMR

Substraty Produkt Wydzljnos’é Sl > e
[%] 9+58 9b 91
TMG kapy 9+ 62 99 65
1-2° + 52 1a-2’ 55 11-2’ + 52 11a-2’ 81
1-3’ + 52 1a-3’ 74 11-3’ + 52 11a-3’ 95
el 102 2 11-2’ + 54 11c-2’ 68
1b-3’ 37 11-3’ + 54 11c-3 76
1-2’ + 54 1c-2’ 75 GMP i m’G kapy
1-3’+ 54 1c-3’ 61 12-2’ + 52 12a-2’ 30
1-2° + 55 1d-2’ 80 12-3’ + 52 12a-3’ 49
1-3’ + 55 1d-3’ 94 12-2’ + 53 12b-2’ 65
1-2’ + 56 le-2’ 92 12-3’ + 53 12b-3’ 63
1-3’ + 60 1f-2’° 79 12-2’ + 54 12¢-2’ 72
1-2° + 60 1f-3’ 85 12-3’ + 54 12¢-3’ 63
2-2’ + 52 2a-2’ 88 12-2’ + 55 12d-2’ 34
2-3’ + 52 2a-3’ 78 12-3’ + 55 12d-3’ 46
3-2’ + 52 3a-2’ 90 12-2’ + 56 12e-2’ 95
3-3’ + 52 3a-3’ 49 12-3’ + 56 12e-3’ 92
3-2°+54 3c-2’ 42 12-2’ + 60 12f-2’ 51
3-3'+54 3c-3 33 12-3’ + 60 12f-3’ 60
4-2° + 52 4a-2’ 61 13-2’ + 57 13a-2’ 54
4-3’ + 52 4a-3’ I 13-3’ + 57 13a-3’ 47
4-2’ + 54 4c-2’ 65 13-2’ + 58 13b-2’ 73
4-3' + 54 4c-3’ 30 13-3’ + 58 13b-3’ 45
5-2’ + 52 5a-2’ 22 14-2’ + 53 14b-2’ 52
5-3’ + 52 5a-3’ 20 14-3’ + 53 14b-3’ 57
5-2’ + 54 5c-2’ 39 15-2’ + 52 15a-2’ 42
5-3'+24 5¢-3’ 24 15-3’ + 52 15a-3’ 55
6+ 52 6a 51 15-2’ + 53 15b-2’ 52
6+ 54 6¢C 56 15-3’ + 53 15b-3’ 32
7-2' + 57 7a-2’ 63 15-2’ + 54 15c-2’ 60
7-3’ + 57 7a-3’ 83 15-3’ + 54 15¢c-3’ 42
7-2’ + 58 7b-2’ 53 21-2’+2’ + 52 21a-2’+2’ 61
7-3’ + 58 7b-3’ 84 22-2’+3’ + 52 22a-2’'+3’ 56
8-2' + 57 8a-2’ 31 22-2’+3’ + 54 22c-2’+3’ 43
8-3’ + 57 8a-3’ 35
ses | wz | ap | Lo ol foben oemym omiery
8-3’ + 58 8b-3’ 72
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11.3. Whasciwosci spektralne FMR

FMR to zwigzki wykazujgce solwatochromizm, tzn. przesuniecia maksimum emisji w wyniku
zmiany $rodowiska/rozpuszczalnika?’%?"3, Zbadatem widma emisji kilku pochodnych FMR z
grupg azydkowg lub propargilowg: DMHBI-propargil (52), ACVJ-propargil (60), w rozpusz-
czalnikach organicznych i nieorganicznych o réznej polarnosci (rys. Il. 23): alkohole, DMSO,
DMF, DCM, dioksan. Najwieksze wydajnosci kwantowe FMR osiggajg w DMSO, sg réwniez w
nich bardzo dobrze rozpuszczalne, z kolei w wodzie i buforach wodnych ich rozpuszczalnosc
jest bardzo ograniczona. Wyrazniejszy solwatochromizm wykazata w tym przypadku pochod-
na DMHBI.

DMHBI-CH,CCH (52) ACVJ-CH,CCH (60)
;:~ 300 - l\,é—r:ljioxane 3 1000 — 1,4-dioxane
) - s —
= 2% ~ DCM = 800 ACN
g 200 — DMF g — MeOH
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g 150 — MeOH g —iPrOH
S 100 — EtOH S 400
= — iPrOH E
= 50 = 200
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0 0 . . . - . .
400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700
DL. fali (nm) Dt. fali (nm)

Rys. Il. 23 Widma emisji roznych pochodnych FMR uzytych do znakowania nukleotydéw

Dalej zbadatem widma absorpcji i emisji C-fosfonianow FMR, z tgcznikiem triazolowym i
ujemnie natadowang grupg fosforanowg (rys. Il. 24). Zwigzki te posiadajg znacznie lepszg
rozpuszczalnos¢ w wodzie i buforach, co umozliwito mi zmierzenie widm w buforze fosforano-
wym o pH 7 (absorpcja) i buforze HEPES o pH 7,2 (emisja).
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Rys. Il. 24 Znormalizowane widma absorpcji i emisji dla fosfonianowych pochodnych FMR

Na podstawie widma absorpcji mozna zaobserwowac, ze zwigzki w niewielkim stopniu
absorbujg promieniowanie o dtugosci 260 nm, w najwiekszym stopniu poch. HEMABI 16c.
Znajgc wspotczynniki ekstynkcji dla dtugosci fali charakterystycznej dla FMR przeliczytem jaka
poprawke powinienem zastosowa¢ w koniugatach nukleotydowych z FMR wyznaczajgc
stezenie przy tej dtugosci fali. Fosfonianowa pochodna DMHBI (16a) posiada dwa maksima
absorpcji, pierwsze odpowiada formie fenolowej (390 nm), drugie formie fenolanowej (470
nm), ktéra w niewielkim stopniu wystepuje rowniez w tym pH.
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[1.4. Wtasciwosci spektralne nukleotydowych koniugatéw z FMR

Przed przystgpieniem do badan z biatkami niezbedne byto okredlenie witasciwosci spektral-
nych wolnych ligandéw w szczegdlnosci widm emisji, wzbudzania czy dlugos¢ fali dla maksimum
emisji. Widma absorpcji byly za$ niezbedne do okreslenia stezen produktow koncowych.
W przypadki kilku maksim nalezy okresli¢ rowniez ktére uczestniczy w wigzaniu ze snurportyng

[1.4.1 Widma absorpcji i emisji w buforach wodnych
Zbadatem widma emisji 43 koniugatow z roznymi FMR w buforze HEPES pH 7,2. i widma

absorpcji w buforze o pH 7. Ponizej prezentuje znormalizowane widma absorpcji i emisji dla
kilku wybranych TMG kapow z réznymi FMR (rys. Il. 25) a dla pozostatych w artykule®’* (Sl).
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Rys. II. 25 Znormalizowane widma absorpcji, wzbudzania (dla DMHBI) i emisji dla analogéw TMGpppG
z czterema réznymi FMR (1a-d), kolejno: DMHBI, o-HBI, HEMABI i ACVJ w poz. 2’ (lewo) i 3’-O (prawo)
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Koniugaty DMHBI w buforze o pH 7,2, bliskim fizjologicznemu, wykazujg podwdjng emisje
(rys. Il. 26) (lub nawet potrdjng wliczajgc fluorescencje od m’guaniny wzbudzang dtug. 290 nm)
o réznych stosunkach intensywno$ci odpowiadajgce formie fenolowej w 490 nm i fenolanowe;j
w 540 nm. Dodatkowo posiadajg dwie dtugosci wzbudzania w 390 i 490 nm. Wzbudzanie 390
nm umozliwia obrazowanie tej podwojnej emisji na widmie, a 490 nm tylko emisje formy
fenolanowe;j.

. [} f'\- o o a
N N N* N
HN o o0 o MH HN o © o NH
I ) 9 9 4 )i Y > 9 ¢
\TJ\\N N O'E_‘O'Z_‘O'g_‘o o N’/LNH2 pH <8 \l\ll SN U-ﬁ_—“-i_-o-g_'o o u/)\unz
A © GH pyv - HO " OH OH ©
-
TMGuo P P

5'
N

P
M "0‘ ]
] P o
™
?;N OH
70 - ../.

~_°~ J fenolan fenol

&
& .
— Absocrpcja o — Absorpcja
i Emisja
Emisja f -_
- [wzb.] 390 nm) ; (wzb. 490 nm)
Wzbudzanie ;r . W/l'_Ju_d/iamc:
"7 (emisja 505 nm) ! (emisja 540 nm)
ool B 0.0 —
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

dtugosé fali (nm) diugosc fali (nm)

Rys. Il. 26 Schemat réwnowagi kwasowo-zasadowej dla TMGpppGz-o-L1-omHBl Oraz znormalizowane
widma absorpcji, emisji i wzbudzania (przerywana linia) wraz z przypisanymi fluorescencyjnymi
motywami strukturalnymi

Warto w tym miejscu zwréci¢ uwage, ze emisja kwantowa koniugatéw z DMHBI i 0-HBI jest
silnie wygaszana w roztworach wodnych, ksztatt widm emisji zalezy silnie od zastosowanego
stezenia zwigzku i tak, np. zbyt niskie stezenie uniemozliwia zarejestrowania prawidtowego
ksztattu widma od zwigzku z DMHBI (rys. Il. 27). Dla 2 uM stezenia na widmie emisji przewaza
sygnat 450 nm, ktéry jest sygnatem od matrycy (rys. Il. 27) a dopiero dla >8 uM stezenia
widac¢ jednoznacznie dwa sygnaty emisyjne pochodzgce od zwigzku (sygnat od matrycy jest
przykryty sygnatem od zwigzku). W przypadku sond z o-HBI pasmo emisji zwigzku widoczne
jest dla ~10-15 uM.

66



—
4

%E‘,‘ matryca -2 uM
> g r'd
m3§ DMHBI - 8 uM
=3=10- / 4
S So - 15 uM
c 3 F
[
I
RER
ﬁg_?_-,O.S-
Eo
2
N
0.0

450 500 550 600 650 700
Diugosé¢ fali (nm)

Rys. Il. 27 Poréwnanie ksztattu widm emisji koniugatu TMGpppGs-o-L1-omHsi (1a-3’) dla réznych stezen

[1.4.2 Widma emisji i wzbudzania w uktadach DMSO-woda

Wykonatem widma emisji i wzbudzania TMG kapowanych koniugatéw z guanozyng
i réznymi analogami fluoroforu GFP (DMHBI, o-HBI, p-NHBI, HEMABI, DMABI) w pozycji
2’-0O-guanozyny w réznych uktadach woda-DMSO: 0, 25, 50, 75 i 100% DMSO (rys. II. 28).
Wykorzystatem rozne stezenia zwigzkoéw, w taki sposob, aby obserwowalna byla emisja
znacznika po jego wzbudzeniu, np. 15 yM dla DMHBI i p-NHBI a dla DMABI 1 yM.
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Rys. Il. 28 Poréwnanie wtasciwosci spektralnych analogéw dinukleotydowych TMGpppG z réznymi
analogami fluroforu GFP przytaczonych w pozycji 2’-O-guanozyny w réznych uktadach DMSO-H-20
(legenda-% DMSO)

Przy wzbudzaniu dtugoscig fali 260 nm (odpowiadajgca wzbudzaniu czesci nukleotydowej)
wida¢ bardzo podobne tendencje dla kazdego z tych koniugatow — wraz ze wzrostem
zawarto$ci DMSO rosnie intensywno$¢ fluorescencji od m’guanozyny, a w uktadach powyzej
50% DMSO nastepuje przesuniecie hipsochromowe emisji z 400 nm na ok. 345 nm, co moze
wskazywac¢ na formy oddziatywan miedzyczasteczkowych. W nizszych uktadach DMSO
(0-50%) obserwowalna jest emisja znacznika (490 nm dla DMHBI, 600 nm dla 0-HBI i 615 dla
p-NHBI), jednak powyzej 50% pojawiajg sie zupetnie inne pasma emisji przesuniete w
kierunku fal krétszych. Jest to zgodne z tym co obserwuje przy wzbudzaniu znacznika FMR
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(druga kolumna), co oznacza tyle, ze czes¢ energii promieniowania 260 nm pochtaniania jest
przez zasade azotowg nukleotydu a pozostata czesS¢ przez znacznik.

Drugi rodzaj widm emisji stanowig widma wzbudzane dtugoscig fali charakterystyczng dla
danego FMR. Dla koniugatow DMHBI zaobserwowatem wzrost intensywnosci fluorescenciji
oraz ponownie przesuniecie hipsochromowe z 490 nm na 455 nm, a ponadto mozna
zaobserwowac¢ pasmo emisji 540 nm odpowiadajgce formie fenolanowej, jednak tylko w
uktadach 0 25% DMSO. W wyzszych zawarto$ciach DMSO pasmo to zostaje przykryte przez
dominujgce pasmo odpowiadajgce formie fenolowej (455-490nm). Dla o-HBI emisja znacznika
jest przesunieta w kierunku fal czerwonych - 600 nm, podobnie jak dla p-NHBI — 615 nm,
jednak ich widma emisji zachowujg sie odmiennie przy wzroscie zawartosci DMSO. Dla
p-NHBI emisja 615 nm w wodzie jest prawie nieobserwowalna a w czystym DMSO intensyw-
nos¢ fluorescencji rosnie ponad 30-krotnie. Ponadto nastepuje efekt hipsochromowy z 600 nm
na 535 nm. W przypadku o-HBI wzrost jest tylko ponad 2-krotny natomiast powyzej 50%
DMSO pojawia sie pasmo z maksimum 455 nm tak samo jak dla DMHBI. Wydaje sie, ze jest
to emisja znacznika, gdyz wzbudzana jest dlugoscig 390 nm dla ktérej cze$é nukleotydowa
nie absorbuje, jednak patrzgc na uktad 75% DMSO i znacznik o-HBI wida¢ dwa pasma emis;ji
— 455 nm i 600 nm a w 100% DMSO pasmo 600 nm zostaje przykryte. Moze to sugerowaé
powstawanie form miedzyczasteczkowych tych zwigzkéw. Jesli potraktowac to jako emisje
znacznika to dla o-HBI jej intensywno$¢ rosnie 16-krotnie w 100% DMSO. Dla HEMABI
i DMABI, odmiennie od pozostatych analogéw fluroforu GFP, intensywnos$¢ fluorescencji maleje
wraz ze wzrostem zawartosci DMSO. W 100% DMSO intensywno$¢ fluorescencji dla obu tych
koniugatow jest blisko 4-krotnie mniejsza i wystepuje efekt hipsochromowy (530 na ok. 500
nm).

Ostatni rodzaj widm stanowig widma wzbudzania dla emisji znacznika, odpowiednio 490,
600, 615 i 530 nm dla DMHBI, o-HBI, p-NHBI i HEMABI. Zaobserwowatem, ze w dwdch
przypadkach, tj. dla DMHBI i HEMABI, nastepujg przesuniecia maksimum wzbudzania FMR
w kierunku fal krétszych. Dla DMHBI przesuniecie hipsochromowe wystepuje dopiero powyzej
50% DMSO a dla HEMABI tendencja jest monotoniczna po pierwsze przesuniecia hipsochro-
mowego a po drugie spadku intensywnosci fluorescencji. W tym drugim przypadku przesu-
niecie maksimum wzbudzania wynosi -25 nm, tyle samo co dla maksimum emisji, co oznacza
ze przesuniecie stokesowskie dla tego zwigzku pozostaje takie samo w kazdym z tych
uktadow. Nie jest to jednak zachowane dla pozostatych FMR. Ponadto widma wzbudzania
pokazujg, ze emisje znacznika mozna obrazowac na rézne sposoby, np. dla DMHBI i o-HBI w
takim samym stopniu (rozumiejgc jako intensywnosci na widmie emisji) przez wzbudzanie 265
nm jak i 390 nm. W przypadku p-NHBI wzrost intensywnosci dla 400 nm jest wiekszy niz dla
265 nm, niemniej zawsze korzystniejsze jest wzbudzanie dtuzszg dtugoscig fali ze wzgledu na
wspomniane pochtanianie promieniowania 265 nm przez czes¢ nukleotydows.

Dalej zbadatem rézne nukleotydowe analogi z TMG kapem i tym samym znacznikiem —
DMHBI (rys. Il. 29) i ocenitem wptyw nukleotydu potgczonego z FMR (G lub A) oraz wptyw
oddalenia znacznika od struktury trimetyloguanozyny w analogu tetranukleotydowym (4-ta
pozycja w sekwencji, TMGpppAnUmnA-2’-O-DMHBI).
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Rys. Il. 29 Poréwnanie wtasciwosci spektralnych réznych TMG kapowanych nukleotydowych analogéw
z DMHBI przytgczonym w pozycji 2’-O-rybozy guanozyny lub adenozyny w réznych uktadach DMSO-
H20 (legenda-% DMSO)

Okazuje sie, ze pod wieloma wzgledami zwigzki te zachowujg sie podobnie, tj. przy
wzrosnie zawartosci DMSO rosng intensywnosci pasm emisji nukleotydu, znacznika oraz
pasm ich wzbudzania. Sg tez pewne réznice, tj. dla wzbudzania 260 nm dla analogow z
adenozyng intensywnosc¢ emisji nukleotydu rosnie znacznie bardziej, a emisja znacznika (495
nm) wcale. Nie pojawia sie pasmo 455 nm jak dla analogu z guanozyng. Zmiany intensywnosci
sg bardziej monotoniczne. Dla wzbudzania 390 nm we wszystkich przypadkach obserwuje
takie samo przesuniecie hipsochromowe, jednak zmiany intensywnosci fluorescenciji sg
znacznie wieksze dla zwigzku z guanozyng niz z adenozyng. Widma wzbudzania wygladajg
podobnie dla zwigzkéw z modyfikowang adenozyng, jednak ponownie intensywnosci
fluorescencji dla 400 nm rosng w mniejszym stopniu niz dla nukleotydu (265 nm). Widac, ze
nie jest to jednak prawda, bo cze$¢ nukleotydowa przewaza na widmie emisji. Nie ma roznic
na widmach miedzy analogiem dinukleotydowym i tetranukleotydowym z adenozyng, co
wskazuje na to, ze oddalenie znacznika nie przyniosto korzysci w postaci wzrostu stosunku
sygnatu znacznika do sygnatu od m’Guo. Dla zwigzku z guanozyng w 100% DMSO pojawia
sie trzecie pasmo wzbudzania znacznika dla ok. 300 nm (przesuniecie batochromowe), ktére
w przypadku zwigzkéw z adenozyng sg przykryte przez pasmo 265 nm.

Poréwnatem nukleotydowe analogi z modyfikowang guanozyng i DMHBI z TMG kapem,
m’G kapem lub bez struktury kapu (rys. II. 30)
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Rys. II. 30 Poréwnanie wiasciwosci spektralnych nukleotyddw z réznymi strukturami kapu (TMG, m’G)
oraz niekapowanego nukleotydu z DMHBI w réznych uktadach DMSO-H20 (legenda-% DMSO)

Dla widm emisji przy wzbudzaniu 260 nm obserwuje rézne przyrosty intensywnosci emisiji
formy nukleotydowej i FMR. Najlepiej obrazujg to widma w uktadzie 75% DMSO (brgzowy) —
dla TMG kapu wida¢ dwa maksima, podobnie dla zwigzku z m’G kapem, chociaz tu drugie
maksimum (od FMR) jest mniejsze, a w 100% DMSO catkowicie przykryte jest przez pierwsze
(nukleotyd). Ten sam efekt widoczny jest dla widm wzbudzania 390 nm, gdzie obserwuje
podobne przesuniecia hipsochromowe, jednak ré6zne zmiany intensywnosci emisji znacznika
(w celu lepszego poréwnania zastosowatem takie same skale osi Y). Sugeruje to, ze zwigzek
z TMG kapem i guanozyng jest lepszym sensorem zmian polarnosci srodowiska (solwatochro-
mizm) zaréwno pod katem struktury kapu jak i rodzaju nukleotydu (G/A). Z kolei wsréd réznych
analogow fluoroforu GFP wygrywa p-NHBI (najwieksze zmiany intensywnosci i przesuniec).
Ponadto dla analogu GMP intensywnosci fluorescencji dla 345 nm sg podobne w tych samych
uktadach jak dla zwigzkéw z m’G i TMG kapem, co jednoznacznie wskazuje, ze nie jest to
fluorescencja m’guaniny, lecz jakich$ form miedzyczgsteczkowych. Na widmie wzbudzania
dla zwigzku z TMG kapem nastepuje przesuniecie batochromowe z 265 nm na 300 nm i
jednoczesnie hipsochromowe dla znacznika z 400 nm na 380 nm, dla m’G kapu te same
przesuniecia wynoszg odpowiednio + i -10 nm a dla analogu GMP nie ma przesuniecia
wzbudzania wraz ze wzrostem DMSO.
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Porownatem réwniez regioizomery (2’ i 3’-O) dla TMG kapowanych zwigzkéw z guanozyng
i DMHBI lub o-HBI. W przypadku koniugatéw o-HBI (1b) nie ma réznic na widmach emisji
miedzy regioizomerami, zas dla DMHBI (1a) emisja znacznika ro$nie bardziej dla izomeru 2’
niz dla izomeru 3’, zaréwno przy wzbudzaniu 260 nm jak i 390 nm (rys. II. 31).
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Rys. II. 31 Poréwnanie wtasciwosci spektralnych regioizomerdw koniugatéow 1a-2’ i 1a-3’ w réznych

uktadach DMSO-H:0 (legenda-% DMSO)

W ostatnim kroku poréwnatem widma dla dinukleotydéw bez struktury kapu znakowanych
DMHBI pojedynczo lub podwdjnie na guanozynie (rys. Il. 32). Zbadatem dwa koniugaty
podwojnie znakowane DMHBI — 22a-2’+2’, 22a-2’+3’ oraz jeden monopodstawiony 22a-2’.
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Rys. Il. 32 Porownanie wiasciwosci spektralnych analogu GpppG znakowanego DMHBI pojedynczo
i podwojnie w roznych uktadach DMSO-H:0 (legenda-% DMSO)

Koniugaty podwadjnie znakowane wykazywaty wigkszy wzrost intensywnosci fluorescencji
przy rosngcym stezeniu DMSO niz znakowany pojedynczo (9 i 8-krotny wzrost w poréwnaniu
do 4,5-krotnego dla monopodstawionego). Wskazuje to, ze sg lepszymi sensorami zmian

polarnosci mikrosrodowiska.
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[1.5. Witasciwosci fizykochemiczne FMR i nukleotydowych
koniugatéw z FMR

Badane przeze mnie FMR réznig sie pod katem chemicznym. Zbadatem koniugaty z
piecioma analogami fluoroforu GFP: DMHBI, o-HBI, p-NHBI, HEMABI, DMABI oraz dwoma
analogami julolidyny: ACVJ oraz DMABN a takze jednym analogiem DMAPhH, zblizonym
strukturalnie do Tioflawiny T. Wsrod tych wszystkich znalazty sie fenole — DMHBI i 0-HBI,
zwigzek z 1° alifatyczng grupg hydroksylowg — HEMABI, z grupg nitrowg — p-NHBI, z 3° grupg
aminowg — DMABI, DMABN, ACVJ. Dodatkowo ACVJ jest rozbudowanym sterycznie
zwigzkiem aromatycznym z grupg aminowg, amidowg i nitrylowa. Analogi fluroforu GFP
posiadajg pierscien metyloimidazolinonu, ktérego brak w ACVJ i DMABN. DMHBI zawiera
grupe hydroksylowg w pozycji para oraz dwie metoksylowe (-OCHz) grupy w pozycjach meta,
ktore zgodnie z rbwnaniem Hammetta stanowig grupy wyciggajgce elektrony (EWG) i tym
samym zwiekszajg kwasowos¢ protonu grupy hydroksylowej. o-HBI w odréznieniu od DMHBI
posiada grupe hydroksylowg w pozycji orto przez co emisja jest przesunieta w kierunku fal
diuzszych i maksimum sygnatu pojawia sie ok. 605 nm. Ponadto wykazuje najbardziej
wygaszang fluorescencje w rozpusz-czalnikach polarnych. Podobnie p-NHBI i jego koniugaty
wykazujg emisje w 615 nm i jest ona rownie silnie wygaszana. Intensywnosci fluorescencji
wolnych zwigzkéw z FMR w rozp. polarnych ukfadajg sie w szereg:

ACVJ > DMABI = DMABN > HEMABI > DMHBI > 0-HBI = p-NHBI

4 fenole zw. nitrowy )
§ Z SN 9 Z I SN “
—N _ ==N] ST =N
N OH : i I NO;
O
\_ DMHBI o-HBI p-NHBI /
( aminy 3-rzedowe )
s\ T ‘g_N SN NN
S =N /\\/OH > =N - - H |
N CN
s : I f|\| NN
[ HEMABI DMABI ACV\y

\_ alkohol Y

Rys. Il. 32 Klasyfikacja chemiczna wykorzystanych w pracy fluorescencyjnych molekularnych rotoréw
ze wzgledu na grupy funkcyjne
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[1.5.1 Zaleznosci widm emisji i wzbudzania od pH

Zbadatem zaleznosci intensywnosci fluorescencji wolnych (niezwigzanych) koniugatéw z
DMHBI (rys. 1l. 33) i 0-HBI w buforach wodnych o réznych pH. Koniugaty te wykazujg emisje
formy fenolanowej zalezng od pH $rodowiska i sg tym samym sensorami zmian pH, w
przeciwienstwie do pozostatych (1c-2’°, rys. Il. 33).

TMGpppG-2'-0-L1-DMHBI (1a-2") TMGpppG-2'-0-L1-HEMABI (1¢c-2")
0.12 —pH10 012 —pH 10
—pH7 —pH7
£ 0.09; PP 0,00 P
c —pH4 ¢ = pH4
3 3
5 0.06 5 0.06
0n (7]
Qa o
< 0.03 < 0.03
00— 0.00l————"—
250 300 350 400 450 500 550 600 250 300 350 400 450 500 550 600
diugos¢ fali (nm) dtugosé fali (nm)

Rys. Il. 33 Widma absorpc;ji dla koniugatow TMGpppG z DMHBI i HEMABI w pozycji 2’-O-guanozyny
(1a-2’, 1¢c-2’) w buforach o pH 4, 7 10

Wykorzystatem w badaniach roztwory buforowe o réznych pH: 6,5;7,2;7,5;8,1;8,5;8,9
;9,5;10,0; 10,4 ; 10,9 (patrz rozdz. lll. 7. 6). Do badan wyselekcjonowatem 7 koniugatéw z
DMHBI: 1a-2’, 2a-2'13’, 12a-2’/3’, 15a-2’/3’ oraz 6 z 0-HBI: 1b-2’/3’, 12b-2’/3’, 15b-2’/3’, w taki
sposob, aby uchwyci¢ réznice miedzy regioizomerami, ktérych rézne wtasciwosci widoczne sg
réwniez w badaniach ze snurportyng, wptyw niewielkich modyfikacji takich jak zamiana atomu
tlenu na atom siarki oraz wptyw struktury kapu lub jego braku na wiasciwosci fizykochemiczne.
Eksperymenty wykonywatem dla sond z DMHBI w stezeniu 10 uM i 15 uM dla o-HBI Dobranie
takich warunkéw umozliwito mi zmierzenie w dokladny sposéb zmian intensywnosci

fluorescencji w konkretnych pH.

Wykonatem widma wzbudzania w buforach o réznych pH dla koniugatéw TMG kapu z
guanozyng i DMHBI w pozycjach 2'-O i 3-O guanozyny. Okazuje sie, ze w wyzszych pH
pojawia sie dodatkowe pasmo wzbudzania w 490 nm odpowiadajgce formie fenolanowej (rys.
. 34).
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TMG-5'-S-pppG-2'-O-link-DMHBI (2a-2') TMG-5"-S-pppG-3'-O-link-DMHBI (2a-3')

- £ 800 — oH
E 800 —oHet E pH8,9
) 700 fenolan DH7.5 2 700 fenolan — pH8,5
: — pH7,.2 : — pH8/1
’ pH7,5

— pHB,5

prib, — pH7,2
— pHGB,5

450 500

400
dlugos¢ fali (nm)

450 500 250 300 350

400
dtugosé fali (nm)
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Rys. II. 34 Widma wzbudzania (emisja 540 nm) dla koniugatéw analogu TMGpppG z DMHBI pozycjach
2’-0- i 3-O-guanozyny (2a-2’, 2a-3’) w roznych pH

Pasmo to pojawia sie dla regioizomeréw w réznych pH, np. w buforze HEPES pH 7,2 (czarna
linia) dla izomeru 2’ wida¢ wyraznie silniejsze pasmo wzbudzania 490 nm, podczas gdy dla
izomeru 3’ w tych samych warunkach jest ono znacznie mniej intensywne niz dla izomeru 2’ i
mniejsze od wzbudzania 390 nm. Zaciekawito mnie to i postanowitem zbadac¢ zaleznosci widm
emisji od pH (rys. Il. 35-36).
T TMG-5"-S-pppG-2-0-link-DMHBI (2a-2')

ETMG-5‘-S-pppG-Z'-O-Iinker-DMHBI (2a-2") TMG-5"-S-pppG-2'-O-link-DMHBI (2a-2')

E
c =
—pHio g 150 - pH10 g 1000 fenolan - pH8,9
-pHES 7125 —pHES ¥ o0, - pH8.5
~PHES Y 44 “fenolan CpHes g — pH8,1
- pH8,1 = - pH8,1 = 600 H7,5
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Rys. Il. 35 Widma emisji wzbudzane 260 nm, 390 nm (fenol) i 490 nm (fenolan) dla koniugatéw analogu
TMGpppG z DMHBI pozycjach 2’-O (goéra) i 3'-O (dot) guanozyny (2a-2’, 2a-3’) w roznych pH
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Rys. Il. 36 Widma emisji wzbudzane 390 nm (fenol) i 465 nm (fenolan) oraz wzbudzania (em. 605 nm)
dla koniugatéw analogu m’GSpppG z 0-HBI pozycjach 2’-O (goéra) i 3'-O (dét) guanozyny (15b-2’, 15b-

3’) w réznych pH

Z widm odczytatem wartosci intensywnosci fluorescencji odpowiadajgce formie fenolanowej
(emisja 545 lub 590 nm dla odpowiednio DMHBI i o-HBI). Do punktéw pomiarowych (8 dla
DMHBI lub 10 punktéw dla o-HBI), dopasowatem krzywg (agonist vs response model,
czteroparametrowy, rys. Il. 37) i odczytatem warto$¢ pKa. Dobranie takiego modelu pozwala
na najlepsze dopasowanie, mimo ze dla DMHBI liczba stopni swobody wynosi 3-4 a dla o-HBI

6.
Poréwnanie dla 2'-O- izomeréw z DMHBI
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Rys. Il. 37 Zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji dla dtugosci fali odpowiadajgcej formie fenolanowej
(w 545 nm dla DMHBI i 590 nm dla 0-HBI) w maksimum jej wzbudzania od pH oraz dopasowane krzywe
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Wartosci pKa mozna rowniez odczyta¢ z widm wzbudzanych dtugoscig 260 nm, poniewaz
tam tez obserwuje emisje znacznika, jednak nie jest to mozliwe przy wzbudzaniu 390 nm
(rys. Il. 38) (forma fenolowa) — tam chociaz obserwuje emisje znacznika to intensywnosci
fluorescencji sie nie zmieniajg lub zmieniajg losowo (dtugos¢ 390 nm jest poza wzbudzaniem
formy fenolanowej). Wartosci pKa dla zwigzkéw (dla dwéch diugoséci fal wzbudzania) zostaty
zaprezentowane w tabeli 5.

E 600 TMG-5'-SpppG- E 120 v o TMG-5'-SpppG-2'-0-
- 811+002 * 22'-0;-1-DMHBI b v L1-DMHBI (2a-2')
I 500 (2a-2) g 100 v T+ ., TMGpppG-2-O-Li-
© E « TMGpppG-2'-0- o ‘g : v DMHBI (1a-2')
3c 400 v L1-DMHBI (12-2) B = 80 v m’G-5"-SpppG-2-O-
Te m'G-5'SpppG- € @ ° L1-DMHBI (15a-2")
e~ . c ™ ° L]
g5 300 2-0-L1-DMHBI @ 60 : GMP-2"-0-L1-DMHBI
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Rys. Il. 38 Przykfady zalezno$ci intensywnosci fluorescencji od pH dla wzbudzania 260 nm (i dopaso-
wane krzywe) i 390 nm dla 2’-O- izomerow z DMHBI

Tabela 5 Wartosci pKa wybranych koniugatéw z DMHBI i o-HBI otrzymane dla réznych df. wzbudzania

Zwigzek (Wzb.pZIE?) nm) | (wzb. 498!‘7 a465b nm)
TMGpppG-2'-O-link1-DMHBI (1a-2’) 8,14 £ 0,08 8,04 £ 0,05
TMG-5'-S-pppG-2'-O-link1-DMHBI (2a-2’) 8,11 +£0,02 8,03 £ 0,05
TMG-5'-S-pppG-3'-O-link1-DMHBI (2a-3’) 8,80 £0,10 8,69 £0,12
m’G-5'-S-pppG-2'-O-link1-DMHBI (15a-2’) 8,05+ 0,08 8,13+0,10
m’G-5'-S-pppG-3'-O-link1-DMHBI (15a-3’) 8,64 £ 0,16 8,43 £ 0,09
GMP-2'-O-link1-DMHBI (12a-2’) 7,83 £ 0,08 7,87 £ 0,08
GMP-3'-O-link1-DMHBI (12a-3’) 8,13 +£0,02 8,17 £ 0,08
TMGpppG-2'-O-link1-0-HBI (1b-2’) nd 9,44 £ 0,06
TMGpppG-3'-O-link1-0-HBI (1b-3’) 9,51 +£0,05 9,54 £ 0,07
m’G-5'-S-pppG-2'-0O-link1-0-HBI (15b-2’) 9,31 £ 0,11 9,43 £ 0,06
m’G-5'-S-pppG-3'-0O-link1-0-HBI (15b-3’) 9,40 £ 0,09 9,36 £ 0,10
GMP-2'-O-link1-0-HBI (12b-2%) nd 9,11 +£0,15
GMP-3'-O-link1-0-HBI (12b-3’) 9,05+0,18 9,17 £ 0,09

aDMHBI, " 0-HBI, nd = nie wyznaczono

Zaobserwowatem duzg zgodnos¢ wynikow, réznice sg w granicach btedéw pomiarowych.
W przypadku zwigzkéw z DMHBI izomery 2’ wykazaty mniejsze wartosci pKa, nawet o
0,3-0,7 jednostek w poréwnaniu do odpowiadajgcych im izomeréw 3’. Najwieksze réznice
zaobserwowatem miedzy TMGpppG2-o-L1-omHei i jego 3" izomerem. Zwigzki z 0-HBI zachowujg
sie odmiennie, tj. regioizomery posiadajg zblizone pKa, co moze ttumaczy¢, dlaczego wykazujg
one takie same lub zblizone odpowiedzi ze snurportyng (patrz rozdziat Il. 7). Niezaleznie od
badanego FMR, GMP majg nizsze wartosci pKa niz zwigzki z TMG kapem czy m’G kapem.
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Poréwnujgc zwigzki z kapem i bez (GMP) uktadajg sie one w szereg (wg malejgcych wartoSci
PKa):

TMG kapowane > m’G kapowane > analogi GMP

Wykazatem, ze obie metody wykorzystujgce emisje znacznika dla dwoch dtugosci fal
wzbudzania mogg stuzy¢ wyznaczaniu pKa grupy fenolanowe;j.

Na uwage zastuguje nie tylko przebieg krzywej w zaleznos$ci od pH, ale tez same zmiany
intensywno$¢ fluorescencji, ktére sg rézne dla réznych struktur nukleotydowych. Obliczytem
krotnoéci wzrostu intensywnosci fluorescenciji i podzielitem na dwa zakresy pH (rys. Il. 38),
biorgc caty zakres pH (prawo) lub zakres od 6,5 do 7,5 (lewo), co odpowiada w przyblizeniu
zmianom w fizjologicznym pH.
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Rys. Il. 39 Krotnosci wzmocnien dla badanych nukleotydowych koniugatéw z FMR w r6znych zakresach
pH: 6,5-7,5; 6,5-10 oraz 6,5-11

Niezaleznie od FMR i od zakresu pH emisja znacznika przy wzbudzaniu 390 nm nie ulega
zmianom. Najwieksze zmiany intensywnosci fluorescencji dla formy fenolanowej obserwujemy
w maksimum jego wzbudzania (490/465 nm) i ta metoda jest najczulsza. Okazuje sig, ze dla
takich samych stezen zwigzkéw najwiekszy wzrost wykazaty TMG kapowane sondy, potem w
kolejnosci z m’G kapem i GMP analogi.

Pojawia sie pytanie czy takie pH-zalezne fluorofory mozna rozpatrywac jako sondy moleku-
larne biatek w warunkach komérkowych. Odpowiadajac na to pytanie, nalezy wiedzie¢ jakie
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pH panuje w danych organellach komérkowych, czy jest state oraz ktéra forma zwigzku
oddziatuje z biatkiem (zjonizowana czy sprotonowana). ZatozyliSmy w projekcie, ze chcemy
obrazowac procesy zachodzgce w cytoplazmie i jadrze komorkowym, Scislej obserwowac
tworzenie kompleksu ze snurportyng i transport zwigzku do jadra komoérkowego. Zaréwno
w cytoplazmie jak i jadrze komorkowym pH wynosi 7,3 i jest state (rys. II. 39).
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Rys. II. 40 llustracja organelli komorki zwierzecej z zaznaczonymi pH panujgcymi w jgdrze komorko-
wym, cytoplazmie i mitochondrium;

Zwigzki takie mogg stuzy¢ jako sondy molekularne w dowolnym pH o ile mozna rozréznic
forme zwigzang z biatkiem i niezwigzang, pamietajgc o okresleniu dtugosci fali emisji w
zalezno$ci od jonizacji FMR. Mozliwie jak najwieksze roznice w intensywnosciach fluorescencji
dajg szanse na doktadne ilosciowe okreslenie zwigzanego biatka. W przypadku biatek
oddziatujgcych z formg anionowa, jak w przypadku snurportyny, im nizsze pH, tym mniejsza
szansa na zaobserwowanie odpowiedzi z biatkami dla tych zwigzkéw fenolowych (np. dla pH
<b) zwigzki te praktycznie nie wystepujg w formie zjonizowanej i trudniej bytoby je badac.

[I.6. Badanie powinowactwa ligandéw do snurportyny oraz
melF4E metoda miareczkowania z wygaszaniem fluo-
rescencji tryptofanéw (FQT) synchronizowanym w czasie

[1.6.1 Kryteria akceptacji

Do badanh oddziatywania ligand-biatko wykorzystatem dwie metody: miareczkowania z wyga-
szaniem fluorescenciji tryptofanéw synchronizowane w czasie (ang. FQT) oraz miareczko-
wania liganda biatkiem (wysycanie biatkiem). Przeprowadzitem wiele eksperymentéw stad
musiatem przyja¢ pewne kryteria akceptaciji wynikdéw. Na solidnosé metody sktadajg sie m.in.
powtarzalnos¢ (zaréwno co do probki, analityka, dnia analizy) i dobro¢ dopasowania modelu.
Przyjatem pewne kryteria akceptacji takie jak stabilno$¢ biatka (spadek int. fluorescencji nie
wiekszy niz 10% w przeciggu 15 minut), czystos¢ ligandow>95%, x?> <150 dopasowanego
modelu, powtarzalno$¢ na poziomie RSD<10 % (odchylenie wzgledne od $redniej). Niespet-
nienie ktdregokolwiek z kryteriéw skutkowato odrzuceniem wyniku

[1.6.2 Aspekty techniczne

11.6.2.1 Efekt filtra wewnetrznego

W przypadku niektorych zwigzkow bedgcych stabymi ligandami nie udato mi sie osiagngc
plateau i satysfakcjonujacej krzywej ze wzgledu na bardzo duze stezenia liganda i efekt filtra
wewnetrznego. Efekt filtra wewnetrznego to efekt zmniejszanej intensywnosci fluorescenciji
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niewynikajacy z wigzania przez tryptofany, lecz ze zbyt stezonych roztworéw (~100 uM) dla
ktérych wigzka wzbudzenia jest ostabiana przez probke, w taki sposob, ze tylko powierzchnia
skierowana w strone wigzki jest wzbudzana. Powoduje to, Zze intensywnos¢ fluorescenciji caty
czas spada, krzywa wydaje sie niekompletna (rys. 1l. 40) a wyznaczone btedy pomiarowe sg
czesto takie jak sama wielkos¢ mierzona. W takich przypadkach, jak ten nizej, odczytane state
Ko traktowatem jako niedoktadne wartosci (bez btedéw pom.) sugerujgce stabg site wigzania,
i podawatem jako wigksze niz, np. Kp > 100,000 nM (np. dla niektorych zwigzkow kontrolnych).
Wynik cho¢ jest niedoktadny to jak najbardziej jest informatywny.
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Rys. Il. 41 Przyktad krzywej miareczkowania i efektu filtra wewnetrznego dla GMP3-0-L2-0-HB1 (12b-3")

11.6.2.2 Wady i zalety metody, FQT versus miareczkowanie z czytnikiem ptytek

Metoda FQT jest bardzo doktadng metoda, w kazdym pomiarze rejestrowatem pomiedzy
35 a 45 punktow pom. z roznych stezen. RSD nie przekraczato 10% nawet w pomiarach
odlegtych o miesigce. Metoda ta jest czuta, umozliwia wyznaczenie stalych Kp rzedu
pikomolowego (pM). Miareczkowanie synchronizowane w czasie umozliwia zebranie znacznej
liczby punktow pomiarowych (>30) z bardzo réznego zakresu stezen liganda oraz reakcje
analityka w stosunku do wielkosci spadkéw intensywnosci fluorescencji w czasie rzeczy-
wistym. Mimo to, FQT jest stosunkowo wolng metodg analityczng. Pomiar jednego zwigzku
trwa ~60 minut, a wynik koncowy jest usredniany z 3-7 pomiarow, dlatego wysoce pozgdane
bytoby opracowanie krotszej i wysokoprzepustowej metody analitycznej. Nalezy tu jednak
zaznaczy¢, ze metoda ptytki wielodotkowej w czytnikiem fluorescenciji jest nieprzystosowana
do tego typu pomiaréw, po prostu nie obserwuje odpowiedniego wygaszania fluorescenc;ji.
Moze byc¢ za to przydatna jako metoda skriningowa w miareczkowaniach réznych ligandow z
FMR biatkiem, gdzie monitorujemy emisje od FMR, natomiast doktadnos¢ wyniku bedzie
mniejsza niz przy FQT i uzalezniona gtéwnie od liczby zebranych punktéw pomiarowych.
Metoda FQT ma tez swoje ograniczenia, m. in. efekt filtra wewnetrznego nie pozwala na
dokfadne wyznaczenie statej asocjacji/ dysocjaciji dla stabych ligandow.
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[1.6.3 Charakterystyka oddziatlywania analogow TMG kapu nie-
zawierajacych FMR ze snurportyng

Przeprowadzitem miareczkowania z wygaszaniem fluorescencji tryptofanéw synchro-
nizowane w czasie (ang. FQT) dla r6znych analogéw TMG kapu bez i z ugrupowaniem
azydkowym lub propargilowym. Eksperymenty te umozliwiajg wyznaczenie statych dysocjacji
(Kp, rys. Il. 41) komplekséw ligand-snurportyna w oparciu o krzywe miareczkowania
wynikajgce z wewnetrznego wygaszania emisji fluorescencji biatka po zwigzaniu ligandu w
kieszeni wigzgcej. Badania rozpoczatem od okreslenia powinowactwa znanych zwigzkow,
takich jak TMGpppG czy TMGpppA i uzyskatem wyniki zgodne z danymi lit (rozdz. 1.2.2),
nastepnie przeprowadzitem eksperymenty na 2 modyfikowanych siarkg w pozycjach 5’
(TMGuo/Guo) dinukleotydach bez linkera i 18 roznych dinukleotydach z linkerem (rys. Il. 41).
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Rys. Il. 42 State dysocjacji (Kp) dla komplekséw snurportyny i réoznych di- i tetranukleotydowych
analogéw TMG kapu bez oraz z ugrupowaniem azydkowym lub propargilowym

Na podstawie tych eksperymentow mozna wysnué kilka interesujgcych wnioskow. Po
pierwsze, analizujgc powinowactwo zwigzkdw niosgcych klikalne linkery w réznych pozycjach,
wprowadzenie linkera w ukfad rybozy drugiego nukleotydu TMG kapu nie zaktéca interakcji ze
snurportyng. Wsrdd analogéw funkcjonalizowanych w obrebie rybozy G lub A, wszystkie miaty
powinowactwo porownywalne lub wyzsze (nizsze Kp), niz niemodyfikowany TMGpppG. W tej
serii zwigzkow analogi 2-2' (Kp=148 nM), 5-2' (Kp=154 nM) i 6-2' (Kp=155 nM) majg najwyzsze
powinowactwo do snurportyny, ktore jest nawet 7,5x wyzsze w poréwnaniu z TMGpppG/A.
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Co ciekawe, odpowiadajgce im izomery 3' wykazujg powinowactwo poréwnywalne do
TMGpppG. Wplyw modyfikacji w mostku fosforanowym nie byt znaczacy, chociaz warto
zauwazy¢, ze wydtuzenie trifosforanu do tetrafosforanu (5, 6) czy wprowadzenie siarki do
pozycji 5' trimetyloguanozyny (2) nieznacznie zwigkszylo powinowactwo. Wplyw zasady
azotowej drugiego nukleotydu na powinowactwo jest zgodny z wczeéniejszymi obserwacjami
dla zwigzkdéw kontrolnych, tj. analogi guanozyny oddziatujg z wiekszym powinowactwem niz
analogi adenozyny. Z drugiej jednak strony wykazatem, Ze tetrafosforanowe analogi guano-
zyny i adenozyny wigzg sie rownie silnie oraz brak jest istotnych roznic miedzy parami
regioizomerdw 2' i 3', co sugeruje, ze fragment tetrafosforanowy moze globalnie wptywac¢ na
rozpoznawanie analogu TMG kapu przez snurportyne. W przeciwienstwie do zwigzkow
modyfikowanych na rybozie drugiego nukleozydu w strukturze TMGpppN, dla zwigzkéw z
linkerem na zasadzie (pozycja N1, 9) lub w obrebie fragmentu trimetyloguanozyny (pozycja 2'-
0; 8-2'), nie zaobserwowatem praktycznie zadnego wigzania z biatkiem, podczas gdy zwigzek
8-3', ktory posiada linker na pozycji 3'-O-trimetyloguanozyny, wigze sie ze snurportyng z
powinowactwem porownywalnym do TMGpppG. Podejrzewam, ze stabsze wigzanie 8-2’ (Kp
>10,000 nM) jest efektem zawady sterycznej blisko grup N2-metylowych trimetyloguanozyny,
ktéore sg wazne do rozpoznania przez snurportyne (roz. 1.2.2). Dodatkowo mate spadki
intensywnoséci fluorescencji w eksperymencie powodujg trudnosci w dopasowaniu dobrej
krzywej (rys. Il. 42, czarny) i skutkujg brakiem powtarzalno$ci wynikéw. Brak wigzania zwigzku
9 najprawdopodobniej wynika z faktu, ze w natywnym kompleksie (PDB 1XK5) atom azotu N1
tworzy wigzanie wodorowe z Ser105 oraz jest scisle otoczone innymi aminokwasami, wiec
wprowadzenie tam modyfikacji moze wymagac znacznego przegrupowania zasady azotowej
do wigzania.
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Rys. Il. 43 Przyktadowe krzywe miareczkowan dla TMG kapéw z linkerem od strony Guo lub TMGuo

Zamiana atomu tlenu na siarke w poz. 5’ od strony trimetyloguanozyny zwieksza powino-
wactwo 6-krotnie i jest najmniejszg modyfikacjg majgca tak znaczacy wptyw dla snurportyny.
Odpowiadajgce analogi siarkowe z linkerami (2) wigzg sie do 8x silniej niz standard TMGpppG
a 2’ izomer jest nieznacznie uprzywilejowany. Analogi tetranukleotydowe z modyfikowang
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linkerem adenozyng (11) wykazat takie samo powinowactwo co analog bez linkera'*. Te
rezultaty daty mi podstawy do dalszych modyfikacji nukleotydow znacznikami FMR i badan ich
oddziatywan ze snurportyna.

[1.6.4 Charakterystyka oddzialywania nukleotydowych koniugatéw
z TMG kapem i FMR ze snurportynag

W ten sam sposéb przeprowadzitem miareczkowania dla réznych TMG kapowanych
koniugatow zawierajgcych znacznik FMR. Wyniki przedstawitem na rys. Il. 43. Przetestowatem
koniugaty analogu TMGpppG (1) z szescioma réznymi FMR: DMHBI (a), o-HBI (b), HEMABI
(c), p-NHBI (d), DMABI (e), ACVJ (f). Zbadatem nastepujace pozycje modyfikacji: N1—guaniny,
2'-0i 3'-O-guanozyny lub adenozyny oraz 2'-O i 3'-O-trimetyloguanozyny. Zwigzki powigzatem
kolorystycznie ze strukturami wyjsciowymi z linkerami (rys. Il. 41), aby méc tatwiej ocenié
wplyw FMR na powinowactwo do snurportyny.
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Rys. Il. 44 State dysocjacji (Kp) dla komplekséw snurportyny i réoznych di- i tetranukleotydowych
koniugatow z TMG kapem i FMR

Zaobserwowatem zwigkszone powinowactwo, gdy GFP-podobne FMR zostaty przytagczone
w pozycji 2'-O-guanozyny (1-3-2’ oraz 5-2’). Takie analogi TMG kapu wigzg sie ze snurportyng
z nieznanym dotad w literaturze powinowactwem — sg 100 razy silniejszymi niz ligandami
snurportyny niz TMGpppG i 50 razy silniejszymi niz odpowiadajgce im izomery 3' (tab. 10).
Zbadane state dysocjacji dla tych zwigzkow i snurportyny sg rzedu 10 nM. To silne wigzanie
wystepuje tylko dla analogéw fluoroforu GFP, a dla analogéw julolidyny (f), chociaz
powinowactwo okazato sie wieksze niz dla TMGpppG to jest 50 razy stabsze niz dla
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pozostatych FMR. Ponadto rodzaj i miejsce potozenia grupy funkcyjnej w GFP-podobnych
znacznikach a-e wydaje sie nie mie¢ wptywu lub posiadaé niewielki wptyw na powinowactwo
do snurportyny. Wyzsze Kp dla analogu 1e-2’ (DMABI) jest zwigzane z obecnoscig zanie-
czyszczenia 3’ izomerem (zwigzek izomeryzuje). W przypadku kapow z modyfikowang
adenozyng (4a,c) z tymi samymi FMR nie obserwowatem wspomnianego efektu zwiekszo-
nego powinowactwa. Prawdopodobnie adenozyna uniemozliwia przyjecie pewnego utozenia
w kieszeni wigzgcej snurportyny. Gdy znacznik FMR znajduje sie od strony trimetylogua-
nozyny (8a,b) zaobserwowatem zmniejszone powinowactwo (wyzsze Kp) dla izomeru 2’
z kolei dla izomeru 3’ oddziatywanie jest podobne jak dla niemodyfikowanego TMGpppG. Jest
to zgodne z wynikami uzyskanymi dla analogow azydkowych TMG(-O-linker-Nz)pppG (8).

Modyfikacje w obszarze mostka fosforanowego w postaci grupy metylenowej (3a,c) lub
funkcji 5’-O-tioestrowej (2a,c) nie zmieniajg powinowactwa do snurportyny. Jest to w pewnym
kontrascie z wynikami dla linkerow, gdzie modyfikacje te nieznacznie zwiekszaty powino-
wactwo, dlatego wnioskuje, ze efekt stabilizujgcy uzyskany z wprowadzenia znacznikow
FMR znacznie przewyzszyt ten z modyfikacji w obszarze mostka fosforanowego. Analogi
tetrafosforanowe z guanozyng (5a,c) wykazaty tak samo silne wigzanie lub nawet nieznacznie
lepsze niz trifosforanowe z tymi samymi znacznikami. Podobnie analogi tetrafosforanowe
z adenozyng (6a,c) w porownaniu do trifosforanowych z adenozyng okazaly sie lepsze. Przytg-
czenie FMR poprzez linker triazol-1lowy (L2, niebieski) w 7a i 7b-2’ znaczgco zmniejsza ten
korzystny efekt (odpowiednio 30- i 12-krotnie mniejsze powinowactwo niz dla 1a-2’ i 1b-2’ z
linkerem L1, czerwony). Tetranukleotydowe koniugaty z FMR na adenozynie (4-ta pozycja
w sekwenciji) (11a,c) sg jedynym przykladem dla ktérych wprowadzenie FMR spowodowato
pogorszenie oddziatywania ze snurportyng. Koniugaty wykazaty 2-3 wyzsze Kp niz zwigzki
z linkerami i grupg azydkowa. Najsilniejszym ligandem snurportyny okazat sie tetrafosforanowy
analog z HEMABI w pozyciji 2’-O-guanozyny (5c¢-2’) (Ko = 5 nM, tab. 10)

Zbadatem trzy analogi modyfikowane na zasadzie azotowej. Zwigzki modyfikowane FMR
w pozycji N1-guaniny (9a,b) oddziatujg ze snurportyng z podobnym lub gorszym powino-
wactwem jak TMGpppG, pomimo ze zwigzek bez FMR i z propargilem (9) w tej samej pozycji
nie oddziatuje ze snurportyng. Zwigzek zawierajgcy podstawnik DMAPh w pozycji C8 m’guaniny
(10) oddziatuje stabiej niz TMGpppG, sugerujgc destabilizacje.

Na rys. Il. 44 zobrazowatem jak roznie regioizomery wigzg sie ze snurportyng w miareczkowa-
niach FQT. W tym miejscu zaznacze, dlaczego krzywe miareczkowan, przynajmniej dla
izomeréw 2’, nie rosng po przekroczeniu punktu koncowego miareczkowania, kiedy obserwuje
emisje wolnego liganda. Wykonatem widma emisji réznych koniugatéw znakowanych w
pozycji 2’-O- z DMHBI lub HEMABI w stezeniach 1-5 yM w buf. HEPES pH 7,2 i wzbudzatem
je dtugoscig fali 280 nm (rys. Il. 45). Okazuje sie, ze zwigzki te posiadajg inne wtasciwosci
spektralne niz TMGpppG, a przyrost int. fluorescencji 345 nm od wolnhego liganda w tej
metodzie nie jest tak znaczgcy dla tych w przypadku niemodyfikowanych koniugatow
TMGpppG. Dla nieznakowanych analogéw z m’guanozyng, emisja 345 nm znajduje sie blisko
emisji 370 nm od TMGuo, jednak ta w koniugatach jest mniejsza. Zwigzane to jest z tym, ze
czesC energii jest absorbowana réwniez przez znacznik FMR. Najwiekszy przyrost int.
fluorescencji przy dtugosci 345 nm wykazujg koniugaty z HEMABI oraz z ACVJ, co réwniez
wida¢ na krzywych miareczkowan FQT. Dla tych z DMHBI i o-HBI, nawet duze (100x)
nadmiary wolnych kapéw (~10 pM) nie powodowaty istotnego wzrostu intensywnosci.
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Rys. Il. 45 Przykiadowe krzywe miareczkowan FQT dla komplekséw snurportyny i 2’-O- i 3'-O-
podstawionych ré6znymi FMR koniugatow TMGpppG
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TMGpppG2.o.L1-omHBI (13-27) TMGpppPA2-.0.L1-DMHBI (42-2")
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Rys. Il. 46 Poréwnanie widm emisji réznych TMG kapowanych koniugatéw z FMR dla réznych stezenh
wzbudzanych dtugoscig 280 nm (jak w metodzie FQT)

Na podstawie badan FQT udato mi sie ustali¢, ktére miejsca modyfikacji w postaci FMR sg
dobrze tolerowane przez snurportyne (rys. Il. 46, niebieski), ktore destabilizujg kompleks
(czerwone), a ktore silnie go stabilizujg (zielony). Modyfikacje w obszarze zasady azotowej
guanozyny (C8, N1) obnizajg powinowactwo do snurportyny. Modyfikacje w obszarze rybozy
daty réznorodne ligandy od bardzo silnych (2’-O-Guo-podstawione) po bardzo stabe (2’-O-
TMGuo-podstawione). Pozycja 3’-O-TMGuo okazata sie by¢ nieznacznie stabilizujgca. Nalezy
tu zaznaczy¢, ze nie tylko miejsce modyfikacji ma znaczenie, ale tez jej rodzaj, tj. silny efekt
stabilizujgcy uzyskatem jedynie w przypadku GFP-podobnych FMR (a-e). Powinowactwa
poréwnywatem wzgledem zwigzkéw TMGpppG lub TMGpppA.
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Rys. Il. 47 Wplyw miejsca modyfikacji FMR w TMGpppG na powinowactwo do snurportyny
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[1.6.5 Charakterystyka oddziatywania nukleotydowych koniugatéow
i FMR niezawierajagcych TMG kapu ze snurportyng

Efekt zwiekszonego powinowactwa 2’ izomerow z GFP-podobnymi FMR zainteresowat nas

na tyle, ze postanowilismy zbadac¢ najprostsze analogi nukleotydowe z FMR w postaci

koniugatow FMR i monofosforanu guanozyny. Wyznaczytem state dysocjacji komplekséw

snurportyny i roznych nukleotydowych i nienukleotydowych koniugatéw FMR niezawieraja-
cych TMG kapu (rys. Il. 49).

100,000
10,000+

1,000-

Kp (nM)

100+

Rys. Il. 48 State dysocjacji (Kp) dla kompleksdw snurportyny i réznych koniugatow z FMR niezawiera-
jacych TMG kapu, na = nieaplikowalne, bd = brak danych

2’-O-podstawione analogami fluoroforu GFP monofosforany guanozynyny (GMP) wykazaty
6- do 10-krotnie silniejsze powinowactwo od TMGpppG. Snurportyna nie wigze naturalnie
GMP, jednak wprowadzenie znacznika FMR zmienia specyficznos¢ substratowg. W
przypadku analogu z ACVJ, wigzanie to byto stabsze, co jest zgodne z wynikami dla TMG
kapowanych koniugatéw, ale nadal bliskie TMGpppG. GMP z tym samym FMR, ale zmienio-
nym linkerem prawie nie oddziatywaty ze snurportyng a efekt filtra wewnetrznego uniemozliwit
doktadne wyznaczenie statych dysocjacji. Mimo to, moge wnioskowac, ze zmiana typu linkera
jest wazna dla rozpoznania przez snurportyne i wptywa na oddziatywania. Analogi m’G kapu
z GFP-podobnymi FMR w pozycji 2’-O-guanozyny okazaty sie silnymi ligandami ze statymi
dysocjacji jedynie ok. 2-krotnie wiekszymi od TMG kapowanych analogéw (tab. 10)

Aby wykluczyé niespecyficzne oddziatywania FMR i snurportyny zbadatem réwniez
nienukleotydowe koniugaty FMR zawierajgce triazol i grupe fosforanowa. Jak wcze$niej
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pokazatem, zwigzki takie rozpuszczajg sie w buforach wodnych i wykazujg charakterystyczng
dla nich emisje znacznika. Dla niektorych znacznikédw zaobserwowatem stabe wigzanie ze
snurportyng z sitg podobng do izomerow 3’ analogéw GMP i m’G kapu, chociaz dla o-HBI
ponownie nie mogtem w dokfadny sposéb wyznaczy¢ statej (niedomiareczkowana krzywa i
efekt filtra wewnetrznego, rys. Il. 50). GMP modyfikowane w pozycji 3’ nie wykazujg
preferencyjnego wigzania w stosunku do samych znacznikéw, co pozwala mi wnioskowac, ze
sama struktura nukleotydu nie ma znaczenia do momentu wprowadzenia znacznika w pozycje
2’-O rybozy, a konkretniej guanozyny. Dopiero takie potgczenie zapewnia dodatkowe
oddziatywanie ze snurportyna.
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Rys. Il. 49 Przyktadowe krzywe miareczkowan FQT dla kompleksow snurportyny i réznych nukleoty-
dowych i nienukleotydowych koniugatéw z o-HBI

Zestawiajgc te wyniki dla koniugatéw FMR bez TMG kapu i z TMG kapem (tab. 8)
uzyskatem kilka wnioskow:

GMP modyfikowane o-HBI w pozycji 2’- i z linkerem typu -CHa-1-triazol-CH,CH.- (13a-
2’) wigzg sie bardzo stabo ze snurportyng i wigzanie to nie ma znaczenia biologicznego
TMG kapowane dinukleotydy z tymi samymi FMR i tym samym linkerem wykazujg 10-
krotnie wieksze wartosci Kp od tych z linkerem typu -CH2CH;-4-triazol-CH;- niezaleznie
od badanego izomeru, co oznacza tyle, ze zmiana linkera spowodowata utrate
oddziatywania ze snurportyng, ktére réznicowato izomery

Zwigkszone powinowactwo do snurportyny jest wynikiem synergicznym co najmnie;j
dwoch oddziatywan stabilizujgcych. Jedno z nich jest znanym w literaturze oddziaty-
waniem naktadania (ang. stacking) trimetyloguanozyny z resztami Trp107 i Trp276.
Mimo, ze zmiana linkera zmniejsza powinowactwo do snurportyny, to nadal jest ono
wigksze niz dla niemodyfikowanego TMGpppG, sugerujac zachowane inne oddziaty-
wanie stabilizujgce

Oddziatywanie dla 2’-podstawionych koniugatéw z GFP-podobnymi FMR ma
pierwszenstwo/ wigkszy wptyw (jest bardziej uprzywilejowane) w stosunku do struktury
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TMG kapu (niemodyfikowany TMGpppG), ktéra do tej pory byla jedynym znanym
motywem nukleotydowym wigzanym przez snurportyne

e Wigzanie dla modyfikowanych GMP-2’-O- jest stabsze o 1 rzad wielkosci od tych
zZ TMG kapem i tym samym FMR (tab. 6)

Tabela 6 Poréwnanie statych dysocjacji dla kompleksow snurportyny i koniugatéow z o-HBI
z dwoma réznymi typami linkeréw

Zwigzek Ko (nM)
GMP2.0.L1.0-181 (12b-2°) 105,0 £ 10,04
GMP3.0.L1.0-181 (12b-3) 7874 + 868
GMP2.0.120-+B1 (13b-2°) >10000
GMP3.0.L20-+B1 (13b-3’) >10000
TMGpppSG2-0-12-0-Ha1 (7h-27) 84,88 + 7,35
TMGpppSG2-0-12-0-H81 (70-3’) 121,20 + 4,60
TMGpppG2-o-L1-o0-Hei (1D-2°) 92+1,2
TMGpppG3-o-L1-o0-Hei (1D-3’) 149,3+6,5

Postanowitem poszerzy¢ dalej badania o analogi podwdjnie podstawione FMR. Podejrze-
watem, ze podstawienie w pozycjach 2’-Guo i 3’-TMGuo moze przynie$¢ dodatkowg korzysc,
jednak synteza takiego analogu TMGpppG jest wyzwaniem ze wzgledu na mozliwosc
izomeryzacji i wystepowanie konfiguracji az 4 izomerdw eluujgcych bardzo blisko siebie.
Wiedzac, ze struktura TMGuo nie jest konieczna do silniejszego powinowactwa, zsyntezowa-
tem i przebadatem ze snurportyng dwa analogi GpppG posiadajgce dwa znaczniki DMHBI w
swojej strukturze. Analog GpppG posiada dwie zalety: a) jest tatwiejszy w syntezie (tatwo
dostepne reagenty, wydajna reakcji sprzegania), b) jest symetryczny, zatem mam do czynienia
z trzema mozliwosciami podstawienia: izomer 2'+2’, 3+3’ lub 2’+3’, przy czym czion 2'+3’
bedzie w tym przypadku jednoznacznie definiowac strukture i oznacza podstawienie obu
guanozyn w zwigzku. Wyniki miareczkowan FQT przedstawia rys. Il. 51

89



10,000,

1,000

1001

Kp (M)

101

Rys. Il. 50 Poréwnanie statych dysocjacji réznie mono- i di-podstawionych koniugatéw z DMHBI

Okazuje sie, ze konfiguracja 2'+3 podstawienia FMR co najmniej nie destabilizuje
oddziatywania ze snurportyng. Wigze sie tak samo silnie jak monopodstawiony analog MMG-
5-SpppG 1l4a-2’. Poréwnujgc wyniki dla GMP-2’-O-DMHBI (12a-2’) oraz GpppG-2'+2’ z
dwoma znacznikami DMHBI wida¢, wyraznie, ze efekt destabilizujgcy podstawienia pozycji 2’-
O-Guo jest dominujgcy a efekt stabilizujgcy podstawienia drugiego nukleotydu w tej samej
pozycji 2’-O-Guo nie byt w stanie go zrekompensowa¢ (rys. Il. 52). Analog GpppG z DMHBI
izomer 2’+2’ (22a-2’+2’) wigze sie z 5x nizszg sitg niz 12a-2’.
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Rys. Il. 51 Efekt destabilizujgcy podstawienia przewaza nad efekiem stabilizujgcym w koniugacie

GpppG z dwoma znacznikami DMHBI w konfiguracji 2'+2’ (22a-2’+2’)
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[1.6.6 Badania zaleznosci struktura-aktywnos¢é

11.6.6.1 Metoda miareczkowania FQT w badaniach zaleznosci struktura-aktywnos¢
ligandéw

Badajgc oddziatywania biatko-ligand dla kolejnych liganddéw réznigcych sie strukturalnie,
postanowitem okresli¢, ktére motywy strukturalne czy tez grupy funkcyjne sg wazne dla
oddziatywania ze snurportyng. Nie jest to badanie aktywnosci biatka per se, jako ze snurpor-
tyna nie jest enzymem, lecz okreslenie zaleznosci strukturalnych silnych ligandéw tego biatka
moze by¢é wazne w skriningu potencjalnych inhibitoréw procesu transportu zwigzanego ze
snurportyng, w taki sam sposéb jak powstaty selektywne inhibitory eksportyn. Miarecz-
kowanie FQT jest do tego celu bardzo przydatng metoda, poniewaz jest a) czutg metodg (Kp
rzedu nanomolowego, gdzie wiele innych alternatywnych metod jest mniej czutych i nie-
mozliwe jest wyznaczenie tak niskich statych), b) solidng (dobra powtarzalnosé i doktadnosé
w stosunku do metod komplementarnych (np. Powierzchniowy Rezonans Plazmonowy
(SPR)), c) niewymagajgcg w stosunku do ilosci i przygotowania probek, immobilizowania
biatka, itd., d) niewymagajgcg znakowania fluorescencyjnego probki. Ostatnia cecha jest
szczegolng zaletg w pordownaniu do wysycania liganda biatkiem, gdzie konieczne jest
znakowanie i gdzie obserwuje emisje znacznika FMR.

Przebadatem analogi TMGpppG z réoznymi FMR z grupami hydroksylowymi (HEMABI),
fenolowymi (DMHBI, o-HBI), aminowymi (DMABI, ACVJ), nitrowymi (p-NHBI) w pozyciji 2’-O
i 3’-O-guanozyny. Wyniki uzyskane z tych badan umozliwity mi ustalenie pewnego farmakoforu
— okre$lonych ugrupowan i roztozenia w przestrzeni motywow strukturalnych odpowiedziat-
nych za zwiekszone powinowactwo do snurportyny (rys. Il. 53). Sg to kolejno: a) struktura
trimetylokapu (TMGpppN) (niewymagana, ale pozgdana dla specyficznego oddziatywania z
biatkiem); b) guanozyna jako drugi nukleotyd; ¢) analog fluoroforu GFP w pozycji 2’-O-guano-
zyny z odpowiednim linkerem. Pierwsze tak pozytywne wyniki uzyskatem dla analogéw z
DMHBI (1a) i HEMABI (1c), dlatego podejrzewatem, ze grupa hydroksylowa odgrywa kluczo-
we znaczenie w oddziatywaniach stabilizujgcych. Badajgc kolejne koniugaty okazato sie, ze
zamiana grup funkcyjnych w analogu fluoroforu GFP z hydroksylowej na inng nie spowodo-
wata znaczacych zmian w powinowactwie (rys. Il. 54). Analogi z grupg nitrowg (p-NHBI) czy
aminowg (DMABI) oddziatujg prawie z takg sama sitg co te z grupg hydroksylowag (DMHBI, o-
HBI). Koniugat z DMABI wykazat nieco stabsze wigzanie, ale prawdopodobnie jest to zwigzane
z izomeryzacjg produktu do mieszaniny 2’+3’ (1e-2’) i ktory zawierat 0k.10% izomeru 3’. FMR
nie moze by¢ réwniez zbyt duzy, np. izomer 2’ z ACVJ (1f-2’) nie wykazat zwiekszonego
powinowactwa wzgledem 3’.
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Rys. Il. 52 Motywy strukturalne w zwigzku TMGpppG-2’-O-L1-FMR odpowiedzialne ze silne oddziaty-
wanie ze snurportyng

Postanowitem sprawdzi¢ jaki wptyw ma linker z triazolem i grupa hydroksylowa liganda dla
powinowactwa oraz ustali¢ czy analog fluoroforu GFP jest konieczny do uzyskania efektu
stabilizujgcego. W tym celu zsyntezowatem i zbadatem ze snurportyng koniugaty analogu
TMGpppG niezawierajgce FMR, ale z analogicznym linkerem z triazolem oraz taricuchem
alifatycznym réznej dtugosci i grupg hydroksylowg w pozycji 2°-O-guanozyny (17,18). Do
reakcji wykorzystatem alkohole alkilowe: propargilowy, 3-butynylowy, 4-pentynylowy i uzyska-
tem koniugaty z grupg hydroksylowg oddalong o C1 lub C3 wigzania od triazolu. Nie udato mi
sie uzyskac analogu z grupg oddalong o dwa wigzania (brak konwersji substratu). Zwigzki
17,18 przebadatem rowniez metodg FQT (rys. Il. 54). Warto podkresli¢, ze nie mégtbym ich
zbadac¢ odwréconym miareczkowaniem biatkiem wykorzystujgc mechanizm TICT (brak FMR).
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Rys. Il. 53 Poréwnanie powinowactwa do snurportyny dla 2’-O-podstawionych koniugatow bez FMR
i z grupg hydroksylowg lub azydkowg oraz z réznie sfunkcjonalizowanymi analogami fluoroforu GFP

Wyniki wskazujg na niewielki dodatni wptyw linkera z alifatyczng grupg hydroksylowg w poz.
2’ na powinowactwo do snurportyny. Wyniki dla zwigzkéw 17, 18, 1le-2’ pokazujg, ze grupa
hydroksylowa moze odgrywac pewng role w oddziatywaniach stabilizujgcych ze snurportyng,
jednakze wyniki dla p-NHBI, DMABI i DMHBI jednoznacznie pokazujg, ze grupa hydroksylowa
nie jest dominujgcym czynnikiem w oddziatywaniach stabilizujgcych dla tych ligandow i snur-
portyny. Wigzanie dla snurportyny i 18 jest 50-krotnie stabsze niz dla zwigzkéw z analo-
gami fluoroforu GFP i 2,5-krotnie silniejsze od TMGpppG. Zwigzek z p-NHBI (1e-2’) wykazat
nieznacznie stabsze wigzanie (1,5-krotnie) ze snurportyng niz DMHBI (1a-2’), chociaz w
przypadku analogéw GMP powinowactwo to byto bardziej zblizone w poréwnaniu tych dwéch
FMR (rys. Il. 48).

11.6.6.2 Dokowanie molekularne

Dodatkowych informacji na temat struktur zwigzanych z réznicami powinowactwa miedzy
koniugatami TMGpppG podstawionymi w pozycjach 2'-O i 3'-O guanozyny dostarczyty symu-
lacje dokowania molekularnego wykonane przez dr hab. Joanne Paneckg-Hofman. Badaniu
poddata koniugaty TMGpppG z 0-HBI w pozycjach 2’ i 3’-O-rybozy (1b-2’, 1b-3’). Zatozono, ze
fragment kapu TMGpppG jest zadokowany tak jak w strukturze krystalicznej (PDB 1XK5) i nie
zmienia potozenia. Zmianom w dokowaniu poddano tylko fragment oznaczony kolorem
cyjanowym, tj. poczgwszy od ugrupowania karbaminianowego przy rybozie. Podczas gdy frag-
ment FMR w 1b-2' wigze sie preferencyjnie z hydrofobowa kieszenig boczng 1 otoczong przez
Trp107 (rys. Il. 55), fragment FMR w 1b-3' najlepiej pasuje do kieszeni bocznej 2, ale nie siega
do niej tak gteboko jak 2'-O-0-HBI
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Rys. Il. 54 Poréwnanie pozycji w domenie wigzgcej snurportyny dla 2’-O-podstawionego o-HBI na
guanozynie koniugatu (lewo, najnizsza energetycznie) oraz 3’-O-podstawionego (prawo, niskoenerge-
tyczna). Powierzchnie aminokwasoéw oznaczono wg lipofilowosci (zielony = silnie lipofilowy, fioletowy =
hydrofilowy)

Uprzywilejowana pozycja dla 2’-0-HBI| wykazata znaczgco nizszg energie wigzania w
poréwnaniu do innych pozycji oraz zaobserwowano oddziatywania w hydrofobowej kieszeni
oznaczonej nr 1 (Trp107). Najbardziej uprzywilejowana pozycja dla 3’-0-HBI oddziatuje z
regionami hydrofilowymi, ktére zazwyczaj nie sg faworyzowane energetycznie. W zadnym
przypadku (pozycje 1-10) czes¢ znacznika 0-HBI dla 3’ izomeru nie znalazia sie w kieszeni 1
czy 2, ktore sg znaczgco bardziej hydrofobowe (rys. Il. 56).

Dokowanie molekularne pozwolito zobrazowa¢ dodatkowe oddziatywanie hydrofobowe
miedzy Trp107 a metyloimidazolinonem oraz elektrostatyczne grupy hydroksylowej z resztg
leucyny 108 (grupa karbonylowa C=0) (rys. Il. 57). Oznaczytem kluczowe grupy funkcyjne (gr.
CHs w pierscieniu metyloimidazolinonu oraz OH) i oddziatujgce z nimi aminokwasy: Trp107,
Leu108, 1le109 bedgce aminokwasami hydrofobowymi.

Rys. Il. 55 Natozenie pozycji 1-10 znacznika o-HBI (cyjanowy) wraz z kierunkiem przesuwania sie w
domenie wigzacej snurportyny dla 2’-O-podstawionego koniugatu (lewo) oraz 3’-O-podstawionego
(prawo)
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Rys. Il. 56 Rozne prezentacje oddziatywan stabilizujgcych dla TMGpppG2-o-L1-o-HBI (POZYCja 1) i snurpor-
tyny (kieszenh 1)

W pofgczeniu z wynikami FQT stwierdzam, Ze: a) dla zwiekszonego powinowactwa, wyma-
gany jest znacznik w postaci analogu fluoroforu GFP w pozycji 2’-O-guanozyny, b) grupa
funkcyjna w FMR nie ma znaczenia dla powinowactwa, c¢) pierscieh imidazolinonu wydaje sie
odgrywa¢ znaczacg role w oddziatywaniach stabilizujgcych poprzez oddziatywania z resztg
Trp107 (oddziatywania hydrofobowe)

I1.6.7 Charakterystyka oddziatywania analogéw m’G kapu koniuga-
téw z FMR z mysim elF4E

Zbadatem 4 koniugaty z m’G kapem metodg FQT z mysim biatkiem elF4E (melF4E), ktore
wigze naturalnie w cytoplazmie m’G kapowane mRNA, inicjujgc maszynerie translacyjng i
wigzgc sie dalej z rybosomami. Wyznaczytem state dysocjacji (rys. Il. 58) i poréwnatem z tymi
dla snurportyny.
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Rys. Il. 57 Poréwnanie powinowactwa m’G kapowanych dinukleotydowych analogow do ludzkiej snur-
portyny i mysiego elF4E
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Monometylowane dinukleotydowe koniugaty modyfikowane w pozycji 2’-O-guanozyny
wykazaty silne powinowactwo do snurportyny, podobne do TMG kapéw, jednak wigzg sie
rowniez z elF4E. Powinowactwo do snurportyny jest wieksze niz do elF4E w przypadku
koniugatow 2’-O-podstawionych, jednak réznica wynosi okoto 1 rzad wielkosci co pozwala mi
wnioskowag, ze oddziatywania z biatkami sg konkurencyjne. Oznacza to brak specyficznosci
ligandéw. Dodatkowo nie ma zrdéznicowania w powinowactwie do elF4E miedzy regioizo-
merami w przeciwienstwie do réznic w powinowactwie do snurportyny. Mimo, ze 2’-O-podsta-
wione koniugaty sg silnymi ligandami snurportyny, nie mogg one stuzy¢ jako sondy molekular-
ne celujgce w to biatko in vivo. Ponadto dowodzi to, ze chociaz struktura TMG kapu nie jest
wymagana do wigzania ze snurportyng, to jest pozadana (specyficznosc).

11.6.8 Zestawienie wlasciwosci fizykochemicznych i biofizycznych
nukleotydowych koniugatéw z DMHBI i 0-HBI

Poréwnatem ze sobg wartosci pKa grupy fenolowej (rozdz. 1l. 5. 1), powinowactwo (Kp) do
snurportyny oraz odpowiedzi ligandéw po wysyceniu snurportyng (Fm/Fo) (tab. 7). Okazuje sie,
ze wiasciwosci biofizyczne obserwowane w badaniach ze snurportyng mozna powigzac z
niektorymi wiadciwosciami fizykochemicznymi.

Tabela 7 Zestawienie wtasciwosci fizykochemicznych (pKa) i biofizycznych (Kp . ligand-snurportyna oraz
stosunki Fmax/Fo po wysyceniu snurportyng) dla wybranych koniugatéw DMHBI i o-HBI

Fmax/Fo Fmax/Fo
Zwigzek pKa @ Kb (nM)
(wzb.390nm) | (wzb.490nm)

TMGpppG-2'-O-link-DMHBI (1a-2’) 8,04 £ 0,05 10,15+ 1,34 6,62 11,33
TMG-5'-SpppG-2'-O-link-DMHBI (2a-2’) | 8,03 + 0,05 9,62 + 1,29 10,33 12,39
TMG-5'-SpppG-3'-O-link-DMHBI (2a-3’) | 8,69 + 0,12 536,8 + 67,0 2,29 3,16
m’G-5'-SpppG-2'-O-link-DMHBI (15a-2’) | 8,13+ 0,10 25,22 + 2,17 9,53 11,32
m’G-5'-SpppG-3'-O-link-DMHBI (15a-3’) | 8,43 + 0,09 | 9628,3 + 1189,4 1,24 1,64
GMP-2'-O-link-DMHBI (12a-2’) 7,87 £0,08 | 159,25+ 5,60 23,10 10,37
GMP-3'-O-link-DMHBI (12a-3’) 8,17 £ 0,08 >10000 1,15 2,09
TMGpppG-2'-O-link-o-HBI (1b-2’) 9,46 £ 0,04 9,14+ 1,21 2,23 nd
TMGpppG-3'-O-link-0-HBI (1b-3%) 9,54 +0,07 | 141,45+6,03 1,96 nd
m’G-5"-SpppG-2'-O-link-0-HBI (15b-2’) 9,43 + 0,06 22,15+1,93 2,84 nd
m’G-5'-SpppG-3'-O-link-0-HBI (15b-3’) 9,36 £ 0,10 | 2127,7 £ 316,9 1,50 nd
GMP-2'-O-link-0-HBI (12b-2°) 9,15+ 0,16 105,0 £ 10,5 6,43 nd
GMP-3'-O-link-0-HBI (12b-3’) 9,17 £ 0,09 >10000 3,14 nd

aotrzymane dla Aexc =490 (DMHBI) lub 465 nm (0-HBI); nd — nie dotyczy

Wartosci pKa dla zwigzkéw z 0-HBI znajdujg sie w przedziale 9,1-9,6. Najnizszg wartos¢
pKa otrzymatem dla 12b-2’ i dla niego zaobserwowatem tez najwiekszg odpowiedz ze
snurportyng (podobnie jak dla DMHBI). Zwigzki z TMG kapem - zaréwno 2’ jak i 3’ izomer -
wykazatly stabe odpowiedzi, co mozna wyttumaczy¢ wyzszymi wartosciami pKa (o 0,4 jed-
nostek w poréwnaniu z GMP). Staba odpowiedz dla silnie wigzanego liganda 1b-2’ wskazuje,
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ze silne powinowactwo nie jest wystarczajgce do uzyskania dobrych odpowiedzi w miareczko-
waniach biatkiem. Sugeruje to, ze musi istnie¢ jeszcze inny czynnik wptywajgcy na odpowiedz
sondy.

Poréwnujgc zwigzki z DMHBI zaobserwowatem najsilniejszg odpowiedZz ponownie dla
zwigzku GMP modyfikowanego w pozycji 2’-O jak rowniez dla niego uzyskatem najnizszg
warto$¢ pKa grupy fenolowej réwng 7,9. Najwyzszg warto$¢ pKauzyskatem dla zwigzku z TMG
kapem z DMHBI w pozyciji 3’-O (8,7), jednak wykazat nieco wieksze odpowiedzi niz odpowie-
dnie 3’ izomery dla GMP lub z MMG kapem, mimo, ze te miaty nizsze pKa (GMP az o ok. 0,6
jednostek) pokazujgc, ze powinowactwo do biatka jest przynajmniej wymagane do uzyskania
odpowiedzi. Szczegdlnie duza réznica w wartosciach pKa, obserwowalna jest dla dwéch
regioizomeréw 2a-2’ i 3’ (0,7 jednostek w pKa,), co ttumaczy réznice w ich odpowiedziach.
Réznice w powinowactwie tylko czeéciowo ttumaczg te rozbieznosci, bowiem 12a-2’ ma
powinowactwo tego samego rzedu co 2a-3’, ale ma znacznie silniejsze odpowiedzi.

Odpowiedzi sond sg silnie ujemnie skorelowane z warto$ciami pKa — im nizsze wartoSci
pKa, tym lepsze odpowiedzi ligandow. Nie jest to zaskoczeniem, zwazywszy ze na widmach
emisji w miareczkowaniach ze snurportyng uwidacznia sie gtéwnie pasmo od formy fenola-
nowej (emisja 540 nm), co oznacza ze forma zjonizowana tych zwigzkéw oddziatuje z domeng
wigzgcg snurportyny. Pasmo od formy fenolowej zostaje prawie catkowicie przykryte (emisja
490 nm). Postuluje zatem, ze efekt odpowiedzi sond DMHBI i o-HBI na wigzanie ze snur-
portyng jest wynikiem dwdch efektéw:

a) Powinowactwa do snurportyny (w pierwszej kolejnosci wymagane, im wieksze tym
wieksza odpowiedz)
b) Kwasowosci protonu grupy fenolowej (im mniejsze pKa tym wiekszy udziat formy
anionowej i tym wieksza odpowiedz)

Teorie te potwierdzajg eksperymenty z GMP-L1-0-HBI i TMGpppG-L1-0-HBI. Analog GMP
wykazat wiekszg odpowiedz niz analog z TMG kapem, mimo mniejszego powinowactwa do
snurportyny (tab. 10). Nawet 3’ izomer analogu GMP wykazuje lepszg odpowiedz mimo
znacznie gorszego powinowactwa (ponad 3 rzedy wielkosci). Wykazatem, ze w przewazajgcej
mierze to grupa fenolanowa bierze udziat w wigzaniu ze snurportyng i uwidacznia sie w
miareczkowaniu, a im wiekszy jej udziat tym wieksza odpowiedz. Konsekwencjg tego jest to,
ze poszukujgc dobrej sondy dla snurportyny nalezatoby szuka¢ FMR z dodatkowymi grupami
EWG silniejszymi niz metoksylowe (OCHps) jak np. grupy trifluorometylenowe -CFz lub inne: ClI,
F, CCls, C(O)R, NO: (rys. II. 59).
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Rys. Il. 58 Przyktady pKa protonu grupy hydroksylowej dla réznie podstawionych fenoli

Niskie pKa protonu grupy fenolowej rowne ok. 7 posiada réwniez analog fluoroforu GFP-
DFHBI (difluorohydroksybenzylideno metyloimidazolinonem) (rys. II. 60)%"

H pKa~ 7,0

Rys. Il. 59 Struktura DFHBI i pKa protonu grupy fenolowej

Il.7. Odpowiedzi sond z FMR na wigzanie ze snurportyng i eiF4E

Mechanizm TICT dla Fluorescencyjnych Molekularnych Rotoréw umozliwia wykorzystanie
ich jako sondy molekularne dla konkretnych biatek oraz zmierzenie czutosci tych sond na
wigzanie z biatkami w mys$l, ze im wieksza mierzalna réznica intensywnosci fluorescencji
miedzy formg zwigzang i niezwigzang, tym wieksza czutos¢ sondy. Obliczytem odpowiedzi 38
sond z FMR na wigzanie ze snurportyng (tab. 10) jako stosunek Fmax/Fo, gdzie Fmax — fluores-
cencja wysyconego kompleksu biatko-ligand, Fo — fluorescencja wolnego liganda. Wartosc¢ ta
oznacza krotno$¢ wzmocnienia intensywnosci fluorescencji po wysyceniu liganda biatkiem i
jest niezalezna od ustawien aparatu czy stezenia biatka, jest bowiem zalezna jedynie od
wiasciwosci fluoroforu i powinowactwa do biatka, w tym od wigzan stabilizujgcych kompleks
biatka z ligandem.

11.7.1 Odpowiedzi wzgledne (Fmax/Fo)

Odpowiedzi sond molekularnych mozna obliczy¢é na kilka sposobdéw: a) na podstawie
dtugosci fali odpowiadajgcej wysyconemu kompleksowi biatko-ligand, b) na podstawie dwdch
dtugosci fal odpowiadajgcych wolnemu ligandowi i wysyconemu kompleksowi biatko-ligand,
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c) na podstawie integracji widm emisji w wybranym zakresie dtugo$ci fal dla wolnego liganda
i wysyconego kompleksu biatko-ligand. Pierwsza metoda zaktada jedng konkretng dtugosc fali,
co jest praktyczne dla metod obrazowania za pomocg np. konfokalnego mikroskopu fluores-
cencyjnego, natomiast dwie kolejne uwzgledniajg rowniez efekt hipso- i batochromowy.

Metoda w ktorej odpowiedzi liczone sg na podstawie catek uwzglednia réwniez udziat tta,
co moze by¢ wadg dla silnie wygaszanych fluoroforéw takich jak DMHBI czy 0-HBI, dla ktérych
czesto nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ zakresu sygnatu diagnostycznego lub sygnat ten
pokrywa sie z widmem emisji od matrycy (rys. Il. 61 niebieski). Metodologie postepowania dla
catek przedstawia rys. Il. 61 a roznice wynikajgce z przyjetej metodyki rys. Il. 62.

TMGpppG2-o-L1-pmHBI (12-2')

]

E 40- 4000+ ligand

2 — wysycony
® 3000+ snurportyng
§ __ niezwiazany

|:> 32000' ligand

£
1000+

3

= 450 500 550 600 650 700 400 500 600 700

Diugosé¢ fali (nm) Dtugos¢ fali (nm)

Rys. Il. 60 Dwie wartosci AUC dla wolnego TMG kapu z Gua-2’-O-DMHBI oraz wysyconego
snurportyng. Ich wzajemny stosunek AUC(max)/AUC(0) jest w tym przypadku krotnoscig wzmocnienia
sygnatu fluorescencyjnego.

15 B Obliczona z catek
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Rys. Il. 61 Przyktadowe roznice w odpowiedziach réznych TMG kapow z FMR na wigzanie ze

snurportyng w zaleznosci od wybranej metody
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W koniugatach z HEMABI i DMHBI (wzb. 490 nm) wszystkie trzy metody dajg zbiezne wyniki.
Na widmach emisji DMHBI (wzb. 390 nm) i o-HBI wystepuje sygnat przy ~450 nm pochodzacy
od matrycy i jest on natozony na pasmo emisji rotora. Dla tych widm FMR odpowiedzi liczone
dla jednej dtugosci fali i dwoch sg zbiezne a liczone z catek znaczaco mniejsze. W koniugatach
z ACVJ z kolei odpowiedzi sg nieznacznie rézne co wynika z obserwowanego przesuniecia
hipsochromowego. Do ostatecznych obliczen (tab. 10) wybratem metode c) FLINTZ2 (zielony).

[1.7.2 Odpowiedzi obliczone na podstawie regresji liniowej
(parametr a)

Wszystkie trzy opisane wczesniej metody zakladajg, ze udato sie uzyskaC wysycenie
liganda biatkiem. W niektérych przypadkach, np. dla stabych ligandéw, nawet 7-8 nadmiar
stezenia biatka nad liganda nie umozliwit jego wysycenie i niemozliwe jest bezposrednie
porownanie wartosci F/Fo. W takich przypadkach dokonatem regresji liniowej punktow
pomiarowych F(x), gdzie x — stezenie biatka i odczytatem parametry a — wspétczynnik kierun-
kowy prostej i jest to tozsame ze zmianami intensywnosci fluorescencji koniugatu (znacznika)
na jednostke stezenia snurportyny, dF/dC (tab. 8)

Tabela 8 Poréwnanie parametrow dF/dC dla koniugatow TMG kapu (1-11), GMP (12-13) lub m’G kapu
(14-15) z r6znymi FMR

Zwiazek [a‘f_/ﬁf,’w] Zwigzek [a(ii:./I?J(I:VI] Zwigzek [a‘f_’l‘:‘fm
DMHBI )‘e’:1°m39° )‘e’;"m“go 0-HBI 338’:1‘:”1 HEMABI 4g‘g’ﬁ]cm
1a-2 45 65 1b-2' 14 1c-2 300
1a-3 4.4 5,9 1b-3' 15 1c-3 196
2a-2 37 82 7b-2" 6,9 3c-2' 299
2a-3 4,7 8,8 7b-3' 14 3c-3' 62
3a-2 52 57 8b-2" 2.1 4¢-2' bd
3a-3 8,8 11,5 8b-3' 0,21 4¢-3' 10
4a-2' 9,6 3,7 9b 28 5c-2 287
4a-3' 4,2 bd 12b-2" 6,3 5c-3 51
5a-2 31 58 12b-3' 2.4 6c 7
5a-3 2,8 9,7 13b-2" 0,20 11c-2’ 29

6a 9,6 7.7 13b-3' 0,25 11c-3’ 20
7a-2 8,2 bd 14b-2’ 11 12¢-2' 274
7a-3 4,4 6,0 14b-3’ 5 12¢-3' 93
8a-2 9,9 bd 15b-2’ 13 15¢-2’ 242
8a-3 4,0 6,8 15b-3’ 14 15¢-3’ 2
9a 9,6 1,8 ACVJ 450 nm
11a-2’ 0,7 0,6 12 93
11a-3’ 0,7 0,7 1f-3 463
12a-2' 66 29
12a-3' 1,0 0,28
15a-2’ 92 16
15a-3’ 50 0,45

Bd - niezbadano
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Najwieksze zmiany intensywnosci fluorescencji po zwigzaniu ze snurportyng dF/dC wykazat
koniugat ACVJ 1f-3’ (463 a.u./uM), podczas gdy izomer 2’ tylko 93 a.u./uM przy jednakowym
powinowactwie (Kp) do snurportyny. Silne zmiany (~300 a.u./uM) wykazaty rowniez 2’
koniugaty z HEMABI: 1c-2’, 3c-2’, 5¢-2’, 12¢-2’, 15¢-2’. W przypadku tych koniugatow, 3’
koniugaty wykazywaty nizsze zmiany, chociaz niektore jak 1c-3’ rowniez daty dobry rezultat,
by¢ moze ze wzgledu na zachodzgcg w trakcie przechowywania izomeryzacje. W pozostatych
przypadkach (DMHBI, o-HBI) zmiany te byty niskie (<50 a.u./uM), czesto mimo wyzszego
powinowactwa od TMGpppG, np. 1b-2’, 7b-2’, 8b-3’. Ponownie mozna zaobserwowaé
korzystny efekt linkera typu drugiego (L2) na odpowiedzi sond z 0-HBI, jednak tutaj wydaje sie
mie¢ on mniejsze znaczenie, np. najwiekszy wynik dla 9b to jedynie 28 (znaczaco mniej niz
dla innych FMR), zatem najwiekszy wptyw ma po prostu rodzaj FMR. Co ciekawe adenozy-
nowe (4a-, 6a-, 11a-2’/3’) analogi wykazywaty znacznie nizsze wartosci dF/dC (0,6-8 a.u./uM)
niz guanozynowe (60-80 a.u./uM) i chociaz ich wartosci Fn/Fo rowniez byty mniejsze, to
bardziej zblizone do guanozynowych, dzieki szerokiemu przedziatu linowosci odpowiedzi.

Poréwnatem ze sobg obie metody okre$lania odpowiedzi sond, Fn/Fo oraz dF/dC (tab. 9). Po
pierwsze regresja liniowa dokonywana jest tylko w pewnym zakresie stezen biatka (dla ktérego
R?>0,99) i odpowiedniej liczby punktéw pomiarowych (min. 5). Parametr dF/dC daje pewng
informacje o dynamice zmian int. fluorescencji i moze mie¢ znaczenie dla mikroskopii
konfokalnej, za$ wysoki parametr Fn/Fo $wiadczy o dobrej odpowiedzi sondy i zadokowaniu
znacznika FMR w kieszeni wigzgcej biatka. To z kolei daje szanse na zmiany czasoéw zycia
fluorescencji koniugatu w stanie zwigzanym ze snurportyna.

Tabela 9 Poréwnanie znaczenia i zastosowania parametrow Fmax/Fo i dF/dC opisujgcych odpowiedzi
sondy na wigzanie z biatkiem

Parametr Fmax/Fo Parametr dF/dC (wsp. a z regresiji liniowe))
1) Jesli to mozliwe, nalezy okreslac 1) Dobry parametr do poréwnan, jesli nie
odpowiedzi sond jako parametr udato sie wysyci¢ probki liganda (np.
F maksymalne/ F poczgtkowe, stabe ligandy),
2) Fmax/Fo jest obiektywng miarg 2) Parametr ten (wsp. a prostej) jest miarg
odpowiedzi sond na wigzanie odpowiedzi sondy i wyrazany jest w
z biatkiem, jednostkach a.u./ uM biatka, czyli
3) Nie zalezy od stezenia biatka uzytego okresla przyrost intensywnosci
w doswiadczeniu czy dobranej mocy fluorescencii. Im wiekszy, tym lepiej.
detektora. Zalezy jedynie od Wspotczynnik b prostej jest miarg
wtasciwosci sondy, autofluorescenciji i wyrazany jest w
4) Odzwierciedla zmiany wzgledne int. jednostkach a.u. Méwi o tym jaka jest
fluorescenciji, jasnos¢ ,Swiecenia” wolnego liganda.
5) Mozna poréwnywaé koniugaty Im mniejszy, tym lepiej,
z roznymi FMR miedzy sobg 3) Analiza dokonywana na podstawie
punktéw pomiarowych z pewnego
(subiektywnie ustalonego) zakresu
stezen biatka,

4) Parametry a i b sg zalezne od mocy,
napiecia detektora, dodatkowo
parametr a jest zalezny od stezen
(porcji) biatka i znaczaco od rodzaju
FMR
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5) Odzwierciedla zmiany bezwzgledne int.
fluorescenciji (F(x)-Fo),

6) Nie zawsze musi korelowac¢ z Fm/Fo,
dobrym przyktadem sg tu sondy
adenozynowe, ktére majg mate
parametry a i wieksze parametry Fn/Fo
(duzy zakres liniowosci i wysokie Cmax,
~6-8 uM snurportyny

[1.7.3 Miareczkowania liganda snurportyna

Obserwujgc widma emisyjne koniugatéw FMR w trakcie miareczkowania snurportyng (rys.
II. 63) otrzymatem kilka interesujgcych wnioskow. Koniugaty DMHBI wykazujg podwdjng
emisje jesli wzbudzane sg dtugos$cig fali 390 nm, ale gtéwnie to emisja formy fenolanowej
uwidacznia sie w oddziatywaniach ze snurportyng (em. 545 nm). Pasmo od formy fenolowej
(485 nm) zostaje czesciowo przykryte emisjg formy fenolanowej. Wzbudzanie 490 nm
zwigzkoéw z DMHBI umozliwia obrazowanie jedynie oddziatywania fenolanu z biatkiem (545
nm). Maksimum dla emisji koniugatéw z o-HBI znajduje sie przy ok. 600 nm, jednak jego
zaobserwowanie zawsze wymagato zastosowania wyzszych stezen liganda (2 yM) i napiecia
fotopowielacza, podobnie dla koniugatéw z p-NHBI zastosowatem wyzsze stezenie (5 uM) a
mimo to nie zaobserwowatem zadnej odpowiedzi ze snurportyng. Pasmo emisji dla HEMABI
znajduje sie przy 545 nm, dla DMABI przy 530 nm a dla ACVJ w zakresie 510-530 nm.
W przypadku koniugatow 1f-2’, 1f-3’ obserwowatem przesuniecia hipsochromowe w trakcie
miareczkowania snurportyna, jednak nie obserwowatem go w przypadku analogéw GMP z tym
FMR (12f-2°, 12f-3’).
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Rys. Il. 62 Przyktadowe natozone widma emisji TMG kapowanych koniugatow z FMR miareczkowane
snurportyng

Wyniki z miareczkowan liganda snurportyng zestawitem ze statymi dysocjacji snurportyna-
ligand wyznaczonymi poprzednio z eksperymentéw FQT (rys. Il. 64-66). W kazdych takich
zestawach poszukiwatem zwigzkow charakteryzujgcych sie najwiekszym powinowactwem —
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jak najnizsza wartos¢ Kp (nM) i najwiekszg odpowiedzig na wigzanie z biatkiem — jak
najwieksza wartos¢ FmadFo. Takie zestawienie umozliwito mi znalezienie potencjalnych
kandydatow do badan w warunkach komorkowych. Ze wzgledu na liczebnosS¢ wynikow
podzielitem je na kilka zestawow wedtug znacznikbw FMR w koniugatach. Zestawitem
wszystkie zwigzki w kolejnosci: TMG kapowane dinukleotydy, GMP, MMG kapowane dinukleo-
tydy i C-fosfoniany z FMR.

Na podstawie danych na rys. Il. 63-65 mozna wyciggnac kilka ogoinych wnioskow:

* Ws8réd TMG koniugatéw z DMHBI i HEMABI zaobserwowatem korelacje powino-
wactwa i odpowiedzi sondy na tworzenie kompleksu snurportyna-ligand, tj. mniejsze
Kb sg skorelowane z wiekszg odpowiedzig sondy molekularnej. Koniugaty z tymi FMR
modyfikowane w pozycji 2’ guanozyny wykazaty znaczgco lepsze odpowiedzi na wig-
zanie ze snurportyng niz 3’ izomery czy dinukleotydy modyfikowane w innych
pozycjach.

*  GMP z a-c w pozycji 2’ wykazaty lepsze zmiany niz TMG lub MMG kapy modyfikowane
w tych samych pozycjach.

Wiecej wnioskow mozna jednak zaobserwowa¢ w obrebie danego znacznika FMR, stad
omowitem je kolejno:

Koniugaty z DMHBI (a) byty najliczniej przeze mnie badane (21 zwigzkéw). Sg one réwniez
najbardziej zréznicowane pod katem odpowiedzi ze snurportyng, niektére zwigzki wykazaty
ponad >10-krotny wzrost intensywnosci fluorescencji po wysyceniu, a inne miescity sie
w przedziale 1-4. Koniugaty z DMHBI rdznig sie od innych znacznikéw tym, ze mogg by¢
wzbudzane dwoma dtugosciami fal: 390 i 490 nm lub dla zwigzkéw zawierajgcych m’Guo (lub
TMGuo) dodatkowo 260 nm, jednak wzbudzanie 260 nm jest nieprzydatne z punktu widzenia
badan komoérkowych, chociaz powoduje emisje zarébwno od m’guanozyny jak i znacznika.

* W prawie kazdym przypadku odpowiedzi uzyskane z wzbudzania 490 nm okazaly sie
lepsze niz te dla dtugosci fali wzbudzania 390 nm. Wyjatkiem s3g analogi z DMHBI od
strony TMGuanozyny. Wzbudzanie 490 nm zapewnia wiekszg czutos¢, wieksze
odpowiedzi bezwzgledne (Fmax-Fo) i daje szanse na mniejszg autofluorescencje w
obrazowaniu w zywych komérkach

* lzomery 3-O-Guo bez TMG kapu praktycznie nie wykazywaty zadnych odpowiedzi.
Podobnie zwigzek 9a (N1-Guo), co koreluje z wynikami powinowactwa (FQT). Jedynie
TMG kapowane zwigzki modyfikowane na 3’-O-Guo wykazywaly stabe odpowiedzi.

+ Zwigzki z modyfikowang adenozyng (4a-2’, 4a-3’, 6a) majg bardziej zréznicowane
odpowiedzi i sg réwniez nieznacznie lepsze niz zwigzki z FMR na 3’-O-Guo.

* Najlepszag odpowiedz przy wzbudzaniu 390 nm wykazat zwigzek z 2’-O-GMP (12a-2’)
(23-krotny wzrost po wysyceniu snurportyng). Zwigzek ten rozni sie rowniez od innych
tym, Ze odpowiedz przy wzbudzaniu 390 nm jest znacznie wyzsza od tej przy 490 nm.
Prawdopodobnie zwigzane jest to z liczbg ujemnych tadunkéw (grup fosforanowych) w
zwigzku.

* Najlepszg odpowiedz przy wzbudzaniu 490 nm (12,5x) wykazaty analogi 2a-2’ oraz
tetrafosforanowy 5a-2’ i jest to skorelowane z silnym powinowactwem do snurportyny.
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63 Wiasciwosci biofizyczne koniugatow z DMHBI (géra) i o-HBI (dof):
kompleksdw ze snurportyng (lewo), krotnos¢ wzrostu intensywnos$ci fluorescencji komplekséw ze

snurportyng (prawo)

Rys.
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Rys. Il. 64 Wtasciwosci biofizyczne koniugatow z HEMABI (géra) i p-NHBI (dof): state dysocjacji
kompleksdw ze snurportyng (lewo), krotnos¢ wzrostu intensywnosci fluorescencji komplekséw ze
snurportyng (prawo)
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Rys. Il. 65 Wiasciwosci biofizyczne koniugatéw z DMABI (géra) i ACVJ (dét): state dysocjaci
kompleksdw ze snurportyng (lewo), krotnos¢ wzrostu intensywnosci fluorescencji komplekséw ze
snurportyng (prawo)
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Koniugaty z o-HBI (b) wykazaty na ogét stabe odpowiedzi, szczegdlnie z linkerem typu
pierwszego (czerwony). Pomimo, ze 0-HBI jest réwniez fluoroforem z mozliwoscig podwojnego
wzbudzania (390 i 465 nm), to w pH 7,2 uwidacznia sie tylko jedno z nich (390 nm), poniewaz
prawie cato$¢ zwigzku jest w formie niezjonizowanej (fenol). Odpowiedzi z biatkem przy
wzbudzaniu 465 nm (fenolan) uwidaczniajg sie dopiero w pH> 8,5.

* Odpowiedzi dla analogéw 1b-2’ i 1b-3’ sg stabe i nie réznig sie wzgledem siebie,
pomimo znaczgcych rézni¢ w powinowactwie do snurportyny. Taki rezultat sugerowaé
moze niespecyficzne wigzanie, co wykluczytem w eksperymencie z BSA, lub to, ze dla
dobrej odpowiedzi sondy musi istnie¢ kilka czynnikéw, z czego jednym z nich jest
wysokie powinowactwo do snurportyny i jest ono wymagane, lecz nie wystarczajace.

* Linker typu drugiego (niebieski), w potaczeniu z o-HBI zapewnia korzys¢ w postaci
zwiekszonej wrazliwosci na wigzanie ze snurportyng. Zwigzki modyfikowane w poz.
N1-Guo i 2’/3’-O-Guo i z tym linkerem (7b-2’, 7b-3’, 9b) wykazaty wicksze odpowiedzi
niz przypuszczatem na podstawie powinowactwa. Efektu tego nie obserwowatem w
przypadku pozostatych FMR.

* Najlepszg odpowiedz wykazat zwigzek 7b-3’ (9-krotny wzrost) a zaraz po nim jest
GMP-2’ z linkerem typu pierwszego, 10b-2’ (6,4-krotny)

Koniugaty z HEMABI (c) wykazaty umiarkowane odpowiedzi. Najlepszg odpowiedZ wykazat
zwigzek GMP-2’-HEMABI (12c¢-2’) a z TMG kapowanych 5c¢-2’, co jest skorelowane z powino-
wactwem. lzomery 3’-Guo wykazaty ponownie gorsze odpowiedzi niz analogi modyfikowane
na 2’-Guo, jednakze réznice sg mniejsze niz dla innych FMR. Jest to zwigzane z szybkg
izomeryzacjg zwigzku modyfikowanego w pozycjach 3’ do mieszaniny izomeréw 2’ i 3’.

Koniugaty z p-NHBI (d) nie wykazaty zadnych odpowiedzi ze snurportyng, mimo duzego
zréznicowania w powinowactwie (obserwowatem za kazdym razem spadek int. fluorescenciji).

Koniugat 1e-2’ z DMABI wykazat 2,6-krotny wzrost int. fluorescenciji ze snurportyna.

Wzgledne odpowiedzi koniugatow ACVJ (Fmax/Fo) sg stabe, chociaz wykazujg one dobre
odpowiedzi bezwzgledne (Fmax-Fo). Stabe wzgledne odpowiedzi wynikajg z wiekszej
wydajnosci kwantowej w polarnych rozpuszczalnikach niz dla fluoroforow GFP (wieksze
intensywnosci fluorescencji wolnego liganda Fo). Najlepszg odpowiedz wsrdéd nich wykazat
zwigzek 1f-3’ (2,8x). Odpowiedzi dla regioizomeréw 1f-2’ i 3’ sg zréoznicowane pomimo braku
odzwierciedlenia w powinowactwie. Analog GMP z ACVJ (10f-2’) w odrdznieniu od innych
FMR wykazat stabg odpowiedz, jednak jest to spdjne z wynikami powinowactwa (znaczgco
wyzsze Kp).

Na szczegding uwage zastuguje koniugat z podstawnikiem DMAPh (TMGpppm’G8PMAPh
10) w pozycji C8 guaniny. Grupa dimetyloaminofenylowa (DMAPh) sama w sobie nie posiada
wiasciwoséci fluorescencyjnego rotora molekularnego, zawiera bowiem donor elektronéw
(trzeciorzedowa grupa aminowa), ale wymaga jeszcze akceptora (np. N-metyloimidazol lub
grupa nitrylowa (-CN) w DMABN). Dopiero wprowadzenie grupy DMAPh w pozycje C8
m’guaniny nadaje wiasciwosci FMR i upodabnia jg strukturalnie do tioflawiny T (rys. Il. 67).
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Nie posiada on rowniez dodatkowego linkera w postaci fancucha alkilowego i triazolu, co
réwniez moze mie¢ wptyw na witasciwosci fluorescencyjne takiego zwigzku. Pomimo, ze taka
modyfikacja nieznacznie destabilizuje oddziatywanie ze snurportyng (5x stabsze wigzanie od
TMGpppG) to uzyskatem dobrg odpowiedz sondy na wigzanie ze snurportyng (ponad 3-krotny
wzrost po wysyceniu, rys. Il. 68) i jest to znaczaco lepszy wynik niz np. dla TMG kapu
modyfikowanego w pozycji N1 guaniny DMHBI o podobnym powinowactwie (9a, F/Fo = 1,2).
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Rys. Il. 67 Odpowiedz zwigzku TMGpppm’G&PMAPN (10) na wigzanie ze snurportyng

Poréwnatem trzy parametry dla koniugatow FMR i analogéw TMG kapéw z badan ze
snurportyng: Kp, Fn/Fo oraz dF/dC (tabela 10). Niskie wartosci Kp (~10 nM) i wysokie Fm/Fo
(7 do 12,5) uzyskano dla analogéw z DMHBI podstawionych w pozycji 2’-Guo: la-2’, 2a-2’,
3a-2’ i 5a-2’ i tym samym daje to szanse na wykorzystanie ich jako sond molekularnych
snurportyny. Wszystkie te zwigzki majg FMR przytgczony przez linker -C,Hs--triaz-1-0lo-CH.-
(L1, czerwony). Ich 3’ odpowiedniki wykazatly z kolei niskie powinowactwo (wysokie Kp) oraz
niskie Fm/Fo (~1-4). Istniejg jednak przyktady zwigzkéw nie wykazujgce korelacji cech powino-
wactwo-odpowiedz, szczegdlnie zwiazki z o-HBI (b) i linkerem typu drugiego (L2, niebieski,
ktére wykazujg niskie powinowactwo i wysokie odpowiedzi (5-9x), np. 7b-3’, 9b oraz takie
zwiagzki, ktére wykazujg wysokie powinowactwo (~10 nM) i niskie odpowiedzi (1b-2’) lub brak
(1d-2’) przytgczone linkerem typu L1. Rdznice mozna by wyjasni¢ z réznych pozycji zadoko-
wania znacznika FMR wzgledem catego liganda, tj. np. w obrebie kieszeni wigzacej, na skraju
lub poza nig. Poréwnujgc odpowiedzi dla analogdw TMGpppG z réoznymi FMR, najlepsza
zaobserwowatem dla zwigzki 1a-2’ z DMHBI (ok. 7-krotny wzrost dla wzbudzania 390 nm i 11-
krotny dla 490 nm). Nastepny w kolejnosci jest analog z HEMABI 1c-2’ z jedynie 2,8-krotnym
wzrostem. Najwieksze zmiany Fn/Fo w badaniach in vitro $wiadczg o ,przefgczalnych”
wiasciwosciach fluorescencyjnych sondy i dobrym zadokowaniu struktury FMR i stanowi to
gtéwne kryterium wyboru potencjalnej sondy do badan komorkowych. Z kolei zmiany bez-
wzgledne dF/dC mogtyby stuzy¢ wytonieniu sond do badan mikroskopem konfokalnym, jednak
takie wykorzystanie nie bylo w obszarze mojego zainteresowania i ta cecha nie stanowita
kryterium wyboru, chociaz warto zaznaczyc¢ ze tu najlepszym kandydatem okazat sie zupetnie
inny zwigzek, 1d-3’ (>450 a.u./uM), wykazujgcy umiarkowane powinowactwo do snurportyny.
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Tabela 10 Wyznaczone Kp dla komplekséw TMG kap-FMR-snurportyna (FQT) oraz krotnosSci wzrostu
fluorescencji (Fm/Fo, wysycanie liganda biatkiem) z dtugosciami fali emisji dla Fn (zwigzany/wysycony)

Zuigzek | Ko@) | G VO v | (excs) | P om) | v
TMGpppG 111174 - - - - - -
la-2' 10,2+1,3 5,70 542 45,2 11,33 545 65,3
la-3' 536,8 + 67,0 2,42* 533 4,4 3,16 542 59
1b-2' 91+1,2 2,23* 591 1,3 - - -
1b-3' 141,5+6,0 1,96* 578 14 - - -
1c-2' 10,3+1,2 2,80 527 299,8 - - -
1c-3 369 + 45 2,01* 530 153,5 - - -
1d-2’ 14,2+ 1,1 1,00 615 0 - - -
1d-3’ 149,3 £+ 6,5 1,00 613 0 - - -
le-2’ 255+0,9 2,66 529 148,6 - - -
1f-2' 404 + 12 1,31* 504 92,6 - - -
1f-3' 353 +47 2,87* 502 463,3 - - -
2a-2' 96+1,3 10,33 542 36,6 12,39 545 82,4
2a-3' 392 + 43 2,29 533 4,7 3,16 542 8,8
3a-2' 13,7+1,5 7,24 539 51,8 7,80 545 57,3
3a-3' 612 £ 95 2,79 529 8,8 3,76 544 11,5
3c-2' 9,11 £ 0,91 3,12 531 299,4 - - -
3c-3 559 £+ 100 1,45 523 61,6 - - -
4a3-2' 1818 + 397 2,89* 538 9,6 5,32 541 3,7
4a-3' 709 £70 2,30* 529 4,2 ND ND ND
4c-2' 1517 + 247 1,07* 526 ND - - -
4c-3' 1685 + 336 1,18* 525 8,9 - - -
5a-2' 10,6 £1,7 6,88 543 30,7 12,45 545
5a-3' 196 £ 18 2,39* 534 2,8 3,62 544
5c-2' 5,72 + 0,39 3,57 526 287,3 - - -
5c-3' 194,9 + 8,6 1,87 529 50,9 - - -
6a 415,2 + 8,8 1,54* 534 9,6 4,93 539 7,7
6c 437 £ 38 1,20* 526 5,8 - - -
7a-2' 202 £ 27 2,80 536 8,3 ND ND
7a-3' 543 £ 103 2,28 532 4,4 3,25 540 6,0
7b-2' 85974 4,87 590 6,9 - - -
7b-3' 121,2+ 4,6 9,08 590 13,6 - - -
8a-2' 3030 £ 275 1,92* 532 4,0 1,00 541 6,8
8a-3' 362 + 49 2,06* 535 9,9 1,82 543 ND
8b-2' >10000 1,07* 593 2,1 - - -
8b-3' 122 £ 11 1,68* 592 0,2 - - -
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Tabela 10 Cigg dalszy...

9a 4540 + 579 1,11* 533 9,6 1,12 544 1,8

9%b 620 + 33 5,21* 588 27,7 - - -

99 ND 1,60 492 ND - - -
11a-2’ 386 + 43 1,38* 543 0,7 3,18* 545 0,6
11a-3’ 327 + 31 1,35* 542 0,7 3,20* 542 0,7
11c-2’ 697 + 36 1,48* 523 29,3 - - -
11c-3’ 536 + 54 1,33* 521 19,7 - - -

ND — nie zmierzono; * ligand nie zostat wysycony biatkiem, podana wartos¢ jest dla najwiekszego
osiggnietego stezenia snurportyny; ** wspotczynnik a prostej z regresji liniowej

Wydtuzenie mostka fosforanowego przyniosto korzy$¢ zaréwno w powinowactwie do
snurportyny jak i odpowiedzi sondy na wigzanie ze snurportyng. Analog 5a-2’ dat 12-krotny
wzrost sygnatu przy wzbudzaniu 490 nm. Tetrafosofranowe analogi z FMR w pozycji 3'-O
(5a-3’, 5¢-3’) z wykazywaty stabe odpowiedzi lub wcale, mimo wiekszego powinowactwa niz
korespondujace analogi trifosforanowe 1a-3’, 1¢-3’ (tabela 10).

Wykonatem analogiczny eksperyment dla 2a-2’, silnego liganda snurportyny, z dwoma
innymi biatkami: albuming surowicy bydlecej (BSA) oraz melF4E i wykazatem specyficznosé
odpowiedzi wzgledem snurportyny. BSA jest biatkiem niezwigzanym z metabolizmem RNA,
lecz wykazuje duze spektrum wigzania zwigzkow (bio)organicznych. Podczas miareczkowania
liganda 2a-2’ biatkiem BSA lub melF4E nie obserwowalem przyrostu intensywnosci fluo-
rescencji pochodzacej od FMR (rys. Il. 71), co oznacza tyle, ze biatko nie zwigzato sie ze
zwigzkiem lub wigzanie jest zbyt stabe i nieznaczace, zas w przypadku snurportyny obserwo-
watem az 12,5-krotny wzrost intensywnosci fluorescencji po zwigzaniu ze snurportyna.

A _ snurportyna B melF4E
E 105, 5
g 105 I — 1,787 uM g 1051 —0.672 M
2 90 / - 1,338 uM 3 90 — 0.451 uM
P — 0,991 uM " 0928 uM
N 75] 0,755 uM g 75 220 M
ES Josdy ¥ 0.076 uM
= — 0,636 uM 2 078
i 601 Patdy = 60 —oum
g — 0,576 uM 5 t
o 451 1 — 0,455 uM S 454
@ 17 - 0,334 uM 3
£ 30 — 0,149 1M £ 307
£ 15¥ 0,087 uM 3 45l
o —— 0 uM =
£ 0 T T ? ) £ 0 T r . )

550 600 650 700 550 600 650 700
dtugosé¢ fali (nm) diugosé fali (nm)

C BSA D =
T £ 105;
E 1051 —1.429 uM C': Leeos ® snurportyna
é 90 — 0.968 uM Q 901 e®® * BSA
: = 0.552 uM g 751 = melF4E
"E 757 ~0.308 uM £
= 607 0.124 uM . 607
2 - LA = e
g 451 Oum g 45
S 30 £ 30
2 15 2 15
£ o : ; : : E TV

550 600 650 700 0.00.20.406081.01.21.41.6 1.8 2.0
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Rys. Il. 68 Natozone widma emisji dla koniugatu TMGSpppG2-o-L1-omHel (2a-2’) miareczkowane ze
A. snurportyng, B. mysim elF4E, C. BSA oraz D. natozone zaleznosci int. fluorescencji od stezen biatka
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Zaobserwowatem rowniez, ze analogi z adenozyng i DMHBI w pozycji 2’ zachowujg sie
poczatkowo stabiej niz analogi z guanozyng i DMHBI w pozycji 3° (mniejszy wspotczynnik
nachylenia, rys. Il. 72), jednak majg zdecydowanie wiekszy zakres liniowosci (do ok. 8 yM).
Ich odpowiedzi Fmax/Fo sa zatem wieksze niz dla izomeréw 3’ z guanozyng i sg lepszymi
sondami, cho¢ nadal stabszymi pod tym katem od izomerow 2’ z guanozynag.

g 357 . ® TMGpppA 2.0.L1-
§ 30- . DMHBI (4a-2')

g 25 v TMGppCH2pG.3.0.
N 3a-3")
S L1-DmHBI (

= 201

9 + TMGpppG.g-0.L1-
g 15 pmHgl (18-3")

@

¢ 101

)

=

E

o O

o 1 2 3 4 5 6 7
Stezenie snurportyny (uM)

Rys. Il. 69 Poréwnanie odpowiedzi sond z adenozyng i DMHBI w pozycji 2’ oraz z guanozyng i DMHBI
w pozycji 3’ na wigzanie ze snurportyng

11.7.3.1 Miareczkowania sond GpppG podwdjnie znakowanych DMHBI lub HEMABI

Zsyntezowatem rowniez trzy analogi GpppG, ktére mozna rozwazaé jako analogi nieka-
nonicznego kapu, z dwoma znacznikami FMR (21a-2’+2’, 22a-2’+3’, 22¢-2’+3’) oraz dwa
analogi z jednym takim znacznikiem (22a-2’, 22¢c-2’) i zbadatem réwniez ich odpowiedzi ze
snurportyng (GpppG z DMHBI, rys. Il. 73). Wyniki poréwnatem z analogami GMP- i TMGpppG-
2’-O-L1-FMR, (rys. Il. 74), by moc oceni¢ wymierng korzysc dla takich analogéw. Zaobserwo-
watem znacznie wyzsze odpowiedzi dla koniugatow podwdjnie znakowanych z DMHBI czy
HEMABI (z wyjatkiem konfiguracji 2’+2’ dla ktérego odpowiedzi byty bardzo stabe), zaréwno
wzgledem pojedynczo znakowanego GpppG analogu, jak i wzgledem 12a-2’/c-2’ dla ktérych
to odpowiedzi ze snurportyng byty najwieksze wsrdod pojedynczo znakowanych nukleotyddw.
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Rys. Il. 70 Poréwnanie widm emisji ze snurportyng mono- i bipodstawionych analogéw GpppG z DMHBI,
wzbudzane 390 nm

Najwigkszym sukcesem jest zwigzek GpppG z dwoma DMHBI w konfiguracji 2’+3’ (22a-2’+3’),
dla ktérego odpowiedz Fm/Fo przy wzbudzaniu 490 nm wynosi ponad 21 i jest najwieksza ze
wszystkich badanych zwigzkéw. Odpowiedz dla dtugosci fali wzb. 390 nm jest na tym samym
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poziomie co dla analogu GMP z pojedynczym DMHBI. Dla poréwnania wiekszos¢ sond nawet
wielokrotnie znakowanych opisywanych w literaturze wykazuje odpowiedzi na poziomie 2-4-
krotnego wzrostu intensywno$ci sygnatu, np. 31-mer ssDNA zawierajgcy 4 jednostki modyfiko-
wanego z DMHBI lub DFHBI wykazuje 2-3-krotny wzrost z biatkiem SSB?*° (ang. Single Strand
Binding protein), gdy sg w stosunku 1 do 1, podczas gdy dla dinukleotydu 22a-2’+3’ ze
snurportyng jest to wzrost 20-krotny w tych samych warunkach (1:1). W tej samej publikaciji
wykazano jedynie 2,5-krotny wzrost dla 50-meru dsDNA (dwuniciowego DNA) pexP>?
zawierajgcego az 11 jednostek CP™&! Jub CPMHB! (FMR w pozycji 5 cytozyny) z biatkiem p53
(stosunek biatko:ligand = 1:1). To poréwnanie podkresla, ze dinukleotydowe koniugaty GpppG
znakowane DMHBI/HEMABI sg silnymi sondami dla snurportyny.

W Kp (nM} W Fmax/FO (390exc) | Ky (nM) [ Fmax/FO (455exc)
E Fmax/F0 (490exc)
10,000 25 1,000 15
—. 1,000 20 n = 100 10 M
g i I
= 100 M :
Q i Q Ti
10 o
< =X 4o 5
10 5
JE
1- -0 1 T T T -0
a & v & & & < < &
& & & & £ -s" ~ ~ ~
N N N N N 'z?, 'Zfb ){*0 le
v ™ ™ ™ ™ N N N N
[ S 0 & ~ > &
v 1% v Vv 91
O QO o s () 0"]' 0"v Q"v 0’\r
R @ { { &
& & & o ] &£ & @ &
S 9 s S & o o PN S
& 5 NN ;P g A
o > o N 4v N N 's" (Y
& & & F o & ~ g
S o & N N ¥ &
D PN AN v Q‘f
W% WUl % .-\9 >~
v ~ v o 0
& & 5
¢ ¢ &

Rys. Il. 71 Poréwnanie odpowiedzi podwdjnie i pojedynczo znakowanych analogéw GpppG z DMHBI
(gora) i HEMABI (do6t) z GMP2-o-L1-rmr | TMGppPG2-0-L1-FMR

Udowodnitem, ze podwdjne znakowanie przynosi korzys¢ w postaci wiekszych mierzalnych
réznic miedzy formg zwigzang i niezwigzana. Sugeruje to, ze wprowadzenie kolejnego GFP-
podobnego znacznika do analogu TMGpppG réwniez powinno by¢ korzystne, o ile ten FMR
zostanie wprowadzony w pozycje 3’-O-TMGuo i 2’-O-Guo, ktére stabilizujg oddziatywania ze
snurportyng.

Przyjrzatem sie rowniez intensywnosciom fluorescencji wolnych ligandéw (Fo) i wysyco-
nych snurportyng (Fmax) (rys. Il. 75). Okazuje sie, ze analogi TMGpppG majg znacznie wigksze
wartosci w stanie niezwigzanym, a podobne w stanie zwigzanym ze snurportyng co niekapo-
wane analogi. Wskazuje to, ze wygaszanie fluorescencji przez m’guanine nie jest czynnikiem
odpowiedzialnym za gorsze odpowiedzi sond w analogach TMGpppG wzgledem GMP czy
GpppG (poréwnywany pojedynczo znakowany). Potwierdza sie to réwniez w zaleznosciach
wolnych ligandéw od pH (rozdz. Il. 5. 1), gdzie wydajnosci kwantowe analogéw TMGpppG
rowniez sg wieksze od analogéw GMP szczegdlnie w wyzszych pH.
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Rys. Il. 72 Poréwnanie wartosci intensywnosci fluorescencji dla wolnego liganda (Fo) i wysyconego
snurportyng (Fmax)
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Rys. Il. 73 Poréwnanie widm emisji niezwigzanych koniugatéw analogu GpppG z DMHBI znakowanego
podwdjnie (22a-2’+3’) i pojedynczo (22a-2’) w tych samych warunkach

W tych samych warunkach i stezeniach sondy podwdjnie znakowane w stanie niezwigza-
nym (Fo) wykazujg dwukrotnie mniejsze intensywnosci fluorescencji (rys. Il. 76). Intensywnosci
fluorescencji w stanie wysyconym snurportyng sg takie same lub bardzo zblizona. Wynik ten
pozwala mi przypuszczaé, ze w stanie niezwigzanym nastepuje dynamiczne wygaszanie
fluorescencji poprzez zderzenia czgstek. W trakcie wigzania ze snurportyng, konformacja
sondy sie usztywnia blokujgc rotacje i przywracajgc fluorescencije.

Dla wybranych silnych ligandéw snurportyny (znakowanych w pozycji 2’-O-Guo)
wykonatem analogiczne doswiadczenia, tym razem dla znacznie mniejszych stezen, ponizej
oczekiwanego Kp (w idealnej sytuacji dla stezenia liganda 10x mniejszego od Kp). To
odwrécone miareczkowanie odzwierciedla ten sam proces tworzenia kompleksu ligand-biatko
co w przypadku FQT. Do tych badan wykorzystatem sondy z DMHBI i HEMABI, jako ze zmiany
intensywnosci 0-HBI w tak matych stezeniach uniemozliwiaty uzyskanie satysfakcjonujgcych
danych. Do punktow pomiarowych dopasowatem modelowe krzywe agonist vs response, four
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parameters i podatem parametry R? i chi-kwadrat (rys. Il. 78) oraz wyznaczytem state Kp
i porownatem je z wynikami z FQT (rys. Il. 79). W przypadku sond DMHBI sg to az trzy mozliwe
metody (FQT, saturacja ze wzbudzaniem 390 nm oraz 490 nm).
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Rys. Il. 74 Przyktadowe krzywe miareczkowan koniugatow z DMHBI snurportyng: A. 10 nM 1a-2’,
B. 20 nM 15a-2’ oraz C. 20 nM 12a-2’
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Rys. II. 75 Poréwnanie statych dysocjacji uzyskanych z réznych metod miareczkowan: FQT i saturacji
liganda snurportyng (w przypadku DMHBI wykorzystatem obie dlugosci fali wzbudzania: 390 i 490 nm)

Metoda 2 (saturacja ze wzb. 390/455 nm) data wyniki o wysokiej zgodnosci z wynikami FQT,
mimo, ze w dwoch przypadkach dla zwigzkéw z DMHBI otrzymatem wigeksze btedy pomiarowe.
Koniugaty z HEMABI wykazywaty wieksze int. fluorescencji a krzywe byty lepiej dopasowane.
Metoda 3 (saturacja ze wzb. 490 nm) wykazata zbiezne Kp dla takich zwigzkow jak 12a-2’ czy
15a-2’, chociaz w przypadku TMG kapowanych koniugatéw uzyskatem rozbiezne wyniki.
Warto tu zaznaczyé, ze ta metoda wizualizuje jedynie emisje pochodzaca od fenolanu
(zdeprotonowanej formy DMHBI) i wyznaczone Kp[O7] jest tylko czgstkowym, dla tej konkretnej
formy FMR. Roéznice mogg wynikaé rowniez z zastosowanego stezenia liganda, w przypadku
GMP czy m’G kapu sg one mniejsze niz lub bliskie Kp (FQT), a w przypadku TMG kapu
stezenie jest rowne co do Kp (10 nM). Niemniej, wykazatem uzytecznos$¢ miareczkowan z
blokowaniem mechanizmu TICT (saturacja) i wykorzystaniem FMR jako metod komplemen-
tarnych do miareczkowania FQT. To podejscie ma dodatkowg korzy$¢ zwigzang z ogranicze-
niami ze wzgledu na ilos¢ znakowanego analogu kapu — odwrotnie niz w metodzie FQT,
w metodzie wysycania liganda biatkiem to ilos¢ biatka jest ograniczajgca, natomiast wymaga
niewielkich ilosci znakowanego zwigzku, co moze by¢ szczegdlng zaletg dla fluorescencyjnie
znakowanych, syntetycznych fragmentéw mRNA.

11.7.4 Zaleznosci odpowiedzi sond w miareczkowaniu snurportyng od
pH

Zbadatem wptyw pH na odpowiedzi sond z DMHBI i o-HBI w miareczkowaniu snurportyng.
Miareczkowania przeprowadzitem analogicznie stosujgc bufory: a) HEPES pH 7,65, b) TrisHCI
pH 8,9 i c) TrisHCI pH 9,5 (szczegdty czesS¢ eksperymentalna). Miareczkowania przeprowa-
dzitem dla 7 r6znych ligandow z TMG kapem: 1a-2, 2a-2’, 2a-3’, 3a-2’, 4a-2’, 1b-2’ i 1b-3’. Dla
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koniugatow z DMHBI wykonatem miareczkowania w buforach o pH 7,65 lub 8,9 (rys. Il. 80),
zas$ dla o-HBI w buforze o pH 9,5 (rys. Il. 82)
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Rys. II. 76 Widma emisji TMG-5’-S-pppG-2-o-L1-omHel (2a-2°, gora) oraz TMG-5’-S-pppG-3-o-L1-omHel (2a-3’
dot) ze snurportyng w buforze HEPES pH7,2 (lewo) oraz 7,65 (prawo) wzbudzane dtugoscig 490 nm
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Rys. Il. 77 Widma emisji TMGpppG-2-o-L1-o-HBi (1b-2’, gbra) oraz TMGpppG-3-o-L1-o-Hei (1b-3°, dot) ze
snurportyng w buforze HEPES pH 7,2 (lewo) oraz TrisHCI o pH 9,5 (prawo) wzbudzane dla 390 nm oraz
widma emisji dla wzbudzania 465 nm
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Eksperymenty te pokazaty, ze wieksze pH otoczenia prowadzi do uzyskania wigkszych
odpowiedzi ze snurportyng. Mimo, ze intensywnos¢ fluorescenciji rosnie dla wolnego liganda
(Fo), to rosnie réwniez dla kompleksu ze snurportyng i to w wiekszym stopniu (przyrost dla F max
jest wiekszy). Powoduje to, ze odpowiedzi Fmax/Fo réwniez sg wieksze.

Na podstawie eksperymentu z sondami z o-HBI zaobserwowatem, Ze a) pojawia sie drugie
pasmo wzbudzania o dtugosci 465 nm, ktére odpowiada absorpcji formy fenolanowej i ktére
jest silniejsze w tym pH (wieksze intensywnosci fluorescencji ze wzgledu na wiekszy udziat
formy zjonizowanej), b) odpowiedz rozumiana jako krotnos¢ wzmocnienia sygnatu dla
wzbudzania 390 nm jest wieksza niz dla wzbudzania 465 nm, ¢) odpowiedz przy wzb. 390 nm
wzrosta jedynie nieznacznie (3,2 dla pH 9,5 vs 2,2 dla pH 7,2) dla izomeru 2’ mimo duzej
réznicy pH. Odpowiedzi 1b-2’ i 1b-3’ w wyzszym pH nadal sg stabe, pomimo Ze izomer 2’ jest
znacznie silniejszym ligandem dla snurportyny. Pomimo, Zze nie ma to znaczenia biologicznego
(niefizjologiczne pH) wykazatem, ze snurportyna wigze TMG kap in vitro rowniez w pH 9,5
a dodatkowo uwidocznito sie nowe pasmo wzbudzania dla koniugatéw z o-HBI, ktére w pH 7,2
jest niewidoczne ze wzgledu na wystepowanie zwigzku w catosci w formie sprotonowanej.

Zmiareczkowatem réwniez ligand z DMHBI 1a-2’ ze snurportyng w pH 8,9 (rys. Il. 83).
Okazuje sie, ze odpowiedzi rosng tylko do pewnego progu, np. odpowiedzi przy wzbudzaniu
490 nm nie rdznig sie, mimo, ze same intensywnosci fluorescencji réznig sie znaczaco. Z kolei
odpowiedzi przy wzbudzaniu 390 nm réznig sie i dla pH 8,9 sg 0 47% wieksze. Jedynie sonda
z adenozyng w pH 7,65 wykazata wysokg odpowiedz przy wzbudzaniu 490 nm, rowng tym z
guanozynag, ale przy znaczgco wyzszych stezeniach snurportyny (8x)
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Rys. II. 78 Widma emisji 1a-2’ bez i ze snurportyng w buforze HEPES pH 7,2 oraz TrisHCI o pH 8,9
wzbudzane przy 390 nm (lewo) oraz 490 nm (prawo); R1- odpowiedz dla pH 7,2, R2- 8,9

Poréwnatem zmiany krotnosci sygnatu fluorescencyjnego w zaleznosci od pH i zaobserwo-
watem, ze wszystkie odpowiedzi sond sg wieksze w wigkszych pH a ich przyrost jest zalezny
od tego jaki to znacznik FMR oraz od tego jakg dtugoscia fali wzbudzatem kompleks (tab. 11).
Obliczytem procentowy przyrost w r6znych pH zgodnie ze wzorem:
P [%] = M £ 100%
pH1

Gdzie P — procentowy przyrost, RpH1 — odpowiedz sondy w nizszym pH, RpH2 — odpowiedz
sondy w wyzszym pH
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Przyktadowo dla koniugatow z DMHBI i wzbudzania 390 nm przyrost odpowiedzi jest wiekszy
niz dla wzbudzania 490 nm (50% vs 25%, 2a-2’, tab. 11). Dla sond z guanozyng przyrosty sg
podobne niezaleznie od badanego izomeru, zas sonda z adenozyng wykazata wieksze
przyrosty (100% i 50%), co moze byé raczej zwigzane z tym, ze w pH 7,20 nie osiggnatem
petnego wysycenia zwigzku snurportyng. Sondy z o-HBI wykazaty wzrost o 50% w pH 9,5
wzgledem odpowiedzi w pH 7,2 i zmiany sg niezalezne od izomeru. Podsumowujac,
w wiekszych pH odpowiedzi ligandéw z TMG kapem i DMHBI lub oHBI na wigzanie ze
snurportyng sg wieksze (do nawet 100% dla DMHBI).

Tabela 11 Przyrosty procentowe (P) odpowiedzi sond z DMHBI i 0-HBI w wybranych pH

Przyrost % odpowiedzi | Przyrost % odpo-
w pH 8,902 lub 7,65 wiedzi w pH 9,5
Zwigzek wzgledem pH 7,2 wzgledem pH 7,2
Dla wzb. Dla wzb. Dla wzb.
390 nm 490 nm 390 nm
1. | TMGpppG-2'-O-L1-DMHBI (1a-2’) A7%® 1% 2 -
2. | TMGppCH2pG-2'-O-L1-DMHBI (3a-2’) 22% 16% -
3. | TMG-5'-SpppG-2'-O-L1-DMHBI (2a-2’) 54% 23% -
4. | TMG-5'-SpppG-3'-O-L1-DMHBI (2a-3’) 46% 18% -
5. | TMGpppA-2'-O-L1-DMHBI (4a-2’) 104% 46% -
6. | TMGpppG-2'-O-L1-0-HBI (1b-2’) - - 45%
7. | TMGpppG-3'-O-L1-0-HBI (1b-3’) - - 47%

[1.8. Inne wtasciwosci nukleotydowych koniugatéw FMR

FMR i ich koniugaty sg reporterami zmian zachodzgcych w otoczeniu, ktére prowadzg w
konsekwenciji do restrykcji lub uwolnienia swobodnej rotacji segmentu donora elektronowego.
Blokowanie rotacji moze zachodzi¢ na skutek zatloczenia molekularnego, zwiekszenia
lepkosci srodowiska, w wyniku zmian patofizjologicznych tkanek (réwniez zmiany nowotworo-
we), znaczgcego spadku temperatury otoczenia (fizyczne unieruchomienie/ usztywnienie
czasteczki w rozpuszczalniku), zmian polarnosci otoczenia, w wyniku wigzania z inng makro-
molekulg (biatka, DNA, lipidy), itp.

[1.8.1 Wrazliwos¢ na zmiany lepkosci otoczenia

Zbadatem zaleznosci emisji roznych pochodnych FMR od lepkosci otoczenia. Do ptytki 96-
dotkowej odpipetowatem jednakowe objetosci roznych uktadéw glicerol-EtOH i jednakowe
stezenia FMR, nastepnie z pomocg czytnika ptytek wykonatem widma emisji w tych uktadach
(rys. Il. 85) a takze odczytatem intensywnosci fluorescencji metodg Endpoint (skalujgc je
wzgledem dotka o najwigekszej spodziewanej intensywnosci). Na podstawie tych punktow (met.
Endpoint) sporzadzitem wykresy Forstera-Hoffmana (rys. 1l. 86) dla zaleznos¢ odpowiednich
logarytmoéw logF i logn. Dla Fluorescencyjnych Molekularnych Rotorow zaleznosc¢ ta powinna
by¢ liniowa, a wspdétczynnik nachylenia swiadczy o wrazliwosci zwigzku na zmiany lepkosci
otoczenia. Im wiekszy wspotczynnik kierunkowy prostej, tym wieksza wrazliwosc¢ (lepszy sensor).
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Rys. Il. 79 Natozone widma emisji pochodnych FMR w réznych uktadach glicerol-etanol

LogF = X*logn + B

X — wrazliwo$¢ na zmiany lepkosci otoczenia,
B — jasnos$¢ emisji wolnego FMR lub jego koniugatu

§ 6000 — 0% glycerol = 40001 = 0% glycerol
(1 B
% 5000 20% glycerol 3 3500 20:/u glycerol
= — 40% glycerol =, 3000 ~ 30%glycerol
L 4000 2 25001 40% glycerol
8 50% glycerol 8 — 50% glycerol
g 3000 — 60% glycerol g} 2000+ 60% glycerol
5 2000 70% glycerol 5 15001 — 70% glycerol
5 S
= — 90% glycerol = 10001 — 80% glycerol
. ; — 80% glycerol
£ 1000 — 100% glycerol E 5001 o~ - 100;}9;')“:&0‘

=) 6000; — 0% glycerol =) 80000 — 0% glycerol
IE 5000 20% glycerol t 700001 20% glycerol
E — 30% glycerol — 600001 — 30% glycerol
e 4000 40% glycerol E 500001 40% glycerol
g ] — 50% glycerol 3 — 50% glycerol
o 3000 60% glycerol @ 40000 60% glycerol
5 20004 — 70% glycerol S 30000 — 70% glycerol
e o o
- 1 - o

£ — 100% glycerol E 100001 - 100%g ;chero\

Wartos¢ parametru X jest wewnetrzng cechg charakterystyczng dla danego FMR. Zgodnie
z wiedzg teoretyczng, maksymalna jej wartos¢ moze wynosi¢ 0,66, a dla znaczacej wiekszosci
FMR miesci sie w przedziale od 0,4 do 0,6 24, Zebrane parametry przedstawitem w tab. 12.

Wykres Foérstera-Hoffmana

- ACVJ-C3H; (60)
y =0.594x + 3.972
DMABN-C3H3 (62)
y = 0.584x + 2.803
HEMABI-C3H3 (54)
y = 0.485x + 2.367
- oHBI-C3H3 (53)
y =0.399x + 1.901
DMHBI-C3H3 (52)
y =0.395x + 2.230

0 : : : :
0 1 2 3 4

logR
Rys. 1l. 80 Wykresy Forstera-Hoffmana dla propargilowych lub azydkowych pochodnych FMR
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Tabela 12 Poréwnanie wrazliwosci roznych FMR i TMG kap-FMR na zmiany lepkosci Srodowiska oraz
poréwnanie precyzji metody na podstawie danych literaturowych

Wyznaczona Literaturowa Jasnos¢
Zwigzek wrazliwo$¢ na zmiany | wartos¢, niemody- | emisji FMR,
lepkosci, X (-) fikowany FMR, X (-) B (-)
DMHBI-C3H3 (52) 0,395 - 2,23
0-HBI-C3H3 (53) 0,399 - 1,90
HEMABI-C;3Hs (54) 0,485 - 2,37
i 0,584 (pom1) 0,554 261
DMABN-CH2CH:2Nz3 (62) 0.535 (pom2) 0,535 264 2,80
i 0,594 (pom1) 0,594 %6t
ACVJ-CsHs (60) 0.575 (pom2) 0,543 264 3,97
TMGpppGs-o-ti-acva (1f-37) 0,517 - 3,41

Najbardziej wrazliwym na zmiany lepkosci uktadu jest pochodna julolidyny 60 ($r. warto$é
0,584) i dimetyloaminobenzonitrylu 62 (Srednia 0,560), a z tych dwdch, ACVJ 60 wykazuje
wiekszg jasnos¢ emisji (ang. brightness) w stanie wolnym, co jest korzystniejsze w badaniach
komodrkowych (wieksze odréznienie od autofluorescencji komérek). DMHBI i o-HBI majg
zblizong wrazliwo$¢ na zmiany lepkosci srodowiska i znacznie mniejszg od pozostatych (dolna
granica).

Wzrost intensywnosci fluorescencji w lepkich uktadach mozna réwniez zaobserwowaé gotym
okiem, jesli zwigzek w glicerolu naswietli sie falg z zakresu $wiatta widzialnego (rys. Il. 87).
Wzbudzitem dwa koniugaty z ACVJ w poz. 2’- lub 3’-O-guanozyny (1f-2’, 1f-3’), o jednakowych
stezeniach, w 100% glicerolu i jak mozna zauwazy¢, lepszy efekt wizualny uzyskatem dla
3’-O-podstawionego zwigzku, stgd postanowitem go zbadaé réwniez ilosciowo.

TMGpppG,._o.1-acvy TMGpppG;._o. 1-acvy

Rys. Il. 81 Poréwnanie wzgledne emisji Swiatta widzialnego (ok. 530 nm) koniugatow z ACVJ: A. 1f-2’
oraz B. 1f-3’ w 100% glicerolu wzbudzanego swiattem o dtugosci 370 nm

Wykonatem analogiczny eksperyment na czytniku ptytek dla 1f-3’ (rys. Il. 88) i wyznaczytem
dla niego zaleznos¢ logF = f(logn) (rys. Il. 86)
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50000, = blank
__45000- — 0% glycerine
a 40000- 10% glycerine
%35000_ 20% glycerine
'G J e 500 550 600 650 700 — 30% g‘ycerine
§ 30000 Dlugosé fali {nm) 40% glycerine
g 25000 — 50 % glycerine
5 20000+

S — B0 % glycerine
= 150001 70 % glycerine

?_E 10000 80 % glycerine
5000+ é ; ; ; — 90 % glycerine
0= — 100 % glycerine
500 550 600 650 700
Dtugosé fali (nm)

Rys. Il. 82 Natozone widma emisji dla TMGpppGs-o-L1-acvs (1f-3’) w roznych uktadach glicerol-woda

Okazuje sie, ze nukleotydowy koniugat 1f-3’ jest gorszym sensorem od wolnego ACVJ.
Jego jasnos¢ emisji w czystym rozpuszczalniku jest rowniez mniejsza. Udowodnitem na
przyktadzie analogu TMGpppG, ze nukleotydowe koniugaty FMR wykazujg liniowg zalezno$¢
logarytméw int. fluorescencji i lepkosci i jest to gidwna cecha charakterystyczna dla tej klasy
zwigzkow, w odréznieniu od wzrostu int. fluorescencji w funkcji stezenia, ktére moze byé
zwigzane z réznymi zjawiskami np. z wigczaniem/wytgczaniem FRET lub tworzenia sie form
ekscymerowych znacznika.

Zainteresowato mnie réwniez, jakiemu przyrostowi intensywnosci w uktadach Gly-MQ
odpowiada przyrost intensywnosci w eksperymentach ze snurportyng. Poréwnatem te dwie
wielkosci (tab. 13) i wyznaczytem jakiemu uktadowi Gly-MQ odpowiada przyrost dla liganda
wysyconego snurportyng (Fmax/Fo). Okazuje sie, ze przyrost réwny 5,8 dla miareczkowania
snurportyng jest rownowazny uktadowi pomiedzy 70 a 80% glicerolu w MQ (dla 70% przyrost
intensywnosci wynosi 5, a dla 80% - 9,4). Wysoki przyrost z glicerolem jest oczekiwany,
zwazywszy, ze ACVJ i CCVJ znane sg w literaturze z zastosowania jako reportery zmian
lepkosci?™® 276278 jednak duzy przyrost ze snurportyng jest w pewien sposob zaskoczeniem,
zwazywszy, ze 1f-3’ nie wykazuje zwiekszonego powinowactwa do snurportyny (Tab. 13).

Tabela 13 Poréwnanie przyrostow w eksperymentach z glicerolem oraz ze snurportyng dla koniugatu
TMGpppGs-o-L1-acva (1-3°)

Glicerol Snurportyna
Poczatkowa wartos¢ int. fluorescenc;i 2191 40,4
Int. fluorescencji dla maksymalnego stezenia
biatka (wysycenie) lub maks. zawartosci 47132 232,2
glicerolu (100%)
Stosunek Fn/Fo 215 5,75

Niektore koniugatu wykazaty dodatkowo duzg wrazliwos¢ na zmiany temperatury lub pH
otoczenia (np. DMHBI, rozdz. 1l. 5. 1). Zwigzki po zamrozeniu w cieklym azocie przed etapem
liofilizacji, naswietlatem lampg emitujgcg promieniowanie o dtugoscia fali 345 nm i wykonatem
zdjecia (rys. Il. 90). Emisje mozna zaobserwowac¢ gotym okiem, tak jak to byto w przypadku
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zmian lepkosci. Niektore z FMR wykazywaty wiekszg obserwowalng fluorescencje i byty to
odpowiednio ACVJ, DMABI i HEMABI. Koniugaty DMHBI, o-HBI, p-NHBI nawet w bardzo
niskich temperaturach i wysokich stezeniach nie wykazywaty dobrze widzialnej fluorescencji
w rozpuszczalnikach polarnych.

Koniugaty HEMABI o i

Koniugat ACVJ 16f

HEMABI

a-2’

oHBI
15b-2’

Rys. Il. 83 Poréwnanie wzgledne emisji Swiatta widzialnego dla roznych koniugatow FMR zamrozonych
w wodzie MQ w temp. ciektego azotu (-198 °C)

Przy wyzszych stezeniach niekiedy emisja ta byta stabsza co wigze z efektem wygaszania
stezeniowego (zbyt duze stezenie zwigzku powoduje wygaszanie dynamiczne fluorescenciji).

11.9. Stabilnos¢ koniugatéw z FMR w wodzie MQ

Podczas analiz prowadzonych przez dlugi okres 4 lat odkrytem, ze niektére koniugaty FMR
sg niestabilne podczas przechowywania w temperaturze -20 °C lub -80 °C, a niektére prze-
ksztatcajg sie w mieszanine regioizomeréw 2’ i 3’ (rys. Il. 91). Przed jakimikolwiek ekspery-
mentami sprawdzano czystos¢ probek za pomocg RP-HPLC i stosowano wytgcznie zwigzki
o czystosci >95%. Metoda ta wykazata, ze wszystkie koniugaty o-HBI, p-NHBI i ACVJ ulegajg
degradacji w roztworach wodnych w ciggu pewnego czasu (rys. Il. 92), wolniej w nizszych
temperaturach. Koniugaty DMHBI i 2’-HEMABI uznano za stabilne podczas przechowy-
wania w roztworze wodnym nawet do 3 lat w temp. -80°C, zas$ wszystkie koniugaty 3'-O
znakowane HEMABI oraz z DMABI (1le-2’) ulegajg izomeryzacji (rys. 1. 93) do mieszaniny
w stosunkach odpowiednio ok. 60:40 (HEMABI) oraz 70:30 (DMABI) (izomer 3’ do 2’).
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Synteza TMGpppG-2'-0O-L1-DMABI (1e-2")

3000- Absorbancja

TMGpppG-2-0-L1-DMABI (1e-2') kontrola z -80 °C
300

= W 254 rm fau) _ Absorbancja
S 2500+ Ab ) 5 w 254 nm (au)
= _ Absorbancja = Absorbancja
=, 2000+ w450 nm (&w) s 200+ ~ w450 nm (au)
[
= c
E 15004 g
2 1000 & 100-
E <
< 500
0 T T T 3 d 0 T T T d
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20
Czas (min) Czas (min)
Synteza nr 2 TMGpppG-2'-0-L1-DMABI (1e-2"), TMGpppG-2'-0-L1-DMABI (1e-2') kontrola po
po 2,5 h liofilizacji (nastepny dzien)

1000+ _ Absorbancja 1500+ Absorbancja
_ w254 nm (au) ~ w254 nm (au)
& 8007 _ Absorbancja §1200- Absorbancja
=, w450 nm (au) @ ~ w450 nm (au)
g 600 g 900
o ©
£ 400 £ 600
2 2
< 200+ < 300

0 0 T T T ]
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20
Czas (min) Czas (min)

Rys. Il. 84 Przyktady izomeryzacji produktu korncowego w trakcie reakcji lub przechowywania

220114_PSU_19#368-589 RT: 322-516 AV: 222 NL: 4 44E3
T: FTMS + p ESI Full ms [900.0000-2000.0000]

Relative Abundance

100

1205.96186
z=1

1180.00520
z=1

1199.94906
z=1

1191.94611
1183.98422 =7
=1

1207.99563

1223 64561
z=1

122565217
=1

122195672
z=1

1219.09421 122765435

72

=2

z=1

=1

=1

/ 1185.95498

1201.94787
. 1197.97827 121160857
1177.85582 o

7= . |

1189.92072

121597843
z=1

| ] | Lkt 52
. ‘ e o S B

1215 1220

I 1230.96770 1237.66008 124194266
7= 7=? =1

Rys. Il. 85 Wysokorozdzielcze widmo masowe (HRMS) dla oczyszczonego na HPLC zwigzku
TMGpppGz-o-L1-p-nHel (1d-2”) po tygodniu w zamrazarce (-20°C); szukana masa: 1210,2300, znalezione
masy: 1205,9619 (100%), 1223,6456 (44%), 1180,0052 (38%)
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Tabela 14 Podsumowanie witasciwosci biofizycznych ze snurportyng, spektralnych i stabilno$ci nukleo-
tydowych koniugatéw z FMR w zalezno$ci od wprowadzonego FMR

Q OH 3
% \ yZ O O I* N N/
,, = = OH
DMHBI O“x 7’ 0-HBI HEMABI
e Podwdjna emisja (485, e Podwdjna emisja (590-605 | e Pojedyncza emisja
540 nm), podwdjne nm), podwojne wzbudzanie | e Niezalezny od pH
wzbudzanie (390, 490 (390, 465 nm), tylko jedna e Stabilny w wodzie
nm), obie obserwowalne obserwowalna w pH 7,2 (niezaleznie od
wpH7,2 e Emisja zalezna od pH izomeryzacji produktu
e Emisja zalezna od pH Niestabilny w wodzie, 3’-O-HEMABI) do 2 lat
e Bardzo stabilny w wodzie, degraduje w przeciggu dni w -20°C i -80°C
do nawet 4 lat w -20°C trzymany w -20°C; e Izomer 3’ przechodzi
i -80°C e Stabilny do 2 msc. w -80 °C szybko do mieszaniny
e Nie izomeryzuje o Wiekszos¢ odpowiedzi na 2'+3’ ok. 50:50 lub
e Szeroki zakres podobnym poziomie 40:60 (dni/tygodnie)
odpowiedzi oraz bardzo e Bardzo silnie wygaszana e \Wykazuje
wysokie odpowiedzi ze fluorescencja w rozp. umiarkowane/stabe
snurportyng polarnych odpowiedzi ze
e Odpowiedzi silniejsze w e Odpowiedzi nieznacznie snurportyng
uktadach o wyzszych pH silniejsze w uktadach o e Umiarkowana jasnosé
(pKa ~ 8,0-8,5) wyzszych pH (pKa ~ 9,2) Swiecenia

e Niska jasnosc¢ swiecenia e Odpowiedzi zalezne od
typu linkera przytgczonego

do FMR
O O o
= E7 = N =
o L | PR
p-NHBI NO> DMABI | ACVJ
e Pojedyncza emisja e Pojedyncza emisja e Pojedyncza emisja
e Niezalezny od pH e Niezalezny od pH e Niezalezny od pH
e \Wysoce niestabilny w e Stabilny w wodzie do min. e \Wysoce niestabilny w
wodzie 3 mscw -20°C wodzie
e Nie wykazuje zadnej e |zomer 2’ przechodzi e Wykazuje dobre
odpowiedzi ze szybko do mieszaniny odpowiedzi ze snurportyng
snurportyng 2'+3’ 0 nieznanym sktadzie | e Dobry sensor zmian
e Najsilniej wygaszana e Wykazuje umiarkowang lepkosci ukfadu
fluorescencja w rozp. odpowiedz ze snurportyng | e Dobra jasno$¢ swiecenia
polarnych e Dobry sensor zmian
e Dobry sensor lepkosci ukfadu

zmian polarnosci
e Niska jasnosc swiecenia
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[1.10. Badania enzymatyczne koniugatéw FMR i TMG kapowa-
nych dinukleotydéw z enzymem hNudt16

Motywacja do badan

llo§¢ metod, ktore mozna wykorzysta¢ do okreslenia sity oddziatywania ligand-enzym jest
ograniczona. Przyktadowo, dla ludzkiego enzymu Nudt16 nie mozna zastosowac¢ miareczko-
wania z wygaszaniem naturalnej fluorescencji tryptofanéw, bo po prostu ich nie ma w kieszeni
wigzgcej. Porownujgc ze snurportyng, hNudt16 (3MGM w bazie PDB) jest matym biatkiem o
masie ok 22 kDa (snurportyna 41,6 kDa) i z 200 aa jedynie jeden to tryptofan. Podobnie ludzki
enzym DcpS (50SYW w PDB) z 301 aa posiada tylko 2 tryptofany (0,7%). Co wiecej, produkty
degradacji wptywatyby na takg fluorescencje, zatem niemozliwe jest wyznaczenie Kp dla
substratéw enzymu.

Badania z enzymem miaty podwajny cel: a) okreslenie podatnosci na hydrolize znakowanych
fluorescencyjnie analogéw TMG kapu, ktére mogtyby stuzy¢ jako sondy molekularne dla
snurportyny in vivo oraz b) préby wyznaczenia statych dysocjacji komplekséw z hNudt16
metodg saturacji liganda enzymem. Do oceny podatnosci na degradacje wykorzystatem
technike RP-HPLC, za$ do proby okreslenia iloSciowego tego wigzania wykorzystatem
spektrofluorymetrie i emisje znacznikéw FMR.

Odpornos¢ na degradacje enzymatyczne to rowniez jedno z gtéwnych kryteriéw uzytecz-
nosci zwigzkow jako sondy molekularne w badaniach komérkowych. Po okresleniu podatnosci
syntetycznych dinukleotydowych analogéw TMG kapu na degradacje enzymem hNudt16, dla
niehydrolizowanych przystgpitem do proby selekcji potencjalnych inhibitoréw z uzyciem technik
spektrofluorymetrycznych, gdzie mierzytem zmiany intensywnosci fluorescencji koniugatéw
analogu TMG kapu i znacznika fluorescencyjnego w trakcie miareczkowania enzymem.
W przypadku hydrolizowanych zwigzkéw podjgtem sie wyznaczenia kinetyki reakcji (Kdegrad)

[1.10.1 Podatnos¢ na hydrolize enzymem hNudt16

Do badan enzymatycznych wybratem 12 zwigzkéw zréznicowanych strukturalnie pod kgtem
rodzaju modyfikacji oraz miejsca modyfikacji: TMGpppG (kontrola), TMGSpppG, TMGpppSG,
la-2’, 1a-3’, 2a-2’, 3a-2’, 3c-2’, 4a-3’, 5¢-2’, 8a-3’, 9c. Do badan wybratem gtdéwnie koniugaty
z FMR w pozycji 2’ guanozyny, gdyz te najsilniej wigzaty sie ze snurportyng. Jednym z celow
eksperymentu byto rowniez uchwycenie réznic w szybkosci degradacji regioizomerow 2’ i 3’
koniugatu FMR (1a-2’, 1a-3’).

Reakcje prowadzitem stosujgc 10 yM roztwoér liganda i 200 nM enzymu. Sprawdzitem
réwniez, ze przy takich warunkach TMGpppG (kontrola) jest hydrolizowany w ok. 55% w 60
minut. Reakcje prowadzitem w 37 °C i pobieratem roztwér co 15 min. do 1 godz. po czym
zakonczytem jg przez degradacje termiczng enzymu w 90 °C. Nastepnie wykonatem analizy
RP-HPLC stosujgc bufor fosforanowy i gradient metanolu 0-50%. Natozone chromatogramy
przedstawitem na rys. Il. 94A (hydrolizowalne) i B (niehydrolizowalne). Zastosowatem podwdj-
ng detekcje: przy dtugosci fali 256 nm oraz drugiej dtugos$ci fali odpowiadajgcej maksimum
absorpcji FMR (390/450 nm).
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Rys. Il. 86 Przyktadowe chromatogramy RP-HPLC z reakcji z hNudt16 dla A. hydrolizowalnych oraz
B. niehydrolizowalnych koniugatéw analogu TMG kapu

Na rys. Il. 93 przedstawitem podsumowanie wplywdw miejsca i rodzaju modyfikacji na
podatnos¢ na degradacje tym enzymem.
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R=H lub Lil'lk1vR1 lub Linkz-R1
R = LinkoR¢ -> niehydrolizowany Link dia 2™- i 3-O-podstawienia

Links; dla N1-Gua podstawienia
X=8, Y=0, Z= O -> szybko hydrolizowany

N
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X=0,Y=CH, Z=0 O. \
-> niehydrolizowany X=0, Y= 0, Z= S -> niehydrolizowany a DMHBI ¢ HEMABI

Rys. Il. 87 Podsumowanie wptywu modyfikacji chemicznych na podatnos¢ na degradacje ludzkim
enzymem Nudt16

Obliczytem na podstawie chromatogramow i % pola powierzchni pod pikiem, jaki stanowit
procentowy udziat nieprzereagowanego analogu TMG kapu (substratu, rys. Il. 95).
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Rys. Il. 88 Zawarto$¢ nieprzereagowanego kapowanego dinukleotydu dla reakcji hydrolizy TMG kapo-
wanych koniugatow z FMR

Gdzie zawartos¢ nieprzereagowanego kapu [%] = 100 — stopien przereagowania substratu.
Dopasowalem w programie GraphPad Prism krzywa One phase Decay (rozpad pierwszego
stopnia), ktorego rownanie przedstawione jest ponizej:

Y = (Y, — Plateu) - eK¥) + Plateu

Yo — warto$¢ Y dla zerowego czasu (x=0),

Plateau — wartos¢ fluorescenc;ji dla nieskonczonych czaséw wyrazone w tej samej jednostce
co wartosci Y,

k — stata szybkosci reakcji degradacji wyrazona w jednostkach odwrotnych od wartosci x (mint)

Odczytatem statg szybko$ci reakcji enzymatycznej oraz czasy poftrwania rozumiane jako czas
wymagany do przejscia od Y max do potowy minimalnej zawartosci kapowanego dinukleotydu i
zestawitem w tabelce 18. Stezenie analogdéw 4c-2’+3’ byto niewystarczajgce do analizy
ilosciowej z uwagi na podziat izomerow w zwigzku 4c¢-3’ (izomeryzacja).
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Tabela 15 Poréwnanie szybkos$ci degradacji enzymatycznej oraz czaséw poéttrwania réznych hydro-
lizowanych koniugatow FMR i analogéw TMG kapu

Zwigzek A Kdegrad (Min™) ?n?ﬁs portrwanla_
TMG-5'-S-pppG2-o-L1-omHei (72-2”) 0,109 £ 0,014 6,37 H
TMGpppG2-o-L1-omei (12-2°) 0,085 + 0,005 8,12 B
TMGpppG 0,062 + 0,003 11,23 |
TMGppppG2-o-L1-Hemasl (5C-2°) 0,057 + 0,009 12,20 B
pmHBl-L1-3-0 TMGpPpPG (8a-3’) 0,040 £ 0,015 17,13
TMGpppG3s-o-L1-omHel (1a-3”) - 0,039 + 0,005 17,58
Wzrost szybkosci reakcji Wzrost biologicznego czasu pofttrwania

Podsumowujgc, modyfikacja metylenowa (-CH.-) w obszarze mostka trifosforanowego
miedzy fosforem a i B zapewnia stabilno$¢ na degradacje enzymem hNudt16, podobnie jak
wprowadzenie FMR w pozycji N1-guaniny. Modyfikacja w postaci atomu siarki przy C5’ od
strony guanozyny réwniez zapewnia stabilnos¢ przed degradacjg. Wprowadzenie atomu siarki
przy w pozycji C5’ od strony trimetyloguanozyny nie tyle nie zapewnia stabilno$ci enzyma-
tycznej, co powoduje szybszg degradacje substratu. W przypadku analogu TMGSpppG (19)
100% substratu ulegto reakcji w ciggu 15 min. W przypadku koniugatu z tg modyfikacjg 2a-2’
degradacja zachodzita nieco wolniej (72% w 15 min). Dla poréwnania kap TMGpppG wykazat
30 % przereagowania w tych samych warunkach i czasie.

Dla zwigzkdw, ktore okazaty sie substratem dopasowatem krzywag rozpadu pierwszego
stopnia i wyznaczytem state szybkosci (tab. 15). Izomer 2° z DMHBI (1a-2’) jest szybciej
degradowany niz izomer 3’ (1a-3’), co moze by¢ nieco niekorzystne z punktu widzenia badan
tych zwigzkéw w warunkach komaérkowych. Analog 8a-3’ (modyfikowany od TMGuo strony)
jest degradowany tak samo szybko jak 1a-3’ (modyfikowany od Guo strony).

[1.10.2 Préby ilosciowego okreslenia sity oddzialywania ligand-hNudt16

Podjagtem sie préby ilosciowego okreslenia sity oddziatywania niehydrolizowanych przez
enzym hNudt16 koniugatéw analogéw TMG kapu i FMR z tym enzymem. W tym celu
miareczkowatem ligandy enzymem w analogiczny sposob jak robitem to ze snurportyng i
mierzytem wzrost intensywnosci fluorescencji utozsamiany z wigzaniem enzymu i liganda. Do
badan wykorzystatem tylko niehydrolizowane zwigzki (na podstawie badan HPLC). Zwigzki te
mogaq by¢ inhibitorami tego enzymu i wigzac sie z nim lub mogg w ogdle nie by¢ rozpoznawane
i sie nie wigzac. Pierwsze miareczkowania wykonatem dla stezen liganda 1-2 uM, by jedno-
znacznie pokazac¢ wigzanie lub jego brak.

Badania z uzyciem HPLC pozwolity mi odrézni¢ substraty od niehydrolizowanych zwigzkéw,
co jednak nie daje odpowiedzi, ktéry moze by¢ inhibitorem (enzym moze nie wigza¢ go),
Z kolei badania spektrofluorymetryczne (rys. Il. 96-99) z zastosowaniem mechanizmu TICT na
odréznienie inhibitorow oraz substratow (wzrost int.) od zwigzkéw nierozpoznawanych przez
enzym (brak zmian int.). Wykorzystanie obu tych metod daje jednoznaczng odpowiedz na
temat wigzania zwigzkéw do enzymu a ponadto w przypadku potencjalnych inhibitorow tego
enzymu miareczkowania z blokowaniem mechanizmu TICT dajg mozliwos¢ wyznaczenia sity
oddziatywania z enzymami (tu konkretnie hNudt16, ale dotyczy wszystkich enzyméw).
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Rys. 1. 89 Przykfady widm emisji z miareczkowan dla nierozpoznawanych przez enzym analogow TMG

kapu modyfikowanych w pozycji N1 (9c, 99)
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Rys. II. 90 Przykfady widm emisji z miareczkowan inhibitoréw enzymu hNudt16
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Rys. Il. 91 Przyktad widm emisji z miareczkowania substratu enzymu hNudt16
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Rys. Il. 92 Poréwnanie odpowiedzi (widm emisji) dla niehydrolizowanych koniugatéow TMG kapu

z DMHBI wzbudzanych 390 oraz 490 nm

Poréwnatem odpowiedzi przy wzbudzaniach 390 i 490 nm (rys. Il. 100) dla koniugatéw z
DMHBI. Dla wzbudzania 390 nm przyrosty intensywnosci sg bardzo niewielkie i w przypadku
stabszych inhibitoréw fatwo mozna uznac¢, ze zwigzek ten sie nie wigze, jednak nie jest to
prawda. Wzbudzanie tg dtugoscig fali po prostu w tych warunkach nie umozliwia $ledzenia
powstawania kompleksu. Wzbudzajgc zwigzek dtugoscig fali 490 nm widaé¢ wigzanie z
enzymem znacznie bardziej. Wzbudzanie 490 nm ma kilka znaczgcych zalet: a) mniejszy
wplyw matrycy (opisane dalej), b) wieksza czutosS¢ metody zwigzana z wiekszym udziatem
formy fenolanowej w tym pH (7,6), c) lepiej dopasowane krzywe i mozliwos¢ wyznaczenia
statych dysocjacji. Dla analogow DMHBI niemozliwe jest dopasowanie dobrej krzywej dla
danych ze wzbudzania 390 nm i wyznaczenie Kp, Dla analogéw z 0-HBI nie ma tego problemu,
bo emisja FMR jest przesunieta w kierunku fal czerwonych (590 nm), a zmiany intensywnosci
fluorescencji w miareczkowaniu sg wystarczajgce do dopasowania odpowiedniej krzywe;j.
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ZaobserwowaC mozna, ze w wigzaniu uwidacznia sie prawie jedynie forma fenolanowa,
(dla hNudt16 intensywnosci przy 495 nm odpowiadajgce formie fenolowej malejg). Dzieki
temu, ze enzym wigze tylko forme zdeprotonowang (fenolan) oraz wiekszej int. emisji DMHBI
w wyzszych pH, udato sie dopasowac krzywe miareczkowania (rys. Il. 100). Wieksze pH (>7,2)
zwieksza czuto$¢ metody.

ETO 1600
c
S 60 i
g < 1200
) g c
§%0 = 800~
Z 40 <
E—,- 400
o 30
%] 0-
8 e 3 » N
= 201 F & &
0 , \ 9%‘ 9@‘ 9@
E -+ 100 nM TMGppCH,pG-3-0-L1-DMHBI (3a-3') R
%= 101 200nM TMGpppSG-2'-O-L2-DMHBI (7a-2") & %c,ri" %@s"
= 0 -+ 200nM TMGpppSG-3'-O-L2-DMHBI (7a-3") aF S
T L] T T 1 QQ
0.1 1 10 100 1,000 10,000 & ,.D’\‘“ ,5(\“
N W

Stezenie hNudt16 (nM) o

Rys. Il. 93 Poréwnanie krzywych miareczkowan oraz wyznaczonych statych dysocjacji dla kompleksow
inhibitor-hNudt16

W dwdch przypadkach (analogi siarkowe) nie udato mi sie uzyskaé¢ satysfakcjonujgcego
plateau, jednakze bytem ograniczony iloscig biatka, a dalsze dodatki bardzo rozcienczatyby
zwigzek (Vaoa>200uL=>15%) i nalezatoby zatezy¢ biatko dla osiggniecia satysfakcjonujgcych
krzywych. Mimo ze metoda nie jest zoptymalizowana to, wykazatem, ze metode blokowania
mechanizmu TICT mozna wykorzysta¢ do monitorowania oddziatywania zaréwno do biatek
nie-enzymatycznych jak i enzymow, o ile zwigzki nie sg substratami dla enzymu. Analog z
grupg metylenowg 3a-3’ jest lepszym inhibitorem enzymu i dat réwniez najwiekszy przyrost po
wysyceniu (Fm/Fo = 2,7) Dla 7a-3’, najstabiej wigzanego zwigzku dobro¢ dopasowania jest
najstabsza a niepewnos¢ pomiaru najwieksza. Badanie miato na celu wykazanie uzytecznosci
metody do badania enzymow.

[1.11. Obrazowanie czaséw zycia fluorescencji w komérkach

Badania czaséw zycia fluorescencji, czasow dyfuzji (FCS) oraz obrazowanie FLIM
w komérkach HelLa wykonali dr inz. Karina Kwapiszewska, dr Tomasz Kalwarczyk oraz prof.
dr. hab. Robert Hotyst (zespdt Instytutu Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk).

Do badan w komodrkach wyselekcjonowatem koniugaty analogu TMGpppG z DMHBI i
HEMABI, 1a-2’ i 1c-2’ ze wzgledu na wysokie powinowactwo i dobre odpowiedzi sond oraz
koniugat z ACVJ w pozycji 3’ (1f-3’) ze wzgledu na to, ze wykazywat lepszg odpowiedZ od
izomeru 2’ oraz koniugaty fosfonianowe tych znacznikéw (16a, 16c, 16f) jako zwigzki
kontrolne. Fosfoniany-FMR sg dobrze rozpuszczalne w wodzie i sg bardzo stabo wigzane
przez snurportyne in vitro, Badania czasow zycia i obrazow metodg FLIM stanowig analize
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jakosciowag w celu odréznienia fluorescencji zwigzku badanego (1a-2’, 1¢-2’, 1d-3’) od auto-
fluorescencji komorki (rys. 1l. 103).

.

Autofiuorescence

R WO 0 O PO

Fluorescence lifetime, [ns]

Rys. Il. 94 Obrazowanie czasu zycia fluorescencji (FLIM) koniugatéw HEMABI, z TMG kapem (1c-2’)
i fosfonian 16c¢ (kontrola negatywna) w komérkach HelLa. Kolory przedstawiajg czas zycia fluorescencji
zgodnie ze skalg podang na dole. Surowe dane (Raw) sg przedstawione w gérnym panelu, a dane bez
tta (Bckg), funkcji odpowiedzi instrumentu (IRF) i autofluorescencji (auto) sg przedstawione w dolnym
panelu.

Komorki HeLa inkubowano ze zwigzkami (uptake) jak rowniez poddano procedurze Cell-IN
(wprowadzenie molekut do komoérek z wykorzystaniem szoku osmotycznego). Zbadano czasy
zycia fluorescencji koniugatéw w komorce przy spontanicznym przenikaniu do komorek,
jednak w wiekszosci przypadkdéw nie zaobserwowano diuzszych czaséw zycia fluorescencji
niz autofluorescencja komoérek (3,5 ns). Zwigzek kontrolny 16c¢ jest nieodrdznialny od auto-
fluorescencji, natomiast koniugat 1c-2’ wykazuje widoczng zmiane w kierunku diluzszych
czasOw zycia, co sugeruje wigzanie z biatkiem. Uzyskane dla nich obrazy struktur komor-
kowych sg bardzo zblizone do siebie. Poréwnano je z réznymi strukturami btonowymi w
komorkach (rys. Il. 104) i stwierdzono najwieksze podobienstwo wzgledem struktury retikulum
endoplazmatycznego (B), chociaz obrazy nie sg identyczne, co moze wynika¢ ze zmiennosci
populacyjnej komorek.

132



Rys. Il. 95 Poréwnanie obrazéw dla A. TMGpppGz-o-L1-omHsl (la-2’) oraz roéznych struktur btonowych
w komoérkach Hela: B. retikulum endoplazmatyczne, C. tubulina (cytoszkielet), D. aktyna (cytoszkielet)

[1.12. Badania wspétczynnikéw dyfuzji w komérkach HelLa

W przypadku koniugatéw DMHBI (1a-2’, 16a), zaréwno dla wolnych zwigzkow, jak i dla
zwigzkow z dodatkiem snurportyny, miarodajne krzywe FCS niezbedne do wyznaczenia
wspotczynnikow dyfuzji byly niemozliwe do zarejestrowania. Dla koniugatéw z HEMABI oraz
ACVJ otrzymano krzywe, kidére poddano analizie i wyznaczono $rednie wspoétczynniki dyfuzji
w cytoplazmie i w jadrze komérkowym (rys. II. 105).

Pomiary FCS poprzedzono kalibracjg, wyznaczono wielko$¢ ogniska konfokalnego we=210
nm, oraz wspotczynnik proporcji k= 6,2. Na podstawie danych z kalibracji oraz modelu lepko$ci
zaleznej od skali w cytoplazmie?” oraz jgdrze komorek HelLa?"® 29, obliczono przewidywane
wspotczynniki dyfuzji dla wolnych koniugatéw oraz dla snurportyny (i jej form oligomerycznych
w przyp. cytoplazmy) oraz zmierzono wspotczynniki dyfuzji dla wybranych koniugatow (rys. Il.
105).
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Rys. Il. 96 Wspodfczynniki dyfuzji w komoérkach HelLa dla wybranych koniugatow z HEMABI i ACVJ
w cytoplazmie i wewnatrz jgdra komdérkowego

Nie wykryto wolnych koniugatéw w cytoplazmie ani jgdrze komérkowym (rys. 1l. 105).
Widoczne byly jedynie czgsteczki, ktore zwigzaty sie ze skfadnikami wewnatrzkomoérkowymi.
Fosfoniany tych znacznikéw réwniez zwigzaty sie z pewnymi makromolekutami, przy czym ten
z HEMABI do wiekszych struktur niz z ACVJ dla ktérego nie mozna wykluczy¢ wigzania ze
snurportyng, chociaz wyniki sg niejednoznaczne. Sredni wspétczynnik dyfuzji dla dwéch TMG
kapowanych nukleotydow z FMR wykazaly, ze zostaty zwigzane zaréwno w cytoplazmie jak i
jadrze komorkowym oraz ze w obu przypadkach wigzanie w jgdrze komdérkowym mozna
utozsamic¢ z wigzaniem ze snurportyng (rys. Il. 105). W przypadku 1f-3’ podobny wsp. dyfuzji
zaobserwowano tez w cytoplazmie, natomiast dla koniugatu HEMABI (1c-2’) stwierdzono w
cytoplazmie znaczgco wiekszy wsp. dyfuzji, co oznacza jedynie tyle, ze utworzyt wiekszy
kompleks niz ze snurportyng. Nalezy zauwazy¢, ze wyzsze wsp. dyfuzji nie muszg oznaczac
braku zwigzania ze snurportyng, moze to by¢ kompleks wielobiatkowy.
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1l Czesc eksperymentalna

[1l.1. Rozpuszczalniki i reagenty wykorzystywane w syntezie

Jezeli nie zaznaczono inaczej, do syntez uzywatem komercyjnie dostepne rozpuszczalniki
i pozostate reagenty zostaty zakupione w Sigma Aldrich. Guanozyna, adenozyna, urydyna, sol
sodowa 5’-O-monofosforanu guanozyny zostaty zakupione w Sigma Aldrich. 5’-O-monofosfo-
ran 7-metyloguanozyny (m’GMP) i N2,2,7-trimetyloguanozyny (TMGMP) zostaty otrzymano
zgodnie z metodami opisanymi w literaturze 3

Korzystatem z nastepujgcych rozpuszczalnikow: MQ = woda dejonizowana, DMF = N,N-
dimetyloformamid, DMSO = sulfotlenek dimetylu, ACN = acetonitryl. DMF, DMSO i ACN
osuszatem nad sitami molekularnymi o $rednicy odpowiednio 4A, 4A i 3A. MQ otrzymywano
poprzez oczyszczanie wody w systemie TKA Pacific wykorzystujgcym odwrotng osmoze i
nastepczg dejonizacje. Bezwodng trietyloamine (TEA) oraz aceton otrzymywano stosujgc
destylacje prostg odpowiednio znad KOH i P,Os POCI; destylowano na krotko przed uzyciem
do reakcji. Bufory do HPLC sporzgdzatem z odczynnikéw czystosci HPLC firmy J.T. Baker.

[11.2. Techniki chromatograficzne

[11.2.1 Analityczna wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

Do analitycznej chromatografii HPLC wykorzystywatem aparat HPLC Agilent Technologies
1200 Series z detektorem UV (pomiary wykonywano przy 260 nm) i fluorescencyjnym umozli-
wiajgcym wykrycie zwigzkéw zawierajgcych 7-metyloguanozyne (wzbudzenie 260 nm, emisja
370 nm). Pomiary wykonywatem na kolumnie Supelcosil LC-18-T lub Gemini NX-C-18 HPLC
(5 um, 4,6 x 250 mm, przeptyw 1,3 mL/min) pracujgce w ukfadzie faz odwréconych (RP). Jako
eluenty stosowano nastepujgce bufory o czystosci HPLC: Bufor A — 0,05 M roztwér wodny
octanu amonu, pH =5,9; Bufor B - mieszanina buforu A i metanolu w stosunku objetosciowym
1:1. Elucje wykonywatem za pomoca liniowego gradientu buforu B (0 — 50 %) w buforze A w
czasie: a) 30 min. (standardowy), b) 15 min (mocny) lub ¢) 7.5 min (supermocny).

[11.2.2 Pétpreparatywna i preparatywna wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa (semi-prep/prepHPLC)

Do preparatywnego rozdziatu niewielkich ilosci zwigzkow, w tym regioizomerdéw, stosowano
aparat HPLC Agilent Technologies 1200 Series z detektorem UV (pomiary wykonywano przy
260 nm) i fluorescencyjnym umozliwiajgcym wykrycie zwigzkdw zawierajgcych 7-metylogua-
nozyne (wzbudzenie 260 nm, emisja 370 nm) z kolumng Discovery® RP Amide C-16 (25 cm
x 21,2 mm, 5 ym, przeptyw 5.0 ml/min). Do elucji uzywano nastepujgce bufory o czystosci
HPLC: Bufor A - 0.05 M roztwor wodny octanu amonu, pH = 5,9; Bufor B - mieszanina buforu
A i ACN w stosunku objetosciowym 7:3.
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[11.2.3 Chromatografia jonowymienna

[11.2.3.1 lzolacja produktow reakcji

Produkty reakcji izolowano za pomocg chromatografii jonowymiennej na anionicie DEAE -
Sephadex A-25, w formie HCOs". Po naniesieniu zwigzku kolumne przemywano wodg w celu
wyptukania kationéw metali i komplekséw EDTA. Elucje przeprowadzano stosujgc liniowy
gradient buforu TEAB. Bufor TEAB otrzymywano poprzez nasycenie gazowym CO; miesza-
niny 585 cm?® destylowanej trietyloaminy i 2,415 dm® do osiggniecia pH = 7,8 (4°C, 48 h).
Otrzymany w ten sposob bufor o stezeniu 1,2 M przechowywano w 4°C. Do chromatografii
uzywano rozcienczony bufor o odpowiednim stezeniu w zaleznosci do wypadkowego tadunku
anionu oddziatujgcego ze ztozem (orientacyjnie: monofosforany — 0.7 M TEAB, difosforany 1
M TEAB, trifosforany — 1.2 M TEAB, tetrafosforany 1,2 M TEAB). Bufor o pozgdanym stezeniu
otrzymywano przez rozcienczenie wyjsciowego buforu 1,2 M wodg MQ.

Frakcje zebrane w wyniku chromatografii analizowano spektrofotometrycznie przy 260 nm,
a nastepnie wybrane analizowano metodg HPLC. Potgczone frakcje zawierajgce pozadany
produkt odparowywano pod zmniejszonym cisnieniem kilkukrotnie dodajgc 50 ml porcje 96 %
etanolu lub bezwodnego etanolu w celu roztozenia buforu TEAB. Otrzymane w ten sposob
sole TEA nukleotydoéw suszytem w eksykatorze prézniowym nad P2Os.

llosci otrzymanych zwigzkdéw oznaczytem przy pomocy pomiaréw milijednostek optycznych
(mOD) w 260 nm obliczanych jako iloczyn wartosci absorbanciji i objetosci probki. Pomiary dla
mononukleotydow zawierajgcych N7-metyloguanozyne wykonywatem w 0,1 M buforze
fosforanowym o pH = 6 przyjmujgc wspdtczynnik ekstynkcji €260= 11 400 cmM™.
W pozostatych przypadkach pomiary wykonywatem w buforze fosforanowym o pH = 7.
Zastosowatem nastepujgce wspotczynniki ekstynkciji: dla mononukleotydéw guanozyny,
dimetyloguanozyny i trimetyloguanozyny: €260 = 12 080 cm*M?, dla pochodnych m’GpppG
€260 = 22 600 cm™M?, dla pochodnych TMGpppA: €260 = 28 900 cmM* (Wypijewska i wsp.
2010, FEBS) %' oraz TMGpppG: €260 = 26 100 cm*M* (Wypijewska i wsp. 2010, FEBS) %!.Dla
pochodnych TMGpppAUA zastosowatem obliczony narzedziem webowym: .
nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html (Kibbe WA. 'OligoCalc: an online oligonucleotide
properties calculator', (2007) Nucleic Acids Res, 35 (webserver issue: May 25) wsp. ekstynkcji
€260 = 46 000 cm*M2. Dla innych zwigzkdw wspotczynnik ekstynkcji podany zostat przy opisie
syntezy zwigzku. W przypadku niektérych koniugatéw z FMR wyznaczytem réwniez molowe
wspotczynniki ekstynkcji (tab. 16, 17).

111.2.3.2 Molowe wspoétczynniki ekstynkcji wybranych koniugatéw FMR

Ze wzgledu na to, ze niektére znaczniki absorbujg rowniez przy dtugosci fali 256 nm, co
odpowiada maksimum absorpcji formy nukleotydowej, nalezy uwzgledni¢ ich wptyw na
catkowitg absorpcje koniugatu. Wktad ten jest bardzo maty w przypadku koniugatéw z o-HBI i
DMHBI, jednak dla pozostatych FMR jest on znaczacy. Wyznaczytem molowe wspoétczynniki
ekstynkcji dla wybranych koniugatéow FMR (nukleotydowych i fosfonianowych) zgodnie z
ponizszg procedurg. Do badan wybratem jedynie kilka zwigzkéw, w ilosci od 0,2 do 2 mg
czystego, 3-krotnie liofilizowanego zwigzku. Wspodtczynniki ekstynkcji wyznaczytem metodg
regresji liniowej (wspotczynnik nachylenia prostej) oraz jako srednig arytmetyczng i zostaty
podsumowane w tabeli 19.
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Procedura wyznaczania:

Czystos¢ badanych zwigzkéw zostata potwierdzona metodg HPLC (>95%). Zwigzki do
pomiarow molowych wspoétczynnikow ekstynkcji trzykrotnie liofilizowatem z wody MQ,
odwazatem na wadze analitycznej (d = 0,1 mg) i rozpuszczatem w wodzie MQ. Przygotowy-
watem rdzne rozcienczenia prébki, aby uzyskaé co najmniej trzy punkty pomiarowe w zakresie
absorbancji okoto 0,1-1 au. Molowe wspotczynniki ekstynkcji wyznaczytem w 100 mM buforze
KH.PO4 pH 7,0. Wykreslitem zaleznos¢ absorbancji od stezenia analitu i dopasowatem zalez-
nosc liniowa. Dla kazdego zwigzku wykonatem 2-3 serie pomiarowe i wyniki usrednitem.

Tabela 16 Molowe wspofczynniki ekstynkcji (Mcm™) dla wybranych nukleotydowych koniugatéw z FMR

. Regresja liniowa Srednia arytmetyczna

Zwigzek
€255 €390 €455 €255 €390 €455

GpppG 17 300 - - 21 870 - -
GMP-2-0-L1-DMHBI (12a-2) | 14300 16 900 ; 13100 15 450 ;
GMP-3-O-L1-DMHBI (12a-3) | 16100 16 400 ; 16400 16 300 ;
GMP-2-0-L1-HEMABI (12¢-2") | 14 600 ; 29700 | 13900 ; 28 100
GMP-3-0-L1-HEMABI (12¢-3") | 16 100 ; 29800 | 15800 ; 26 500
(P Pe 3oL LD 25200 15900 . 26100 15000 .
(Tl'\ggf’)ppe'z"o"-l'HEMAB' 28 600 ; 29600 | 27300 ; 27 450
(Tl'\ggf’)ppe'?’"o"-l'HEMAB' 30 100 ; 28700 | 28000 ; 26 200

Tabela 17 Molowe wspotczynniki ekstynkcji (M*cm™) dla fosfonianéw FMR

_ Regresja liniowa Srednia arytmetyczna
Zwigzek
€255 €445 €450 €255 €445 €450
DMABI-L1-CH:-p (16€) 4 600 20 100 - 4 500 22 200 -
ACVJ-L1-CH:-p (16f) 8 300 - 38 700 8 100 - 37 100

Zaobserwowatem, ze izomery 2' z FMR miaty nizsze wspotczynniki ekstynkcji przy 256 nm
niz izomery 3', mimo ze wartosci dla dtugosci fali charakterystycznej dla FMR byly do siebie
zblizone. Wspotczynniki ekstynkcji przy 390 nm oraz 455 nm byly natomiast porownywalne z
wartosciami obserwowanymi dla analogéw GMP i TMGpppG. Fosfoniany ACVJ i DMABI
réwniez wykazujg absorpcje przy dtugosci fali 256 nm. Fosfonianowa pochodna DMABI (16€)
wykazuje maksimum absorpcji przy A = 445 nm, natomiast koniugat 1le-2’ z tym rotorem
absorbuje przy A = 460 nm. Fosfonian (16e) charakteryzuje sie molowym wspodtczynnikiem
ekstynkcji wynoszgcym 20,1 mM~'cm™. Z kolei koniugat TMGpppG z DMABI (1e-2’) przy
maksimum 460 nm wykazuje rownie intensywne pasmo jak przy A = 256 nm, z €460 ~28,6
mM~'cm™.
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Na podstawie tych badan, w szczegodlnosci analizy absorbancji réznych znacznikow
(fosfonianéw FMR: 16a-16f) przy dtugosci fali 255 nm, odpowiadajgcej maksimum absorpcji
nukleotydow, mogtem ustali¢ poprawione wspotczynniki molowe €255 dla koniugatow
nukleotyd-FMR, uwzgledniajgc rowniez absorpcje znacznika. Poprawione wspotczynniki (bez
rozroznienia ze wzgledu na izomerie) sg nastepujgce:

Koniugaty DMHBI, p-NHBI i o-HBI — bez zmian (marginalny wptyw znacznika),
TMGpppG-HEMABI: 27 500 M™" cm™,

TMGpppA-HEMABI: 29 500 M™" cm™,

m7GpppG-HEMABI: 24 000 M~ cm™,

GMP-HEMABI: 14 500 M~ cm™,

GpppG-2xHEMABI: 24 500 M~ cm™,

TMGpppG-ACVJ: 31 500 M™* cm™,

GMP-ACVJ: 21 500 M™" cm™,

TMGpppG-DMABI: 28 600 M~ cm™

Te wartosci odzwierciedlajg wptyw obecnoséci znacznika na absorpcje koniugatéw, co jest
kluczowe dla precyzyjnych pomiardw ich stezen w badaniach analitycznych.

111.2.3.3 Wymiana soli

Jezeli nie zaznaczono inaczej, sole trietyloamoniowe zwigzkéw dostepnych handlowo
w postaci soli sodowych otrzymywatem przepuszczajgc roztwdr wodny zwigzku przez kolumne
wypetniong kationitem Dowex Wx8, Mesh 50-100 w postaci soli TEAH". Zebrany eluat
odparowywatem pod zmniejszonym cisnieniem na wyparce obrotowej i suszylem w
eksykatorze nad P4Oqo.

[11.3. Jadrowy rezonans magnetyczny (NMR)

Widma *H NMR i P NMR zarejestrowano w 25 °C przy pomocy aparatu Varian UNITY -plus
przy 399.94 MHz (*H NMR) i 161.90 MHz (*P NMR). Dla widm *H NMR jako wzorca wew-
netrznego uzywano 2,2,3,3—tetradeutero—3—(trimetylosililo)propionianu sodu (TSP), a dla
widm 3P NMR stosowano wzorzec zewnetrzny 85% roztwor HsPOs w D,O. Przesuniecia
chemiczne podano w ppm, state sprzezenia w Hz. Prébki zostaty przygotowane przez
rozpuszczenie 2-10 mg zwigzku w 0,65 ml D,O lub DMSO-ds. Do analizy widm uzywano
programu MestreNova 12.02 (Mestrelab Research). W opisie podano: przesuniecie chemiczne
(® ppm), multipletowos¢ (s = singlet, bs = szeroki singlet, d = dublet, t = tryplet, q = kwartet, p
= kwintet, dd = dublet dubletéw, ddd = dublet dubletéw dubletéw, m = multiplet), state
sprzezenia (Hz)i integracje sygnatow. Dla wigkszej przejrzysto$ci w zapisie przesunieé
chemicznych i statych sprzezenia oddzielano czesSci dziesietne za pomocg kropki, a nie
przecinka.

[11.4. Spektrometria mas (MS)
Widma masowe (MS) o niskiej rozdzielczosci zarejestrowano na aparatach Micromass

QToF 1 MS i AB Sciex API 3200 z jonizacjg typu elektrosprej w trybie jonéw ujemnych dla
pochodnych nukleotydowych i koniugatéw oraz w trybie jonoéw dodatnich dla pochodnych
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FMR. Wysokoroz-dzielcze widma masowe (HRMS) zarejestrowano przy pomocy spektrometru
LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific).

[11.5. Zastosowanie mikrofal w syntezie

Reakcje wspomagane mikrofalowo przeprowadzitem z uzyciem jednomodowego aparatu
CEM Discover Microwave Synthetizer z generatorem mikrofal o czestosci 2,45 GHz. Reagenty
oraz magnetyczny element mieszajgcy umieszczano wewnatrz fiolki wykonanej z grubego
szkta z membrang. Reakcje z CDI przeprowadzatem przy nastepujgcych parametrach:
program ,dynamic power mode”- Pmax =5 Wi Tmax=50 £ 1 °C, t = 20 min. Reakcje deprotekc;ji
grup acetylowych z AcsDMGuo przeprowadzatem wg programu: Pmax =50 Wi Tnax=70 £ 1
°C, t = 8 min. Temperatura, ciSnienie i moc panujgca wewnagtrz naczynia z reakcjg byty
monitorowane za pomocg sensorow znajdujgcych sie w wyposazeniu aparatury.

[11.6. Syntezy chemiczne
11.6.1.1 5’-deoksy-5’-jodo-N? N*-dimetyloguanozyna (38),

8]

N N

H
7l
| <N NANI
k’@? |
OH OH

Do zawiesiny dimetyloguanozyny (25) (3 g, 9,64 mmol, 1 ekw.) w NMP (objetos¢ réwna
stezeniu nukleozydu 0,25 mol/l) dodatem 7,34 g jodu (28,9 mmol, 3 ekw.) i mieszatem w t. pok.
przez 5 min na mieszadle magnetycznym. Nastepnie dodatem 7,58 g (28,9 mmol, 3 ekw.)
trifenylofosfiny oraz 1,97 g imidazolu (28,9 mmol, 3 ekw.). Postep reakcji monitorowatem
metodg RP-HPLC. Po 24 godz. uzyskatem petng konwersje. Reakcje przeniostem ilosciowo
do mieszaniny DCM/MQ (3:1, v/v), odparowatem i otrzymatem surowy produkt, ktory
wykorzystatem do dalszych reakcji bez dodatkowego oczyszczania. Otrzymatem 3,5 g zanie-
czyszczonej imidazolem 5’-1-DMGuo (wyd. 86%). Rt = 15,23 min

H NMR (500 MHz, D;0) & [ppm] 8.47 (s, 1H, H8), 6.02 (d, J = 4.5 Hz, 1H, H1’), 5.05 (dd, J
=5.3,4.5Hz, 1H, H2"), 4.49 (t, J = 5.3 Hz, 1H, H3’), 4.15 (q, J = 5.3 Hz, 1H, H4’), 3.64 (dd, J
=11.2,4.9 Hz, 1H, H5’), 3.56 (dd, J = 11.2, 5.9 Hz, 1H, H5”), 3.20 (s, 6H, 2x N-CHs>)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 420,0174 dla C12H15INsO4 [M-H]- ; zmierzone 420,0178

[1.6.1.2 5°-deoksy-5’-jodo-N? N? N’-trimetyloguanozyna (31),
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Do zawiesiny 5’-deoksy-5-jodo-N?,N-dimetyloguanozyny (38) (3 g, 7,12 mmol, 1 ekw.)
w bezwodnym DMSO (50 ml) dodatem jodek metylu (8,09 mg, 56,9 mmol, 8 ekw.) i mieszatem
na mieszadle magnetycznym w t. pok. Postep reakcji monitorowatem metodg RP-HPLC. Po
uzyskaniu petnej konwersji nadmiar CHsl odparowatem pod zmniejszonym cidnieniem. Do
szklistej pozostatosci dodatem DCM (100 ml) i wytracit sie jasnozétty osad. Precypitat przefil-
trowatem pod zmniejszonym cisnieniem, przemytem 3x DCM (3x 20 ml) i wysuszytem znad
P4O10. Otrzymatem 2,64 g surowego produktu (wyd. 85%), zanieczyszczonego imidazolem,
ktéry wykorzystatem do dalszych reakcji bez dodatkowego oczyszczania. Rt = 13,43 min

'H NMR (500 MHz, D,0) 6 9.08 (s, 1H, H8), 6.07 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H1’), 5.03 (dd, J = 5.4,
3.8 Hz, 1H, H2"), 4.46 (t, J = 5.4 Hz, 1H, H3’), 4.19 (td, J = 5.8, 4.7 Hz, 1H, H4’), 4.13 (s, 3H,
m’), 3.66 (d, J = 7.0 Hz, 1H, H5’), 3.57 (dd, J = 11.3, 5.9 Hz, 1H, H5"), 3.23 (s, 6H, 2x N-CHy)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 434,0331 dla C13H17INsO4” [M-H]- ; zmierzone 434,0334

11.6.1.3 5’-monotiofosforan N?,N? N’-trimetyloguanozyny (32),
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Do zawiesiny 5’-deoksy-5'-jodo-N?,N2,N’-trimetyloguanozyny (0,5 g, 1,15 mmol, 1 ekw.) w
bezwodnym schtodzonym DMF (20 ml) dodatem tiofosforan trisodu (578 mg, 1,38 mmol, 1,2
ekw.) i trietyloamine (465 mg, 4,60 mmol, 4 ekw.). Reakcje prowadzitem w 5 °C przez 24 h
mieszajgc na mieszadle magnetycznym. Nastepnie mieszanine rozcienczytlem 50 ml MQ i
produkt oczyscitem stosujgc chromatografie jonowymienng na ztozu DEAE-Sephadex. Bufor
TEAB odparowatem, produkt trzykrotnie liofilzowatem z wody. Otrzymatem 0,150 g produktu
32 (4040 mOD, 0,354 mmol, wyd. 31%). Rt = 6,36 min

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d [ppm] 9.37 (s, 1H, H8), 5.81 (d, J = 4.7 Hz, 1H, H1’), 4.65
(t, J=4.7 Hz, 1H, H2’), 4.23 (t, J = 4.7 Hz, 1H, H3’), 4.14 —4.10 (m, 1H, H4’), 4.04 (s, 3H, m"),
3.05 (s, 6H, 2x N-CHs), 2.10 (s, 2H, H5’, H5”)

3P NMR (203 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 12.86 (s, 1P)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 420,0748 dla C13H19NsO7PS " [M-H]- ; zmierzone 420,0752

111.6.1.4 2’/3’-O-(propargilokarbamoilo)-5’-deoksy-5’-jodoguanozyna (44),
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Do zawiesiny 5’-1-Guanozyny (500 mg, 1,28 mmol) w DMSO (20 ml) dodatem 1,03 g CDI
(6,38 mmol, 5 ekw.). Mieszanine reakcyjng mieszatem na mieszadle magnetycznym w t. pok.
przez 1 godz., nastepnie nadmiar CDI zhydrolizowatem dodatkiem wody (230 yL), mieszatem
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15 minut, po czym dodatem 702 mg propargiloaminy (12,75 mmol, 10 ekw.). Cato$¢ mieszatem
w t. pok. Postep reakcji monitorowatem za pomocg RP-HPLC. Po 24 godz. Surowy produkt
wytrgcitem dodajgc 200 ml mieszaniny CH.CIl,/H,O. Biaty precypitat przemytem 3x CH.Cl; i
wysuszytem pod préznig znad P4O1o. Otrzymatem 548 mg (1,15 mmol, wyd. 90%, mieszanina
izomeréw 2’ i 3’). Rt = 15,58 min (izomer 3’) i 16,45 min (izomer 2’). Do charakterystyki NMR,
mate iloéci produktéw rozdzielitem i oczyscitem stosujgc analityczne HPLC z odwréconym
uktadem faz (g. mocny).

Izomer 2’ (96 mOD, Rt = 16,45 min)

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & [ppm] 7.91 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 7.86 (s, 1H), 6.27 (s, 1H),
5.15 (d, J = 14.9 Hz, 1H), 4.92 (dd, J = 5.6, 3.4 Hz, 1H), 4.79 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 4.11 (d, J =
5.7 Hz, 1H), 3.78 — 3.74 (m, 2H)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 473,0076 dla C14H19INeOs " [M-H]- ; zmierzone 473,0080

Izomer 3’ (129 mOD, Rt = 15,58 min)

H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & [ppm] 7.93 (s, 1H), 5.70 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.12 (dd, J =
5.4,2.1 Hz, 1H), 4.93 (dd, J=7.5, 5.4 Hz, 1H), 4.11 (td, J = 6.7, 2.2 Hz, 1H), 3.76 (d, J = 5.6
Hz, 1H).

HRMS (ESI-) obliczone m/z 473,0076 dla C14H19IN¢Os " [M-H]- ; zmierzone 473,0082

111.6.1.5 2’+3’-O-(propargilokarbamoilo)guanozyny 5’-monotiofosforan,
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Do zawiesiny 2'+3’-O-(N-(propargilokarbamoilo))-5-jodoguanozyny (500 mg, 1,06 mmol) w
schtodzonym DMF (10 ml) dodatem tiofosforan trisodu (530 mg, 1,27 mmol, 1,2 ekw.) i 730 pl
trietyloaminy (430 mg, 4,23 mmol, 4 ekw.). Reakcje prowadzitem w 5 °C przez 6 h, mieszajgc
na mieszadle magnetycznym. Nastepnie mieszanine rozcienczytem 50 ml wody MQ i produkt
oczyscitem stosujgc chromatografie jonowymienng na ziozu DEAE-Sephadex. Bufor TEAB
odparowatem, produkt trzykrotnie liofilzowatem z wody. Otrzymatem 234 mg (6186 mOD, 0,51
mmol, wyd. 64%). Rt = 6,44 min

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & [ppm] 7.99 (s, 1H), 7.96 (s, 1H), 5.91 (d, J = 6.2 Hz, 1H),
5.81 (d, J =3.8 Hz, 1H), 5.68 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 5.63 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.48 (t, J = 5.8 Hz,
1H), 5.35 (dd, J =5.6, 3.7 Hz, 1H), 5.24 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 5.13 (dd, J = 5.4, 2.2 Hz, 1H), 5.03
(dd,J=7.7,5.0 Hz, 1H), 4.87 (dd, J = 7.6, 5.5 Hz, 1H), 4.75 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 4.40 (dd, J =
5.3, 3.6 Hz, 1H), 4.19 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 4.05 (td, J = 6.2, 2.1 Hz, 1H), 3.93 (td, J = 6.1, 3.6
Hz, 1H), 3.13 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.09 (d, J = 2.4 Hz, 1H)

3P NMR (203 MHz, DMSO-d6) & [ppm] 12.09 (s, 1P), 11.72 (s, 1P)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 459,0493 dla C14H16NsOsPS " [M-H]- ; zmierzone 459,0500
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[11.6.2 Synteza azydkowych i propargilowych pochodnych mono-
i dinukleotydéw

111.6.2.1 Procedura ogélna C1 — synteza P-imidazolowych pochodnych nukleotydéw
z linkerem i grupg azydkowa lub propargilowa

P-imidazolowe pochodne nukleotyddw (za wyjagtkiem GMPS) zostaty otrzymane wg procedury
opisanej przez Warminski i wsp. 2%¢. Do roztworu odpowiedniego nukleotydu (ADP, GMP,
GDP, GpCHzp, TMGMP, 1 ekw.) w bezwodnym DMSO (suszonym nad sitami molek.) w 10
mL probéwce do reakcji mikrofalowej dodatem karbonylodiimidazol (CDI) (6 lub 10 ekw.) oraz
mieszadto magnetyczne. Reakcje prowadzitem wg programu dynamicznego z ustawieniami/
parametrami: Pmax = 5 W, Tmax = 50 £ 1 °C, 20 min. Po zakonczeniu reakcji i ochtodzeniu
mieszaniny dodatem wode MQ (6 lub 10 ekw.) w celu hydrolizy nadmiaru CDI, a po 15 min.
dodatem DBU (1 ekw.) i 2-azydoetyloamine lub propargiloamine (6 lub 10 ekw.). Reakcje
mieszatem w t. pok. przez 2 do 12 godzin. Reakcje z propargiloaming zachodzity w ciggu 2-3
godz. Progres reakcji monitorowatem metodg RP-HPLC. Po uzyskaniu petnej konwersiji,
pochodne imidazolowe wytrgcitem, stosujgc zimny aceton z dodatkiem NaClO, (6 lub 10
ekwiwalentow) lub, w przypadku pochodnych trimetyloguanozynowych, schiodzony acetonitryl
z LiClO,. Precypitat zostat odwirowany, zdekantowany i wysuszony pod prdznig przed
dalszymi reakcjami sprzegania.

111.6.2.2 2’+3’-0O-(N-(2-azydoetylo)karbamoilo)guanozyny 5’-difosforanu P-imidazolid
(40),
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Zwigzek otrzymatem zgodnie z procedurg ogdéing C1.

Do roztworu GDP (sél TEA*, 98 mg, 0,100 mmol, 1 ekw.) w bezwodnym DMSO (2 ml)
dodatem CDI (97 mg, 0,600 mmol, 6 ekw.). Mieszanine poddatem reakcji z uzyciem mikrofal
jak opisano w procedurze C1. Nastepnie dodatem 22 uL wody i mieszatem w t. pok. przez 15
min. Po tym czasie dodatem 2-azydoetyloamine (54 uL, 0,600 mmol, 6 ekw.) i DBU (15 pl,
0,100 mmol) i mieszatem w t. pok. Po 6 godz. uzyskatem petng konwersje i produkt wytrgcitem
w schtodzonym acetonie (40 ml) z NaClO4 (73 mg, 0,600 mmol, 6 ekw.). Otrzymatem 26 mg
(611 mOD, wyd. 51%) P-imidazolidu 40 (mieszanina izomerdw 2’ i 3’, s6l sodowa)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 604,0825 dla C16H20N11011P2 [M-H]- ; zmierzone 604,0831
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111.6.2.3 2’+3’-O-(N-(2-azydoetylo)karbamoilo)guanozyny 5’-metylenodifosforanu
P-imidazolid (41),

0
N
9] 9] NH
~ N-P__P-0 <N | N»;I\NH
Ny | |
= &4 ;0; .
NH4 O OH + 2’ izomer
N
o)\m/\»’ 3

Zwigzek otrzymatem zgodnie z procedurg ogolng C1.

Do roztworu GpCHap (sél TEA®, 98 mg, 0,100 mmol, 1 ekw.) w bezwodnym DMSO (2 ml)
dodatem CDI (97 mg, 0,600 mmol, 6 ekw.). Mieszanine poddatem reakcji z uzyciem mikrofal
jak opisano w procedurze C1. Nastepnie dodatem 22 uL wody i mieszatem w t. pok. przez 15
min. Po tym czasie dodatem 2-azydoetyloamine (54 uL, 0,600 mmol, 6 ekw.) i DBU (15 pl,
0,100 mmol) i mieszatem w t. pok. Po 6 godz. uzyskatem petng konwersje i produkt wytrgcitem
w schtodzonym acetonie (40 ml) z NaClO4 (73 mg, 0,600 mmol, 6 ekw.). Otrzymatem 40 mg
(960 mOD, wyd. 80%) P-imidazolidu 41 (mieszanina izomeréw 2’ i 3’, sél sodowa)

HRMS (ESI-) obliczone dla produktu hydrolizy P-Imidazolidu: m/z 552,0763 dla
C14H20N9O11P2 [M-H]- ; zmierzone 552,0769

111.6.2.4 2’+3’-O-(N-(2-azydoetylo)karbamoilo)adenozyny 5’-difosforanu P-imidazolid

(42),

NHy
N
hbodo. (LS
{ N—ﬂ%—o—%—a N7

=~ 5 4 ;D;

NH,4' o Oy + 2’ izomer

O)\N/\,Na

Zwigzek otrzymatem zgodnie z procedurg ogoing C1.

Do roztworu ADP (sél TEA", 200 mg, 0,274 mmol, 1 ekw.) w bezwodnym DMSO (5 ml)
dodatem CDI (222 mg, 1,37 mmol, 5 ekw.). Mieszanine poddatem reakcji z uzyciem mikrofal
jak opisano w procedurze C1. Nastepnie dodatem 49 yL wody i mieszatem w t. pok. przez 15
min. Po tym czasie dodatem 2-azydoetyloamine (246 uL, 2,73 mmol, 10 ekw.) i DBU (41 ul,
0,274 mmol) i mieszatem w t. pok. Po 24 godz. uzyskatem peing konwersje i produkt
wytrgcitem w schtodzonym acetonie (50 ml) z NaClO,s (335 mg, 2,73 mmol, 10 ekw.).
Otrzymatem 91 mg P-imidazolidu 42 (0,137 mmol, wyd. 52%, mieszanina izomeréw 2’ i 3’, sol
sodowa).

HRMS (ESI-) obliczone m/z 588,0875 dla C16H20N11010P2" [M-H]- ; zmierzone 588,0881
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111.6.2.5 2’+3’-0-(N-(2-azydoetylo)karbamoilo)-N?N? N’-trimetyloguanozyny  5’-mono-

fosforanu P-imidazolid (43),
o
-_— O 4 MN
= n-P-o <N | NJ\N/
' 0
o] |

N=/ ]
NH," on 12 izomer

O

O)\N/\‘*’ Na
H

Zwigzek otrzymatem zgodnie z procedurg ogolng C1.

Do roztworu TMGMP (sél TEA™", 25 mg, 0,052 mmol, 1 ekw.) w bezwodnym DMSO (1 ml)
dodatem CDI (51 mg, 0,31 mmol, 6 ekw.). Mieszanine poddatem reakcji z uzyciem mikrofal jak
opisano w procedurze C1. Nastepnie dodatem 14 pL wody i mieszatem w t. pok. przez 15 min.
Po tym czasie dodatem 2-azydoetyloamine (20 uL, 0,31 mmol, 6 ekw.) i DBU (20 pl, 0,052
mmol, 1 ekw.) i mieszatem w t. pok. Po 6 godz. uzyskatem peing konwersje i produkt
wytrgcitem w schtodzonym acetonitrylu (40 ml) z LiClIO4 (33 mg, 0,31 mmol, 6 ekw.).
Otrzymatem 19 mg (387 mOD, wyd. 62%) P-imidazolidu 43 (mieszanina izomeréw 2’ i 3’, sél
sodowa)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 566,1631 dla C19H25N110sP " [M-H]- ; zmierzone 566,1633

111.6.2.6 2’+3’-O-(N-(propargilokarbamoilo)guanozyny 5’-monotiofosforanu P-imidazolid
(37),

0
N

(o) ; NH
Iz,_d\ s < | P
NN E_SW o N N7 NH,
NH,* O OH
OA\NH + 2’ izomer

~

Zwigzek otrzymatem wg procedury Mukaiyama-Hashimoto * 4. Do roztworu 2'+3’-O-(N-
(propargilokarbamoilo)-guanozyny 5’-monofosforan (sél TEA*, 1 g, 1,51 mmol) w bezwod-nym
DMF (10 ml) dodatem 1,03 g imidazolu (15,09 mmol, 10 ekw.), 997,3 mg 2,2’-ditiopirydyny
(DTDP) (4,53 mmol, 3 ekw.) i mieszatem na mieszadle magnetycznym. Po 15 min. dodatem
630 pL trietyloaminy (4,53 mmol, 458 mg, 3 ekw.) i 1,19 g trifenylofosfiny (PPhs) (4,53 mmol,
3 ekw.). Mieszanine mieszatem 24 h w t. pok. Po tym czasie dodatem bezwodny NaClO, (1,84
g) i wytrgcitem produkt w za pomocg schtodzonego acetonu (100 ml). Osad zwirowatem,
zdekan-towatem, wysuszytem nad P4Oi0. Otrzymatem 914 mg produktu (wyd. 87%, sol
sodowa, mieszanina izomerow 2’ i 3’). Rt = 9,65 min (izomer 2’) i 10,58 min (izomer 3’)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 509,0762 dla C17H1sNgO7PS “[M-H]- ; zmierzone 509,0764
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111.6.2.7 Procedura ogdélna C2 — synteza pochodnych nukleotydéw z linkerem i grupa
azydkowa lub propargilowa

Aby uzyska¢ mononukleotydowe pochodne z wolng grupg 5’-hydroksylowa, najpierw przygo-
towatem ich P-imidazolidy zgodnie z procedurg ogdlng C1, nastepnie przeprowadzitem
hydrolize za pomocg HCI obnizajgc pH reakcji do pH 1 i mieszajgc przez 30 minut w t. pok.
Produkt (sél trietyloamoniowa) oczyscitem na kolumnie DEAE-Sephadex. Nastepnie ponownie
oczyscitem na semipreparatywnej kolumnie C18 otrzymujgc czysty produkt (lub izomer 2’ lub
3 w przypadku modyfikacji na rybozie) w postaci soli amonowej. Zwigzki te postuzyty jako
substraty do reakcji cykloaddycji azydku do alkinu z réznymi fluoroforami FMR do badanh ze
snurportynag.

111.6.2.8 2’/3’-O(-N-(2-azydoetylo)karbamoilo)guanozyny 5’-monofosforan (12-2’/3’),

0
N
9] NH
0-P-0 </Nf>\
N NH
& 0 :
NH" O o

M .
O%\H"ﬁ\/ * lub 3 izomer

Zwigzek 12-2’ i 12-3’ otrzymatem wg procedury ogdinej C2.

Do roztworu GMP (sél TEA*, 500 mg, 0,88 mmol, 1 ekw.) w bezwodnym DMSO (3 ml)
dodatem CDI (855 mg, 5,28 mmol, 6 ekw.). Mieszanine poddatem reakcji z uzyciem mikrofal
jak opisano w procedurze C1. Nastepnie dodatem 240 uL wody i mieszatem w t. pok. przez 15
min. Po tym czasie dodatem 2-azydoetyloamine (790 uL, 8,80 mmol, 10 ekw.) i DBU (130 pl,
0,88 mmol) i mieszatem w t. pok. Reakcje kontrolowatem za pomocg RP-HPLC i po uzyskaniu
petnej konwersji do produktu, dodatem aq HCI do uzyskania pH 1,0 i dalej mieszatem w t. pok.
przez 30 min. Roztwor zobojetnitem wodoroweglanem sodu do pH ~7, produkt oczyscitem za
pomocg chromato-grafii jonowymiennej, a nastepnie izomery rozdzielitem stosujac
semipreparatywne RP-HPLC. Otrzymatem 96,0 mg (0,202 mmol, wyd. 23%) zwigzku 12-2’
oraz 210,1 mg (0,442 mmol, wyd. 50%) zwigzku 12-3’ (s6l amonowa).

Izomer 2’ (2440 mOD, Rt = 8,78 min)

H NMR (500 MHz, D20) & [ppm] 8.28 (s, 1H, H8), 6.12 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H1’), 5.56 (t, J =
5.2 Hz, 1H, H2), 4.68 (t, J = 5.2 Hz, 1H, H3’), 4.41 — 4.36 (m, 1H, H4’), 4.20 (ddd, J = 11.7,
4.8,2.9Hz, 1H, H5’), 4.14 (ddd, J=11.7, 5.5, 3.6 Hz, 1H, H5"), 3.39 — 3.24 (m, 4H, CH2CH:N5)

3P NMR (202 MHz, D;0) & [ppm] 0.31 — 0.16 (m, 1P)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 474,0892 dla C13H17NgOgP “[M-H]- ; zmierzone 474,0892

Izomer 3’ (6343 mOD, Rt = 7,90 min)

H NMR (500 MHz, D,0) & [ppm] 8.29 (s, 1H, H8), 5.99 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H1’), 5.32 (dd, J
=5.4,2.6 Hz, 1H, H3’), 4.96 (dd, J = 6.9, 5.4 Hz, 1H, H2’), 4.52 — 4.49 (m, 1H, H4’), 4.14 (dd,
J=5.2,3.0 Hz, 2H, H5’, H5”), 3.49 — 3.43 (m, 2H, CH2CH2N3), 3.42 — 3.37 (m, 2H, CH>CHN3)

3P NMR (202 MHz, D20) & [ppm] 0.27 — 0.00 (m, 1P)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 474,0892 dla Ci13H17NgOgP " [M-H]- ; zmierzone 474,0898
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111.6.2.9 2’/+3’-O(-N-propargilokarbamoilo)guanozyny 5’-monofosforan (13-2’/3’),

0
N
NH
of AL A
0-F-0 N" N7 NH,
o) ;0;
NHa™ on o

O}\H/\%\ lub 3’ izomer

Zwigzek 13-2’ i 13-3’ otrzymatem wg procedury ogdinej C2.

Do roztworu GMP (sél TEA*, 500 mg, 0,88 mmol, 1 ekw.) w bezwodnym DMSO (3 ml)
dodatem CDI (855 mg, 5,28 mmol, 6 ekw.). Mieszanine poddatem reakcji z uzyciem mikrofal
jak opisano w procedurze C1. Nastepnie dodatem 240 uL wody i mieszatem w t. pok. przez 15
min. Po tym czasie dodatem propargiloamine (500 uL, 8,80 mmol, 10 ekw.) i DBU (130 pl, 0,88
mmol) i mieszatem w t. pok. Po uzyskaniu petnej konwersji, dodatem HCI do uzyskania pH 1,0
i dalej mieszatem w t. pok. przez 30 min po czym zobojetnitem (pH ~7) za pomocg NaHCO:s.
Produkt oczyscitem za pomocg chromatografii jonowymiennej, a nastepnie izomery
rozdzielitem stosujgc semipreparatywne RP-HPLC. Otrzymatem 32,71 mg (0,073 mmol, wyd.
8%) zwigzku 13-2’ oraz 82,55 mg (0,186 mmol, wyd. 21%) zwigzku 13-3’ (s6l amonowa).

Izomer 2’ (890 mOD, Rt = 7,67 min)

H NMR (500 MHz, D,0) & [ppm] 8.21 (s, 1H, H8), 6.12 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H1’), 5.55 (t, J =
5.1 Hz, 1H, H2), 4.70 (t, J = 5.1 Hz, 1H, H3’), 4.41 — 4.35 (m, 1H, H4’), 4.21 (ddd, J = 11.7,
4.8, 2.9 Hz, 1H, H5’), 4.15 (ddd, J = 11.7, 5.6, 3.7 Hz, 1H, H5”), 3.87 (t, J = 2.5 Hz, 2H, N-
CH.CCH), 2.58 (t, J = 2.5 Hz, 1H, N-CH,CCH)

3P NMR (202 MHz, D2;0) & [ppm] 0.25 (s, 1P)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 443,0722 dla C14H16NsOgP “[M-H]- ; zmierzone 443,0727

Izomer 3’ (2246 mOD, Rt = 8,00 min)

H NMR (500 MHz, D;0) & [ppm] 8.24 (s, 1H, H8), 5.98 (d, J = 7.1 Hz, 1H, H1’), 5.35 (dd, J
=5.6,2.5Hz, 1H, H3’), 4.97 (t, J =6.0 Hz, 1H, H2’), 4.58 — 4.48 (m, 1H, H4’), 4.15 (dt, J = 5.4,
2.9 Hz, 2H, H5', H5”), 3.97 (s, 2H, N-CH.CCH), 2.65 (s, 1H, N-CH.CCH)

3P NMR (202 MHz, D20) & [ppm] 0.15 (s, 1P)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 443,0722 dla C14H16NsOgP “[M-H]- ; zmierzone 443,0727

146



[11.6.3 Synteza dinukleotydowych modyfikowanych pochodnych
TMG kapu bez grupy propargilowej lub azydkowej

11.6.3.1 P1-(5’-tio-N% N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(guanozyn-5’-ylo) trifosforan
(19),

0] )
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N* N
HN NH
N ):Jm; 0 s—g—o—g-o—g—o < f:\
N e 6 6 Loy N
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Do zawiesiny TMGMPS (32) (s6l TEA+, 25 mg, 64 umol, 1 ekw.) w bezwodnym DMF
(1 ml) dodatem GDP-Im (33) (sél sodowa, 49,5 mg, 95 pmol, 1,5 ekw.) oraz bezwodny ZnCl>
(86 mg, 640 pmol, 10 ekw.). Reakcje prowadzitem 24 godziny wytrzgsajgc na vortexie. Po
uzyskaniu catkowitej konwersji reakcje zakonczytem dodajgc Na,EDTA (23,8 mg, 640 ymol,
10 ekw.) w celu zdysocjowania kompleksu nukleotyd-cynk. Produkt oczyscitem za pomocg
chromatografii jonowymiennej, a nastepnie stosujgc semipreparatywne RP-HPLC. Po
kilkukrotnej liofilizacji otrzymatem 12,51 mg zwigzku 19 (386 mOD, 14,8 ymol, wyd. 53%, sol
amonowa). Rt = 5,56 min

'H NMR (500 MHz, D;0) & [ppm] 8.95 (s, 1H, H8twc), 8.03 (s, 1H, H8g), 5.88 (d, J = 4.3
Hz, 1H, H1’tmg), 5.76 (d, J = 5.9 Hz, 1H, H1,’6), 4.66 (t, J = 4.7 Hz, 1H, H2'tmg), 4.61 (t, J = 5.6
Hz, 1H, H2’G), 4.44 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H3’¢), 4.40 (q, J = 5.7 Hz, 1H, H4'tvmc), 4.38 — 4.32 (m,
3H, H3'tme, H4's, H5'G), 4.25 (dt, J =12.7, 6.5 Hz, 1H, H5"G), 4.06 (s, 3H, m’G), 3.32 (dd, J =
12.2, 6.2 HZ, 2H, H5’TMG, H5”TMG). 3.16 (S, 6H, 2X N-CH3)

3P NMR (203 MHz, D,0) & [ppm] 7.46 (d, J = 28.3 Hz, 1P, P), -11.62 (d, J = 18.8 Hz, 1P,
Pq), -23.95 (dd, J = 27.5, 18.8 Hz, 1P, Pg)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 845,0886 dla C23H32N10017P3S™ [M-H]- ; zmierzone 845,0903

111.6.3.2 P1-(N?N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(5’-tioguanozyn-5’-ylo)  trifosforan
(20),
0 0
Nf' N
HN NH
S 0O 0 O ¢

| |
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| @000;0:
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HO~ OH  NHS NHS  on OH

Do zawiesiny GDPS (39) (s6l TEA*, 31,8 mg, 41 umol, 1 ekw.) w bezwodnym DMF (1 ml)
dodatem TMGMP-Im (29) (s6l sodowa, 20 mg, 41 pmol, 1 ekw.) oraz bezwodny ZnCl, (57 mg,
410 pmol, 10 ekw.). Reakcje prowadzitem 24 godziny wytrzgsajgc na vortexie. Po uzyskaniu
catkowitej konwersji reakcje zakonczytem dodajgc NaEDTA (15,3 mg, 410 ymol, 10 ekw.) w
celu zdysocjowania kompleksu nukleotyd-cynk. Produkt oczy$citem za pomoca chromatografii
jonowymiennej, a nastepnie stosujgc semipreparatywne RP-HPLC. Po kilkukrotnej liofilizaciji
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otrzymatem 6,39 mg zwigzku 20 (197 mOD, 7,55 ymol, wyd. 18%, sél amonowa). Rt = 6,35
min.

'H NMR (500 MHz, D20) & [ppm] 9.06 (s, 1H, H8twc), 7.90 (s, 1H, H8g), 5.93 (d, J = 3.4
Hz, 1H, H1’tve), 5.71 (d, J = 6.5 Hz, 1H, H1’g), 4.66 (dd, J = 6.5, 5.1 Hz, 1H, H2’G), 4.59 (dd,
J =438, 3.4 Hz, 1H, H2'1vg), 4.46 — 4.41 (m, 2H, H3’tmg, H4'tme, H3'6), 4.40 (dd, J = 6.0, 2.9
Hz, 2H, H4’G, H5'tvg), 4.28 (ddd, J = 11.8, 6.0, 2.2 Hz, 1H, H5"1vg), 4.08 (s, 3H, m’), 3.32
(ddd, J =28.3, 13.8, 6.4 Hz, 2H, H5'G, H5"¢), 3.17 (s, 6H, 2x N-CHz)

3P NMR (203 MHz, D,0) & [ppm] 7.65 (d, J = 27.3 Hz, 1P, Py), -11.62 (d, J = 19.5 Hz, 1P,
Py), -23.84 (dd, J = 27.3, 19.5 Hz, 1P, Pg).

HRMS (ESI-) obliczone m/z 845,0886 dla C23H32N10017P3S™ [M-H]- ; zmierzone 845,0896

111.6.3.3 Procedura ogdlna D — synteza dinukleotydowych pochodnych TMG lub MMG
kapu zawierajacych linker z grupg azydkowa lub propargilowa

P-imidazolidy (sél sodowa Im-GDP-linker-N3 (40), Im-GpCH:p-linker-Nz (41), Im-ADP-linker-N3
(42), Im-GMPS-linker-Nz (37), Imn-TMGMP-linker-Nz (29), mieszanina izomeréw 2’ i 3’, lub Im-
TMGDP (35)) poddatem reakcji sprzegania z odpowiednimi mono- lub difosforanami (sol
trietyloamoniowa TMGMP (27), TMGDP (30), TMGMPS (32), m’GMP, m’GMPS lub GDP)
w bezwodnym DMF (1 mL na 40 mg nukleotydu) w obecnosci suszonego ZnCl, (10 ekw.).
Mieszanine wytrzgsatem energicznie za pomocg wytrzgsarki typu Vortex az do catkowitego
rozpuszczenia substratéw i w czasie reakcji, w t. pok. Postep reakcji sprawdzatem metodg
HPLC. Po catkowitym przereago-waniu imidazolowego substratu (24-48h), zakonczytem
reakcje dodajac Na;EDTA (1 ekw.) oraz staty NaHCO3; (1 ekw.), doprowadzajgc mieszanine
do pH 6. Produkt (sél trietyloamoniowa) oczyscitem na kolumnie jonowymiennej DEAE-
Sephadex. Nastepnie ponownie oczyscitem na semipreparatywnej kolumnie C-16 otrzymujac
czysty produkt w postaci soli amonowej (izomer 2’ lub 3’ w przypadku modyfikacji na rybozie)

11.6.3.4 P1-(N%,N2N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’/3’-O-(N-(2-azydoetylo)karba-
moilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (1-2’/3’),

H OH  NH4" NH4' OH O
lub 3’ izomer
O%\H/A\/NB

Zwigzki 1-2’ oraz 1-3’ otrzymatem wg procedury ogolnej D.

Do zawiesiny zawierajgcej Im-GDP-linker-Ns (40) (s6l sodowa, 247,4 mg, 0,39 mmol, 1
ekw., mieszanina izomeréw 2’ i 3’) oraz TMGMP (27) (sél TEA+, 200 mg, 0,33 mmol) w bez-
wodnym DMF dodatem suszony ZnCl, (532 mg, 3,9 mmol, 10 ekw.). Reakcje prowadzitem 24
h za pomoca wytrzgsarki typu Vortex. Produkt oczyscitem za pomoca chromatografii
jonowymiennej, a nastepnie izomery rozdzielitem stosujgc semipreparatywne RP-HPLC.
Otrzymatem 91,5 mg (0,097 mmol, wyd. 29%) zwigzku 1-2’ oraz 95,1 mg (0,101 mmol, wyd.
31%) zwigzku 1-3’ (s6l amonowa).
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Izomer 2’ (2534 mOD; Rt = 9,11 min)

'H NMR (500 MHz, D,0) & [ppm] 8,96* (s, 1H, H8twmg), 7,87 (s, 1H, H8g), 5,91 (d, J = 3,7
Hz, 1H, H1'tme), 5,86 (d, J = 4,7 Hz, 1H, H1g), 5,31 (t, J = 5,2 Hz, 1H, H2' ), 4,60 (t, J = 5,6
Hz, 1H, H3'c), 4,55 (t, J = 4,0 Hz, 1H, H2'tme), 4,44 — 4,32 (m, 5H, H3’ tme, H4'tve, HS 1w,
H4’c, H5'c), 4,26 (dd, J = 10,9, 6,2 Hz, 2H, H5"1ve, H5”c), 4,07 (s, 3H, m’), 3,37 — 3,22 (m,
4H, CH2CH:2N3), 3,16 (s, 6H, 2x N-CHs) * - powolna wymiana w D-0.

31p NMR (203 MHz, D20, 25 °C, wz. zewn. H3PO4) & [ppm] -11,40 —-11,79 (m, 2P, P4, Py),
-23,18 (t, J = 19,3 Hz, 1P, Pp).

HRMS (ESI-) obliczone m/z 941,1500 dla C2sH3sN14019P3" [M-H]- ; zmierzone 941,1509

Izomer 3’ (2632 mOD; Rt = 9,14 min)

'H NMR (400 MHz, D;0) & [ppm] 7,95 (s, 1H, H8g), 5,92 (d, J = 3,6 Hz, 1H, H1'tmg), 5,76
(d,J=6,9 Hz, 1H, H1'c), 5,25 (t, J = 3,6 Hz, 1H, H3'c), 4,75 (M, 1H, H2's, natoZony z sygnatem
od rozpuszczalnika), 4,57-4,54 (m, 1H, H2'twe), 4,47 (m, 1H, H4'¢), 4,42-4,36 (m, 3H, H3'tumg,
H4'tme, H5'G), 4,30-4,22 (m, 3H, H5'tve, H5"g, H5"tma), 4,04 (s, 3H, m’), 3,46-3,41 (m, 2H,
CH2CH2N3), 3,39 — 3,34 (m, 2H, CH>CH:N3), 3,16 (s, 6H, 2x N-CH3).

31p NMR (162 MHz, D20, 25 °C, wz. zewn. H3PQO4) & [ppm] -11,54 (t, J = 17,9 Hz, 2P, Py,
P,), -23,13 (m, 1P, Pg).

HRMS (ESI-) obliczone m/z 941,1500 dla C2sH3sN14019P3" [M-H]- ; zmierzone 941,1507

11.6.3.5 P1-(5°-tio-N? N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’/3’-O-(N-(2-azydoetylo)-
karbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (2-2'/3’),

NAV,N; lub 3’ izomer
H

Zwigzki 2-2’ oraz 2-3’ otrzymatem wg procedury ogolnej D.

Do zawiesiny zawierajgcej Im-GDP-linker-N3 (40) (s6l sodowa, 120,5 mg, 0,19 mmol, 1
ekw., mieszanina izomerow 2’ i 3’) oraz TMGMPS (32) (s6l TEA+, 100 mg, 0,16 mmol) w
bezwodnym DMF dodatem suszony ZnCl, (259,0 mg, 1,9 mmol, 10 ekw.). Reakcje
prowadzitem 24 h za pomocg wytrzgsarki typu Vortex. Produkt oczyscitem za pomocag
chromatografii jonowymiennej,a nastepnie izomery rozdzielitem stosujgc semipreparatywne
RP-HPLC. Otrzymatem 20,8 mg (0,022 mmol, wyd. 14%) zwigzku 2-2’ oraz 24,2 mg (0,025
mmol, wyd. 16%) zwigzku 2-3’ (s6l amonowa).

Izomer 2’ (567 mOD; Rt = 8,17 min)

'H NMR (500 MHz, D20) & [ppm] 8.97 (s, 1H, H8 tmc), 8.11 (s, 1H, H8g), 5.93 — 5.87 (m,
2H, H1'tme, H1'6), 5.38 (t, J = 4.9 Hz, 1H, H2'G), 4.67-4.60 (m, 2H, H2'tvg, H3'c), 4.47 — 4.33
(m, 5H, H3'rwe, H4'tme, H4'6, H5'G), 4.28 (dt, J = 12.3, 6.4 Hz, 1H, H5"G), 4.07 (s, 3H, m’), 3.38
-3.30 (m, 5H, H51TMG, H5”TMG, CHzCHzNg), 3.16 (S, 6H, 2X N-CHg)

31p NMR (203 MHz, D0, 25 °C, wz. zewn. H3PO4) & [ppm] 7.46 (d, J = 27.5 Hz, 1P, P,), -
11.65 (d, J =18.9 Hz, 1P, Py), -23.93 (dd, J = 27.5, 18.9 Hz, 1P, Pp)
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HRMS (ESI-) obliczone m/z 957,1271 dla CzsH3sN14018P3S™ [M-H]- ; zmierzone 957,1292

Izomer 3’ (660 mOD; Rt = 8,19 min)
'H NMR (500 MHz, D,0) & [ppm] 8.97 (s, 1H, H8twma), 8.26 (s, 1H, H8g), 5.89 (d, J = 4.3 Hz,
1H, H1'twmg), 5.83 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H1’g), 5.28 — 5.23 (m, 1H, H3'¢), 4.83 (d, J = 6.1 Hz, 1H,
H2’c, natozony z sygnatem od rozpuszczalnika), 4.68 (t, J = 4.7 Hz, 1H, H2'tmg), 4.55 — 4.51
(m, 1H, H4’¢), 4.40 (g, J = 5.8 Hz, 1H, H4’tvc), 4.36 (t, J = 7.6, 5.2 Hz, 2H, H3'tme, HS'G), 4.27
(dt, J =11.6, 5.8 Hz, 1H, H5"c), 4.07 (s, 3H, m’), 3.45 (t, J = 5.5 Hz, 2H, CH>CH:N3), 3.38 (t,
J =5.5 Hz, 2H, CH>CH2N3), 3.31 (dt, J = 12.0, 5.8 Hz, 2H, H5'tme, H5”tma), 3.16 (S, 6H, 2Xx N-
CHg).
3P NMR (203 MHz, D0, 25 °C, wz. zewn. HzPO.) d [ppm] 7.49 (d, J = 27.2 Hz, 1P, P,), -
11.68 (d, J = 18.7 Hz, 1P, Py), -23.90 (dd, J = 27.2, 18.7 Hz, 1P, Pj)
HRMS (ES|-) obliczone m/z 957,1271 dla C26H36N14018P38' [M-H]- ; zmierzone 957,1287

11.6.3.6  P1-(N%,N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’/3’-O-(N-(2-azydoetylo)-
karbamoilo)guanozyn-5’-ylo) 2,3-metylenotrifosforan (3-2’/3’),

@]
N
0 v NH
% N
O O
HO © OH CNHy

NH4  NHy OH O

E})\N/\-’ N3 |ub 3’ izomer
H

Zwigzki 3-2’ oraz 3-3’ otrzymatem wg procedury ogdlnej D.

Do zawiesiny zawierajgcej Im-GpCHap-linker-Ns (41) (s6l sodowa, 23,5 mg, 0,046 mmol,
1 ekw., mieszanina izomeréw 2’ i 3’) oraz TMGMP (27) (s6l TEA+, 26 mg, 0,041 mmol) w bez-
wodnym DMF dodatem suszony ZnCl; (62,7 mg, 0,46 mmol, 10 ekw.). Reakcje prowadzitem
24 h, wytrzgsajac za pomocg wytrzasarki typu Vortex. Produkt oczyscitem za pomocg
chromatografii jonowymiennej, a nastepnie izomery rozdzielitem stosujgc semipreparatywne
RP-HPLC. Otrzymatem 1,87 mg (0,0020 mmol, wyd. 22%) zwigzku 3-2’ oraz 2,31 mg (0,0025
mmol, wyd. 27%) zwigzku 3-3’ (sl amonowa).

Izomer 2’ (52 mOD, Rt = 9,35 min)

'H NMR (400 MHz, D20) d [ppm] 8.02 (s, 1H, H8), 5.97 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H1'rvc), 5.79 (d,
J = 6.9 Hz, 1H, H1'G), 5.27-5.25 (m, 1H, H3'¢), 4.86 (m, 1H, H2'c, natozony z sygnatem od
rozpuszczalnika), 4.60 (t, J = 4.0 Hz, 1H, H2' tve), 4.47 (s, 1H, H4'c), 4.41 (t, J = 5.2 Hz, 1H,
H3' tme), 4.39-4.34 (m, 1H, H4' tmg), 4.29 — 4.15 (m, 4H, H5' tme, H5'c, H5" tme, H5"6), 4.06 (s,
3H, m’), 3.45 (d, J = 5.5 Hz, 2H, CH2CH2Ng), 3.39 (t, J = 5.5 Hz, 2H, CH2CH:N3), 3.18 (s, 6H,
2x N-CH3), 2.39 (dt, J = 20.2 Hz, 2H, P-CH-P)

3P NMR (202 MHz, D;0) & [ppm] 17.02 (d, J = 8.0 Hz, 1P, Pg), 7.76 — 7.26 (m, 1P, P,), -
11.21 (d, J =26.1 Hz, 1P, Py).

HRMS (ESI-) obliczone m/z 939,1707 dla C27H3sN14018P3" [M-H]- ; zmierzone 939,1724

Izomer 3’ (64 mOD, Rt = 9,37 min)
'H NMR (400 MHz, D;0) & [ppm] 7.91 (s, 1H, H8), 5.95 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H1'vg), 5.87 (d,
J=6.9 Hz, 1H, H1'6), 5.35-5.33 (t, J = 5.1Hz, 1H, H3'c), 4.62 (m, 1H, H2'c), 4.60 (t, J = 3.8 Hz,
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1H, H2'1m6), 4.42-4.39 (m, 2H, H4'c, H3' 1vc), 4.35-4.32 (M, 2H, H4' tme, H5' 1ve), 4.25-4.20 (M,
3H, H5'c, H5" tme, H5"g), 4.08 (s, 3H, m’), 3.34 (m, 2H, CH,CH2N3), 3.32 (t, J = 5.5 Hz, 2H,
CH2CH2N3), 3.17 (s, 6H, 2x CHz), 2.40 (t, 2H, J = 20.3 Hz, P-CH2-P)

3P NMR (202 MHz, D20, H3PO4) d [ppm] 17.10 (d, J = 8.8 Hz, 1P, Pg), 7.77 — 7.21 (m, 1P,
Py), -11.18 (d, J = 26.0 Hz, 1P, Py)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 939,1707 dla C27H3sN14018P3" [M-H]- ; zmierzone 939,1720

11.6.3.7 P1-(N%N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P4-(2’/3’-O-(N-(2-azydoetylo)karba-
moilo)guanozyn-5’-ylo) tetrafosforan (5-2'/3’),

Ny | " izomer
o Hf/\\‘/s ub 3’ izome

Zwigzki 5-2’ oraz 5-3’ otrzymatem wg procedury ogdlnej D.

Do zawiesiny zawierajgcej Im-GDP-linker-N3 (40) (s6l sodowa, 19,5 mg, 0,028 mmol, 1
ekw., mieszanina izomerow 2’ i 3’) oraz TMGDP (30) (s6l TEA+, 24 mg, 0,031 mmol) w bez-
wodnym DMF dodatem suszony ZnCl; (38,2 mg, 0,28 mmol, 10 ekw.). Reakcje prowadzitem
24 h, za pomocg wytrzgsarki typu Vortex. Produkt oczyscitem za pomocg chromatografii
jonowymiennej, a nastepnie izomery rozdzielitem stosujgc semipreparatywne RP-HPLC.
Otrzymatem 2,04 mg (0,0020 mmol, wyd. 7%) zwigzku 5-2’ oraz 2,90 mg (0,0028 mmol, wyd.
10%) zwigzku 5-3’ (s6l amonowa).

Izomer 2’ (52 mOD, Rt = 8,22 min)

H NMR (500 MHz, D,0) & [ppm] 9.12 (s, 1H, H87wmg), 7.95 (s, 1H, H8g), 5.99 (d, J = 3.6 Hz,
1H, H1'tme), 5.91 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H1'¢), 5.36 (t, J = 5.0 Hz, 1H, H2'c), 4.69-4.63 (m, 2H,
H2'tve, H3'c), 4.46 (t, J = 4.9 Hz, 1H, H4'c), 4.44-4.38 (m, 2H, H3'rme, H5'c), 4.38-4.29 (m, 4H,
H4"tve, H5'tve, H5"rvwe, H5"G), 4.09 (s, 3H, m’), 3.37-3.25 (m, 4H, CH,CH>.N3), 3.15 (s, 6H, 2x
N-CHs)

3P NMR (203 MHz, D20) & [ppm] -11.41 (s, 2P, Pq, Ps), -23.10 (s, 2P, Pg, Py)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 1021,1163 dla C2sH37N14022P4” [M-H]- ; zmierzone 1021,1177

Izomer 3’ (74 mOD, Rt = 8,03 min)

H NMR (500 MHz, D20) & [ppm] 8.07 (s, 1H, H8g), 5.97 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H1l'tvc), 5.82
(d, J=7.2 Hz, 1H, H1'), 5.36 (t, J = 5.2 Hz, 1H, H3'twc), 5.30 (dd, J = 5.5, 2.2 Hz, 1H, H3'c),
4.84-4.81 (m, 1H, H2's, natozony z sygnatem od rozpuszczalnika), 4.62 (t, J = 3.9 Hz, 1H,
H2'tme), 4.49 (s, 1H, H4'G), 4.43 (t, J = 5.2 Hz, 1H, H4'tme), 4.39-4.35 (m, 1H, H5'tme), 4.31-
4.24 (m, 3H, H5'G, H5", H5"rma), 4.07 (s, 3H, m’G), 3.52 — 3.42 (m, 2H, CH2CH:N3), 3.41-
3.30 (m, 2H, CH>CH2N3), 3.08 (s, 6H, 2x N-CHa)

3P NMR (203 MHz, D;0) & [ppm] -11.42 (s, 2P, Pq, Ps) -22.08 (s, 2P, Pg, Py)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 1021,1163 dla C2sH37N1402:P4” [M-H]- ; zmierzone 1021,1174
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11.6.3.8 P1-(N?N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’/3’-O-(N-propargilokarbamoilo)-5’-
tioguanozyn-5’-ylo) trifosforan (7-2°/3’),

o 0
N* N
HMN MNH
\ﬁI‘} 9 9 % ¢ 1 L
NTONTTN O-P-0-P-0-P-S N"N7 ™ NH,
| O O O O
o™

HO — OH NH4* NHs* OH O

G)\H/\Q} lub 3’ izomer

Zwigzki 7-2’ oraz 7-3’ otrzymatem wg procedury ogdlnej D.

Do zawiesiny zawierajgcej Im-GMPS-linker-Nz (37) (sél sodowa, 90 mg, 0,169 mmol,
1 ekw., mieszanina izomeréw 2’ i 3') oraz TMGMP (27) (s6l TEA+, 133 mg, 0,169 mmol)
w bezwodnym DMF dodatem suszony ZnCl,(230,3 mg, 1,69 mmol, 10 ekw.). Reakcje prowa-
dzitem 24 h, wytrzgsajgc za pomocg wytrzgsarki typu Vortex. Produkt oczy$citem za pomocg
chromatografii jonowymiennej, a nastepnie izomery rozdzielitem stosujgc semipreparatywne
RP-HPLC. Otrzymatem 14,49 mg (0,016 mmol, wyd. 9%) zwigzku 7-2’ oraz 10,83 mg (0,012
mmol, wyd. 7%) zwigzku 7-3’ (s6l amonowa).

Izomer 2’ (408 mOD, Rt = 8,55 min)

H NMR (500 MHz, D20) & [ppm] 9.08 (s, 1H, H8twc), 7.86 (s, 1H, H8g), 5.93 (d, J = 3.4 Hz,
1H, H1’tve), 5.84 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H1’G), 5.37 (t, J = 5.1 Hz, 1H, H2’¢), 4.62 (t, J = 5.1 Hz,
1H, H3’G), 459 -454 (m, 1H, H2’TMG). 4.50-442 (m, 3H, H3’TMG, H5’TMG, H4’G), 4.42 —4.37
(m, 1H, H4'1m), 4.26 (ddd, J = 11.9, 5.9, 2.2 Hz, 1H, H5"tumg), 4.09 (s, 3H, m’G), 3.87 — 3.75
(m, 2H, N-CH2CCH), 3.42 — 3.25 (m, 2H, H5’, H5"¢), 3.14 (s, 6H, 2x N-CH3), 2.55 (t, J = 2.4
Hz, 1H, N-CH,CCH)

3P NMR (203 MHz, D20) & [ppm] 7.54 (d, J = 27.1 Hz, 1P, Pg), -11.60 (d, J = 19.5 Hz, 1P,
Py), -23.82 (dd, J = 27.1, 19.5 Hz, 1P, Pg)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 926,1101 dla C27H3sN11018P3S ~ [M-H]- ; zmierzone 926,1122

Izomer 3’ (305 mOD, Rt = 8,13 min)

'H NMR (500 MHz, D20) & [ppm] 9.05 (s, 1H, H8vwe), 7.87 (s, 1H, H8g), 5.91 (d, J = 3.3 Hz,
1H, H1’tme), 5.71 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H1'g), 5.31 - 5.26 (m, 1H, H3'¢), 4.85—-4.83 (m, 1H, H2’¢,
natozony z sygnatem od rozpuszczalnika), 4.58 — 4.51 (m, 2H, H2' e, H4'c), 4.45 (dd, J =
11.8, 3.9 Hz, 1H, H5'1wv6), 4.42 (t, J = 5.2 Hz, 1H, H3'rme), 4.39 (dt, J =5.7, 2.4 Hz, 1H, H4'rve),
4.26 (ddd, J=11.8, 6.0, 2.1 Hz, 1H, H5"1ng), 4.07 (s, 3H, m’G), 3.95 (s, 2H, N-CH.CCH), 3.38
—3.28 (m, 2H, H5'g, H5”g), 3.16 (s, 6H, 2x N-CHj3), 2.63 (s, 1H, N-CH>CCH)

3P NMR (203 MHz, D;0) d [ppm] 7.26 (d, J = 26.7 Hz, 1P, Py), -11.65 (d, J = 19.5 Hz, 1P,

P,), -23.81 (dd, J = 26.7, 19.5 Hz, 1P, Pg).
HRMS (ESI-) obliczone m/z 926,1101 dla C27H3sN11018P3S * [M-H]- ; zmierzone 926,1121

152



11.6.3.9 P1-(N%4N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(N1-propargiloguanozyn-5’-ylo)
trifosforan (9),

o)
/.

HN N O 0o O f“fLN/\c%

Wk odododo, LA

N N™ "NH;
| L B %Dj

[l 8 1]

HO ~ OH NH4"  NHy' H OH

Zwigzek 9 otrzymatem wg procedury ogdélnej D.

Do zawiesiny zawierajgcej Im-GMP-N1-propargil (63) (sél sodowa, 17 mg, 0,035 mmol, 1
ekw.) oraz TMGMP (27) (sol TEA+, 28,5 mg, 0,035 mmol, 1 ekw.) w bezwodnym DMF dodatem
suszony ZnCl, (47,7 mg, 0,35 mmol, 10 ekw.). Reakcje prowadzitem 24 h, wytrzgsajgc za
pomocg wytrzgsarki typu Vortex. Produkt oczyscitem za pomocg chromatografii jonowymien-
nej, a nastepnie ponownie stosujgc semipreparatywne RP-HPLC. Otrzymatem 8,25 mg
(0,0095 mmol, wyd. 57%) zwigzku 9 (s6l amonowa).

(248 mOD, Rt = 7,19 min)

'H NMR (500 MHz, D;0) & [ppm] 8.98* (s, 1H, H8+twg) 7.90 (s, 1H, H8g), 5.94 (d, J = 3.8
Hz, 1H, H1’ tme), 5.75 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H1’¢), 4.88 (d, J = 2.5 Hz, 1H, N1-CH-), 4.81 (d, J =
2.5 Hz, 1H, N1-CH-, nafozony z sygnatem od rozpuszczalnika), 4.65 (t, J = 5.6 Hz, 1H, H2’5),
4.56 (dd, J = 5.0, 3.8 Hz, 1H, H2'1vc), 4.45 (dd, J = 5.3, 3.5 Hz, 1H, H3'), 4.42 (t, J = 5.0 Hz,
1H, H3’tmg), 4.38 — 4.35 (m, 2H, H4’tve, H4'c), 4.33-4.30 (m, 1H, H5'tme), 4.30-4.23 (m, 2H,
H5'c, H5"1ma), 4.20 (ddd, J = 11.8, 7.5, 4.6 Hz, 1H, H5"g), 4.04 (s, 3H, m’G), 3.16 (s, 6H, 2x
N-CHs), 2.78 (t, J = 2.5 Hz, 1H, N1-CH,CCH); * powoli wymieniany z deuterem

3P NMR (203 MHz, D20) & [ppm] -11.57 (dd, J = 19.6, 13.5 Hz, 2P, Pq, Py), -23.22 (t, J =
19.6 Hz, 1P, Pg)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 867,1271 dla C2H34N10018P3" [M-H]- ; zmierzone 867,1289

111.6.3.10 P1-(2°/3’-O-(N-(2-azydoetylo)karbamoilo-N? N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-
P3-(guanozyn-5’-ylo) trifosforan (8-2’13"),

9] / 0
N* N
HM 0 0 e} j\)LNH
A /4
\NANl ) o-#-0-f-0-P-0 <N PN
| -

N N~ ~NH
@ & & & 0 2
[l b R +

O~ OH NH4"  NHg4 H OH

N
3“‘“’”‘” 0 lub 3’ izomer

Zwigzki 8-2’ oraz 8-3’ otrzymatem wg procedury ogolnej D.

Do zawiesiny zawierajgcej Im-TMGMP-linker-N3 (43) (sdl litowa, 25 mg, 0,042 mmol, 1
ekw., mieszanina izomeréw 2’ i 3’) oraz GDP (s6l TEA+, 38 mg, 0,051 mmol) w bezwodnym
DMF dodatem suszony ZnCl; (57,2 mg, 0,42 mmol, 10 ekw.). Reakcje prowadzitem 24 h,
wytrzgsajgc za pomocg wytrzgsarki typu Vortex. Produkt oczyScitem za pomocg chroma-
tografii jonowymiennej, a nastepnie izomery rozdzielitem stosujgc semipreparatywne RP-
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HPLC. Otrzymatem 1,77 mg (0,0019 mmol, wyd. 5%) zwigzku 8-2’ oraz 2,38 mg (0,0025 mmol,
wyd. 6%) zwigzku 8-3’ (s6l amonowa).

Izomer 2’ (49 mOD, Rt = 9,29 min)

'H NMR (500 MHz, D20) & [ppm] 8.97 (s, 1H, H8 tvg), 8.01 (t, J = 3.9 Hz, 1H, H8), 5.93 (d,
J=3.0 Hz, 1H, H1’tmg), 5.77 — 5.70 (m, 1H, H1’G), 5.46 (dd, J = 5.3, 3.0 Hz, 1H, H2'rwmg), 4.55
(dt, J=14.1, 5.3 Hz, 2H, H2'g, H3'tme), 4.46 (d, J = 11.9 Hz, 1H, H3'G), 4.42 (dd, J =5.3, 3.8
Hz, 1H, H4’tve), 4.40 — 4.35 (m, 1H, H4’c), 4.34 — 4.18 (m, 4H, H5'tvme, H5 tme, H5'c, H5”G),
4.07 (s, 3H, m’), 3.48 — 3.25 (m, 4H, CH,CH:N3), 3.15 (s, 6H, 2x N-CHs)

3P NMR (203 MHz, D20) & [ppm] -11.61 (dd, J = 36.0, 19.3 Hz, 2P, Pq, Py), -23.20 (t, J =
19.3 Hz, 1P, Pp)

HRMS (ES|-) obliczone m/z 941,1500 dla C26H36N14019P3' [M-H]- ; zmierzone 941,1511

Izomer 3’ (66 mOD, Rt = 8,90 min)

'H NMR (500 MHz, D0) & [ppm] 9.07 (s, 1H, H87wg), 8.19 — 8.14 (m, 1H, H8g), 5.96 (d, J
= 5.5 Hz, 1H, H1’tme), 5.78 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H1’6), 5.21 (t, J = 4.4 Hz, 1H, H3'twmg), 4.76 (d,
J = 5.5 Hz, 1H, H2'twe, natozony z sygnatem od rozpuszczalnika), 4.56 (t, J = 5.2 Hz, 2H,
H4'tve, H2'G), 4.42 (t, J = 4.6 Hz, 1H, H5'twe), 4.38 (d, J = 12.2 Hz, 1H, H3’G), 4.34 — 4.27 (m,
2H, H5"tmg, H5'G), 4.25 — 4.16 (m, 2H, H4'g, H5"G), 4.09 (s, 3H, m’), 3.44 (t, J = 5.9 Hz, 2H,
CH2CH2N3), 3.37 (t, J = 5.4 Hz, 2H, CH,CH2N3), 3.16 (s, 6H, 2x N-CHs)

3P NMR (203 MHz, D;0) & [ppm] -11.56 (dd, J = 30.9, 19.3 Hz, 2P, P, P,), -23.18 (t, J =
19.3 Hz, 1P, Pp)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 941,1500 dla C26H36N14019P3" [M-H]- ; zmierzone 941,1511

111.6.3.11 P1-(N2,N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’/3’-O-(N-(2-azydoetylo)-karba-
moilo)adenozyn-5’-ylo) trifosforan  (4-2’/-3’),

NH;
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\N SN N 0-P-0-P-0-P-0 N“~NT
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Il @ Ay

HO = OH  NH,™ NHy” OH O

0 N/\-\/Na lub 3’ izomer
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Zwigzki 4-2’ oraz 4-3’ otrzymatem wg procedury ogolnej D.

Do zawiesiny zawierajgcej Im-ADP-linker-Ns (42) (sél sodowa, 56,4 mg, 0,089 mmol,
mieszanina izomeréw 2’ i 3’) oraz TMGMP (27) (s6l TEA+, 30 mg, 0,074 mmol, 1 ekw.) w bez-
wodnym DMF dodatem suszony ZnCl, (121,3 mg, 0,89 mmol, 10 ekw.). Reakcje prowadzitem
24 h, wytrzgsajgc za pomocg wytrzgsarki typu Vortex. Produkt oczyscitem za pomocg
chromatografii jonowymiennej, a nastepnie izomery rozdzielitem stosujgc semipreparatywne
RP-HPLC. Otrzymatem 20,89 mg (0,023 mmol, wyd. 31%) zwigzku 4-2’ oraz 22,75 mg (0,025
mmol, wyd. 33%) zwigzku 4-3’ (s6l amonowa).

Izomer 2’ (652 mOD, Rt = 9,15 min)
'H NMR (500 MHz, D,0) & [ppm] 8.97 (s, 1H, H8tvc), 8.31 (s, 1H, H8,), 8.18 (s, 1H, H2,),
6.06 (d, J =5.0 Hz, 1H, H1'»), 5.88 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H1'twc), 5.28 (t, J = 5.3 Hz, 1H, H2'4),
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459 (t, J = 5.3 Hz, 1H, H3'a), 4.53 (t, J = 3.8 Hz, 1H, H2'rwc), 4.43-4.37 (M, 5H, H3'twe, H4'1we,
H5'rwe, H4'a, H5's), 4.30-4.26 (M, 2H, H5"rye, H5"A), 4.06 (s, 3H, m’), 3.27-3.17 (m, 4H,
CH,CH.N3), 3.12 (s, 6H, N-CHs x2)

31p NMR (202 MHz, D20) & [ppm] -11.53 (dt, J = 19.1, 6.7 Hz, 2P, Pq, P), -23.12 (t, J = 19.1
Hz, 1P, Pg)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 925,1550 dla CasH36N1401sP5" [M-H]- ; zmierzone 925,1553

Izomer 3’ (710 mOD, Rt = 9,69 min)

'H NMR (500 MHz, D,0) & [ppm] 8.95 (s, 1H, H8tumg), 8.42 (s, 1H, H84), 8.18 (s, 1H, H2,),
5.99 (d, J =7.2 Hz, 1H, H1'A), 5.91 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H1'twe), 5.28 (dd, J = 5.2, 2.4 Hz, 1H,
H3'a), 4.83-4.81 (m, 1H, H2's natoZzony z sygnatem od rozpuszczalnika), 4.56-4.52 (m, 2H,
H2'tme, H4'A), 4.42-4.36 (M, 3H, H3'tmg, H4'tve, H5'A), 4.31-4.25 (m, 3H, H5'tme, H5"tme, H5"A),
4.02 (s, 3H, m’), 3.48-3.44 (m, 2H, CH2CH2Ns3), 3.40-3.36 (m, 2H, CH2CH:Ns3), 3.14 (s, 6H, N-
CH3X2)

3P NMR (202 MHz, D;0) & [ppm] -11.48 — -11.70 (m, 2P, Pq, Py), -23.11 (t, J = 19.3 Hz,
1P, Pg)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 925,1550 dla C2sH3sN14018P3" [M-H]- ; zmierzone 925,1555

11.6.3.12 P1-(N%N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P4-(2’+3’-O-(N-(2-azydoetylo)-karba-
moilo)adenozyn-5’-ylo) tetrafosforan  (6),

/
N* N =
HN N
YIS fododole. ST
N N 0-P-0-P-0-P-0-P-0 N Z
N N | I I I N
| @ O O O O 0
0"

HO =~ OH NHs© NHs™ NHo S 4

0 N/“\/N:* + 3’ izomer
H

Zwigzek 6 otrzymatem wg procedury ogélnej D.

Do zawiesiny zawierajgcej Im-ADP-linker-Ns (42) (s6l sodowa, 20 mg, 0,028 mmol, miesza-
nina izomeréw 2’ i 3’, 1 ekw.) oraz TMGDP (30) (s6l TEA+, 24 mg, 0,031 mmol) w bezwodnym
DMF dodatem suszony ZnCl; (38,2 mg, 0,28 mmol, 10 ekw.). Reakcje prowadzitem 24 h,
wytrzgsajgc za pomocg wytrzgsarki typu Vortex. Produkt oczyscitem za pomocg chromato-
grafii jonowymiennej, a nastepnie stosujgc semipreparatywne RP-HPLC. Otrzymatem 15,46
mg (0,015 mmol, wyd. 55%) zwigzku 6 (mieszanina izomerdéw 2’ i 3’, s6l amonowa).

'H NMR (500 MHz, D20) 8 9.11 (s, 1H, H81mc-2’), 9.07 (s, 1H, H81ms-3’), 8.49 (s, 1H, H8a-
3’), 8.40 (s, 1H, H84-2’), 8.24-8.21 (m, 3H), 6.10 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 6.02 (d, J = 7.3 Hz, 1H),
5.96 (dd, J = 5.4, 3.7 Hz, 2H), 5.31 (m, 2H), 4.65 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 4.61 (t, J = 4.3 Hz, 3H),
4.46-4.43 (m, 3H), 4.42 — 4.36 (m, 5H), 4.34 - 4.22 (m, 5H), 4.09 (s, 3H, m’-3), 4.05 (s, 3H,
m’-2"), 3.46 (t, J = 5.2 Hz, 3H), 3.39 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.30-3.25 (m, 3H), 3.15 (s, 6H, 2xN-
CHs-3’), 3.12 (s, 6H, 2xN-CHs-2’)

3P NMR (202 MHz, D,0) & -11.43 (s, 2P, Pq, Ps), -23.16 (s, 2P, Pg, Py)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 1005,1214 dla C26H37N1402:P4” [M-H]- ; zmierzone 1005,1232
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11.6.3.13 P1-(N"-monometyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’+3’-O-(N-(2-azydoetylo)-
karbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (13-2°/3’),

/ 8]
N* N
HN N o o o ; fhwu
A Y 0-P-0-P-0-P-0 AL
HaN N | | 1

N N7 N “NH
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HO © OH NH4 " NH,® H O

)\ z + 3’ izomer
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Zwigzki 13-2’ oraz 13-3’ otrzymatem wg procedury ogdinej D.

Do zawiesiny zawierajgcej Im-GDP-linker-Ns (40) (sél sodowa, 172 mg, 0,334 mmol,
mieszanina izomeréw 2’ i 3') oraz m’GMP (s6l TEA+, 200 mg, 0,303 mmol, 1 ekw.) w bezwod-
nym DMF dodatem suszony ZnCl, (413,0 mg, 3,03 mmol, 10 ekw.). Reakcje prowadzitem
24 h, wytrzgsajgc za pomocg wytrzgsarki typu Vortex. Produkt oczy$citem za pomocg chroma-
tografii jonowymiennej, a nastepnie stosujgc semipreparatywne RP-HPLC. Otrzymatem 47,10
mg (0,053 mmol, wyd. 18%) zwigzku 13-2’ oraz 82,06 mg (0,093 mmol, wyd. 31%) zwigzku
13-3’ (sél amonowa).

'H NMR (400 MHz, D,0) & [ppm] 9.04 (s, 1H), 9.02 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.98 (s, 1H), 5.94
(d,J=4.2 Hz, 1H), 5.91 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 5.89 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 5.82 (d, J = 7.0 Hz, 1H),
5.39 (dt, J = 5.0, 1.0 Hz, 1H), 5.34 — 5.29 (m, 1H), 4.91 (t, J = 6.4, 6.0 Hz, 1H), 4.68 (t, J=5.7
Hz, 1H), 4.56 (q, J = 5.0, 4.5, 2.5 Hz, 2H), 4.52 — 4.47 (m, 1H), 4.47 — 4.42 (m, 2H), 4.43 —
4.32 (m, 5H), 4.31 — 4.21 (m, 5H), 4.07 (s, 2H), 4.04 (s, 3H), 3.94 (s, 2H), 3.85 (s, 1H)

3P NMR (162 MHz, D,0) & [ppm] -11.68 (d, J = 19.3 Hz, 2P, Pq, Py), -23.22 (t, J = 19.3 Hz,
1P, Ppg)

Izomer 2’ (1205 mOD, Rt = 6,27 min)
HRMS (ESI-) obliczone m/z 882,1016 dla CzsH31N11019P3" [M-H]- ; zmierzone 882,1034

Izomer 3’ (2100 mOD, Rt = 6,13 min)
HRMS (ESI-) obliczone m/z 882,1016 dla C2sH31N11019P3" [M-H]- ; zmierzone 882,1036

11.6.3.14 P1-(5’-tio-N"-monometyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’/3’-O-(N-(2-azydoetylo)-
karbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (14-2’/3),
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Zwigzek 14-2’ oraz 14-3’ otrzymatem wg procedury ogolnej D.
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Do zawiesiny zawierajgcej Im-GDP-linker-Nz (40) (s6l sodowa, 126,2 mg, 0,201 mmol,
mieszanina izomerdw 2’ i 3’, 1 ekw.) oraz m’GMPS (sél TEA+, 100 mg, 0,168 mmol, 1 ekw.)
w bezwodnym DMF dodatem suszony ZnCl,(229,0 mg, 1,68 mmol, 10 ekw.). Reakcje prowa-
dzitem 24 h, wytrzgsajgc za pomocg wytrzgsarki typu Vortex. Produkt oczy$citem za pomocg
chromatografii jonowymiennej, a nastepnie stosujgc semipreparatywne RP-HPLC. Otrzyma-
tem 24,57 mg (0,026 mmol, wyd. 16%) zwigzku 14-2’ oraz 32,51 mg (0,035 mmol, wyd. 21%)
zwigzku 14-3’ (s6l amonowa).

Izomer 2’ (697 mOD, Rt = 6,98 min)

IH NMR (500 MHz, D,0) & [ppm] 8.98* (s, 1H, H8m7c), 7.93 (s, 1H, H8¢), 5.92 (d, J = 4.8
Hz, 1H, H1’m7g), 5.85 (d, J = 4.6 Hz, 1H, H1'¢), 5.45 (t, J = 5.3 Hz, 1H, H2’w76), 4.70-4.65 (M,
2H, H3' 76, H2'G), 4.45 — 4.35 (m, 3H, H4 76, H3'6, H4’, H5'G), 4.31 (dt, J = 12.1, 6.1 Hz, 1H,
H5"c), 4.07 (s, 3H, m’G), 3.40 — 3.20 (m, 6H, H5'm7, H5”m7s, CH2CH2N3); *powoli wymieniany
z deuterem

3P NMR (202 MHz, D,0) & [ppm] 7.58 (d, J = 27.5 Hz, 1P, P,), -11.65 (d, J = 19.4 Hz, 1P,
Pu), -23.52 — -24.14 (m, 1P, Pp)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 929,0958 dla C24H32N14015P3S ™ [M-H]- ; zmierzone 929,0975

Izomer 3’ (790 mOD, Rt = 7,10 min)

'H NMR (500 MHz, D;0) & [ppm] 8.02 (s, 1H, H8g), 5.84 (d, J = 4.5 Hz, 1H, H1'm7c), 5.82
(d, d =7.1 Hz, 1H, H1’g), 5.30 (dd, J = 5.2, 2.5 Hz, 1H, H3’¢), 4.91 (t, J = 6.3 Hz, 1H, H2'g),
4.68 (t, J=4.5 Hz, 1H, H2’ m7¢), 4.53 —4.49 (m, 1H, H4’¢), 4.41 — 4.37 (m, 2H, H3'n76, H4'm7a),
4.37 — 4.25 (m, 2H, H5'g, H5"g), 4.07 (s, 3H, m’G), 3.46 (t, J = 5.8 Hz, 2H, CH.CH,Ns3), 3.39
(t, J=5.8 Hz, 2H, CHzCHzNg), 3.37-3.27 (m, 2H, H5 76, H5”m7G)

3P NMR (202 MHz, D,0) & [ppm] 7.65 (d, J = 27.1 Hz, 1P, P,), -11.66 (d, J = 19.2 Hz, 1P,
Pq), -23.45 —-24.30 (m, 1P, Pg)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 929,0958 dla C24H32N14018P3S - [M-H]- ; zmierzone 929,0984

111.6.3.15 Synteza tetranukleotydowych pochodnych TMG kapu zawierajagcych grupe
propargilowej lub azydkowa

Syntezy tetranukleotydéw 11-2’ i 11-3’ zakonczonych TMG kapem zawierajgcych funkcje
azydkowg przeprowadzit dr inz. Btazej Wojtczak wg protokotu Warminski i wsp. 282
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11.6.3.16 P1-(N?N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-((2’-O-(N-azydoetylokarbamoilo)-
adenozyno-3’,5’-fosforano-2’-O-metylourydyno-3’,5’-fosforano-2’-O-metylo-
adenozy-5’-ylo) trifosforan (11-2°/3’),
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lub 3’ izomer

Izomer 2’ (Rt = 10,12 min, g. mocny)

'H NMR (500 MHz, D,0) & 9.09 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 8.36 (s, 1H), 8.26 (s,
1H), 7.82 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.26 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 6.07 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 5.96 (d, J = 3.7
Hz, 1H), 5.90 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 5.85 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.56 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 4.98 — 4.94
(m, 1H), 4.75 - 4.69 (m, 3H), 4.62 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 4.60 — 4.58 (m, 1H), 4.50 — 4.44 (m, 2H),
4.42 — 4.30 (m, 5H), 4.28 — 4.17 (m, 4H), 4.11 — 4.04 (m, 6H), 3.46 (s, 3H), 3.44 (s, 3H), 3.36
—3.32 (m, 2H), 3.13 (s, 6H).

3P NMR (203 MHz, D20) & [ppm] -1.13 (s, 2P), -11.51 (s, 2P), -22.84 (s, 1P)

HRMS (ESI-) obliczone m/z 1588,2642 dla C47He3sN21032P5 " [M-H]- ; zmierzone 1588,2643

Izomer 3’ (Rt = 10,20 min, g. mocny)

'H NMR (500 MHz, D,0) & 9.07 (s, 1H), 8.53 (d, J = 3.4 Hz, 2H), 8.38 (s, 1H), 8.25 (s, 1H),
7.82 (d, J=8.2 Hz, 1H), 6.12 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 6.05 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 5.95 (d, J = 3.8 Hz,
1H), 5.90 (d, J =5.6 Hz, 1H), 5.84 (d, J =8.1 Hz, 1H), 5.34 (dd, J = 5.5, 3.3 Hz, 1H), 5.00 (t, J
= 5.9 Hz, 1H), 4.97 — 4.93 (m, 1H), 4.62 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 4.58 (s, 1H), 4.53 (s, 1H), 4.49 —
4.44 (m, 2H), 4.39 — 4.22 (m, 7H), 4.21 — 4.16 (m, 2H), 4.09 — 4.04 (m, 6H), 3.45 — 3.42 (m,
8H), 3.40 — 3.37 (m, 1H), 3.13 (s, 6H).

3P NMR (203 MHz, D20) & -1.13 (s, 2P), -11.50 (s, 2P), -22.82 (s, 1P).

HRMS (ESI-) obliczone m/z 1588,2642 dla C47He3N21032Ps ™ [M-H]- ; zmierzone 1588,2638

[11.6.4 Synteza azydkowych i propargilowych pochodnych FMR

Synteze i charakterystyke pochodnych azydkowych i propargilowych FMR wykonat dr inz.
Btazej Wojtczak.

111.6.4.1 Procedura ogdlna E - synteza pochodnych FMR bedacych analogami fluroforu
biatka zielonej fluorescencji (GFP)

Synteze pochodnych fluoroforu GFP przeprowadzono w reakcji odpowiedniego imidanianu
z aromatyczng zasadg Schiffa w absolutnym etanolu. W skrécie, zasade Schiffa otrzymano w
reakcji aromatycznego aldehydu z azydoetyloaming lub propargiloaming; 1 ekw. w absolutnym
etanolu. Reakcje pozostawiono z mieszaniem w temperaturze pokojowej przez 24 godziny.
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Surowy produkt wyizolowano przez filtracje i przemyto trzykrotnie etanolem, otrzymujac czysty
produkt. Imidanian otrzymano w sposéb opisany przez Kowalika i in.*® w reakcji glicynianu
metylu, weglanu potasu i chlorowodorku acetoimidanian etylu w EtOH/ H.O (5:1, v/v), wg
0go6lnego schematu reakcji ponize;j:

HCI HCI

L ST N
o> /\ﬂ/

Et,0/H,0 o)

(5:1, viv)

111.6.4.2 3,5-dimetoksy-4-hydroksybenzylideno-2-metylo-5-okso-4,5-dihydro-1H-

imidazolu propargil; (52)
0]
N
HO NX
_0

Zasade Schiffa otrzymano wg procedury ogodinej E, wychodzgc z 3,5-dimetoksy-4-
hydroksybenzaldehydu (50) (1,0 g, 5,49 mmol) i propargiloaminy (302,3 mg, 5,49 mmol).
Surowy produkt otrzymano ilosciowo (1,2 g, 5,49 mmol) i poddano reakcji bez dalszego
oczyszczania z imidanianem (871,4 mg, 5,49 mmol). Zétty produkt wyizolowano przez filtracje.
Wydajnos¢ 1,1 g (65%). Rt = 20,09 min (mocny)

!H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & [ppm] 9.21 (bs, 1H), 7.64 (s, 2H), 6.97 (s, 1H), 4.45 (d, J =
2.5 Hz, 2H), 3.80 (s, 6H), 3.37 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 2.42 (s, 3H)

HRMS (ESI+): obliczone m/z 301,1183 dla C1sH17N20O4" [M+H]*, zmierzone 301,1183

111.6.4.3 orto-hydroksybenzylideno-2-metylo-5-okso-4,5-dihydro-1H-imidazolu

propargil; (53)
OH
saay
i

Zasade Schiffa otrzymano wg procedury ogoélnej E, wychodzac z o-hydroksy-benzaldehydu
(51) (1,75 g, 14,33 mmol) i propargiloaminy (868 mg, 15,7 mmol). Surowy produkt otrzymano
ilosciowo (2,38 g, 14,95 mmol) i poddano reakcji bez dalszego oczysz/czania z imidanianem
(2,62 g, 16,45 mmol). Jasnozotty produkt wyizolowano przez filtracje i przemyto EtOH i Et,O.
Wydajnosc¢ 1,67 g (47%). Rt = 24,15 min (supermocny)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 11.29 (bs, 1H), 8.32 (dd, J = 7.9, 1.8 Hz, 1H), 7.34
(s, 1H), 7.28 (ddd, J = 8.7, 7.3, 1.8 Hz, 1H), 6.91 - 6.85 (m, 2H), 4.48 (d, J = 2.5 Hz, 2H), 3.39
(t, J=2.5 Hz, 1H), 2.45 (s, 3H)

HRMS (ESI+): obliczone m/z 241,09715 dla C14H13N20;" [M+H]*, zmierzone 241,0968
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[11.6.4.4 N-hydroksyetylo,N-metylo-4-aminobenzylideno-2-metylo-5-okso-4,5-dihydro-

1H-imidazolu propargil; (54)
0]
=7 N
. N=\\\\
HO ™"\

Zasade Schiffa otrzymano wg procedury ogélnej E, wychodzgc z N-hydroksy-etylo-N-
metylo-4-aminobenzaldehydu (47) (1000 mg, 5,58 mmol) i propargiloaminy (345 mg, 6,14
mmol). Surowy produkt (494 mg, 2,28 mmol) poddano reakcji bez dalszego oczyszczania z
imidanianem (400 mg, 2,51 mmol). Czerwony osad przemyto EtOH i Et,O. Wydajnos$¢ 1,51 g
(59%). Rt = 21,96 min (g. mocny).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 8.05 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.92 (s, 1H), 6.75 (d, J =
9.1 Hz, 2H), 4.74 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 4.44 — 4.42 (m, 2H), 3.71 — 3.66 (m, 2H), 3.57 (q, J =5.8
Hz, 2H), 3.49 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.03 (s, 3H), 2.39 (s, 3H)

HRMS (ESI+): obliczone m/z 298,1550 dla C17H20N3O2* [M+H]*, zmierzone 298,1549

[11.6.4.5 para-nitrobenzylideno-2-metylo-5-okso-4,5-dihydro-1H-imidazolu propargil;
(55)
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OENMN

Zasade Schiffa otrzymano wg procedury ogdinej E, wychodzgc z 4-nitrobenzaldehydu (48)
(689 mg, 4,56 mmol) i propargiloaminy (280 mg, 5,01 mmol). Surowy produkt (429 mg, 2,28
mmol) i przereagowano bez dalszego oczyszczania z imidanianem (399,5 mg, 2,51 mmol).
Produkt wyizolowano przez filtracje i przemyto EtOH i Et.O. Wydajnos$¢ 114 mg (19%). Produkt
55 oczyszczano kilkukrotnie, lecz nie otrzymatem frakciji o zadowalajgcej czystosci NMR lub
ulega rozpadowi podczas oczyszczania (mozliwa fotowrazliwos¢ produktu). Jednakze,
reagent wykorzystatem z sukcesem w reakcjach CUAAC otrzymujgc pozadane produkty (1d,
12d). Rt = 20,02 min (g. supermocny).

HRMS (ESI+) obliczone m/z 270,0873 dla C14H12N303" [M+H]*, zmierzone 270,0873

111.6.4.6 Dimetyloaminobenzylideno-2-metylo-5-0kso0-4,5-dihydro-1H-imidazolu
propargil; (56)
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|

Zasade Schiffa otrzymano wg procedury ogoélnej E, wychodzac z 4-dimetyloamino-
benzaldehydu (49) (343 mg, 2,3 mmol) i propargiloaminy (147 mg, 2,77 mmol). Surowy produkt
otrzymano ilosciowo (427 mg, 2,3 mmol) i poddano reakcji bez dalszego oczyszczania z imida-
nianem (400 mg, 2,52 mmol). Produkt wyizolowano przez filtracje i przemyto EtOH i Et.0.
Wydajnos¢ 510 mg (1,90 mmol, 82%). Rt = 26,6 min (g. mocny)
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'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & [ppm] 8.08 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.94 (s, 1H),, 6.77 (d, J =
8.8 Hz, 2H), 4.44 (d, J = 2.5 Hz, 2H), 3,37 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 3,02 (s, 6H), 2.41 (s, 3H).
HRMS (ESI+) obliczone m/z 268,1444 dla C16H1sN3O* [M+H]*, zmierzone 268,1442

11.6.4.7 3,5-dimetoksy-4-hydroksybenzylideno-1-azydoetylo-2-metylo-5-0kso-4,5-

dihydro-1H-imidazol ; (57)
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Zasade Schiffa otrzymano wg procedury ogdlnej E, wychodzgc z 3,5-dimetoksy-4-
hydroksybenzaldehydu (45) (1,0 g, 5,49 mmol) i 2-azydoetyloaminy (472 mg, 5,49 mmol).
Surowy produkt otrzymano ilosciowo (1,37 g, 5,49 mmol) i poddano reakcji bez dalszego
oczyszczania z imidanianem (871,4 mg, 5,49 mmol). Jasnozétty produkt wyizolowano przez
filtracje. Wydajno$¢ 0,76 g (42%). Rt = 14,66 (supermocny)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] 8.09 (s, 1H), 7.65 (s, 2H), 6.94 (s, 1H), 3.81 (s, 6H),
3.78 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.59 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.40 (s, 3H)

HRMS (ESI+): obliczone m/z 332,1353 dla C15H1sNsO4" [M+H]*, zmierzone 332,1351

111.6.4.8 Orto-hydroksybenzylideno-1-azydoetylo-2-metylo-5-0kso-4,5-dihydro-
1H-imidazol; o-HBI-CH,CH2Nj3 (58)
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Zasade Schiffa otrzymano wg procedury ogoélinej E, wychodzac z o-hydroksy-benzaldehydu
(46) (850 mg, 6,96 mmol) i 2-azydoetyloaminy (660 mg, 7,66 mmol). Surowy produkt
otrzymano ilosciowo (1,30 g, 6,85 mmol) i poddano reakcji bez dalszego oczyszczania z
imidanianem (1,20 g, 7,54 mmol). Jasnozétty produkt wyizolowano przez filtracje. Wydajnos¢
0,90 g (51%). Rt = 29,33 min (supermocny)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & [ppm] 11.52 (bs, 1H), 8.25 (dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H), 7.31-
7.25 (m, 2H), 6.90-6.85 (s, 2H), 3.80 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.60 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.42 (s, 3H)

HRMS (ESI+): obliczone m/z 272,1142 dla C13H14NsO2" [M+H]+, zmierzone 272,1142

111.6.4.9 Synteza FMR bedacych pochodnymi julolidyny

Propargilowg pochodng cyjanowinylojulolidyny (ACVJ) Ilub dimetyloaminobenzonitrylu
(DMABN) otrzymano w reakcji odpowiedniego aldehydu z cyjanoacetamidem.

111.6.4.10 9-(2-Amido-2-cyjanowinylo)julolidyny propargil ; (60)
0
7N
N CN H\
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Roztwér julolidynokarboksyaldehydu (59) (250 mg, 1,24 mmol), 2-cyjanoacetamidu (227
mg, 1,86 mmol) i piperydyny w metanolu (10 ml) mieszano w temp. pokojowej przez noc. Po
dodaniu rownowaznej objetosci wody/metanolu (1:1, v/v, 10 ml) osad zebrano przez filtracje i
przemyto mieszaning woda/metanol. Wydajnos¢ 151 mg (39%). Rt = 36,2 min (g.
supermocny).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d [ppm] 8.42 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.44 (s, 2H),
3.94 (dd, J =5.6, 2.5 Hz, 2H), 3.33 — 3.29 (m, 4H), 3.10 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 2.68 (t, J = 6.0 Hz,
4H), 1.87 (p, J = 6.0 Hz, 4H)

HRMS (ESI+): obliczone m/z 306,1601 dla C19H20N3zO * [M+H]*, zmierzone 306,1599

111.6.4.11 (2-Amido-2-cyjano)dimetyloaminobenzylidenu propargil; (62)
O
=N
“N CN H/\\\\\

Roztwor 4-dimetyloaminobenaldehydu (61) (500 mg, 3,35 mmol), N-propargilocyjanoacet-
amidu (514 mg, 4,02 mmol) i piperydyny w metanolu (10 ml) mieszano w temp. pokojowej
przez noc. Po dodaniu réwnowaznej objetosci wody/metanolu (1:1, v/v, 10 ml) osad zebrano
przez filtracje i przemyto mieszaning woda/metanol. Wydajno$¢ 650 mg (2,55 mmol, 76%). Rt
=23.19 min (g. supermocny)

HRMS (ESI+) obliczone m/z 254,1288 dla C1sH1sNsO* [M+H]*, zmierzone 254,1286

[11.6.5 Synteza koniugatéw FMR i nukleotydéw

111.6.5.1 Procedura ogdélna F — CuAAC miedzy nukleotydami (lub C-fosfonianem)
Zz ugrupowaniem azydkowym i FMR z ugrupowaniem propargilowym

Modyfikowane azydkiem mono- lub dinukleotydy (1 ekw.) lub fosfonian-CH;-azydek (2
ekw.) rozpuscitem w MQ i dodatem odpowiednie propargilowane pochodne FMR (1-3 ekw.)
roz-puszczone w DMSO. Dodatem DMSO w celu uzyskania mieszaniny H,O/DMSO 1:1 (dla
DMHBI i HEMABI) lub 1:2; viv (dla o-HBI, ACVJ). Nastepnie dodatem kompleks CuSOg-
THPTA (1:2, viv) w H,O/DMSO (55% DMSO) lub CuSO4-TBTA (1:2, v/iv) w H20 (0,2-0,4 ekw.)
i 50 mM askorbinianu sodu (0,4-1 ekw.). Roztwér mieszatem w 30 °C od 1 godziny do 24
godzin. Do badan biologicznych produkty oczyscitem na analitycznym RP-HPLC (wypetienie
kolumny C8 lub C18) i wyizolowatem w postaci soli amonowe;.

111.6.5.2 Procedura ogdélna G — CuUAAC miedzy nukleotydami z ugrupowaniem propar-
gilowym i FMR z ugrupowaniem azydkowym

Modyfikowane grupg propargilowg mono- lub dinukleotydy (1 ekw.) rozpuscitem w MQ
i dodatem odpowiednie pochodne FMR z grupg azydkowg (1,5 ekw.) rozpuszczone w DMSO.
Dodatem DMSO w celu uzyskania mieszaniny H,O/DMSO 1:1 (dla DMHBI) lub 1:2; v/v (dla
0-HBI). Nastepnie dodatem kompleks CuSO4-THPTA (1:2, v/v) w H,O/DMSO (55% DMSO)
(0,2-0,4 ekw.) i 50 mM askorbinianu sodu (0,4-1 ekw.). Roztwdr mieszatem w 30°C od 1
godziny do 24 godzin. Do badan biologicznych produkty oczyscitem na analitycznym RP-
HPLC (wypetnienie kolumny C8 lub C18) i wyizolowatem w postaci soli amonowe;.
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[11.6.6 Synteza koniugatow FMR i dinukleotydowych analogéw TMG
kapow z guanozyna

11.6.6.1 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (1a-2’),
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Zwigzek la-2’ otrzymatem wg procedury ogolinej F wychodzac z 52 uL 11 mM roztworu MQ
soli amonowej 1-2’ (0,58 umol, 0,54 mg, 15 mOD) i 13,3 yL 50 mM roztworu DMSO 52 (1,2
ekw., 0,23 mg, 0,66 umol), dodajgc 8,7 uL 10 mM roztworu H,O/DMSO CuSO.-TBTA (0,15
ekw, 0,05 mg, 0,09 umol, 1:1, v/v) i 11,5 uyL 10 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,2 ekw,
0,02 mg, 0,12 umol) i rozcienczajgc 30 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajac 8,7 uL 10
mM roztworu Na;EDTA w MQ (0,15 ekw., 0,04 mg, 0,09 ymol) i dodajgc 50 yL H.O/DMSO
1:1, v/v. Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz
(gradient mocny). Otrzymatem 0,39 mg 1a-2’ soliamonowej (0,32 ymoli, 8,3 mOD, wyd. 55%);
Rt = 14,30 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z dla C42Hs52N16023P3" [M-H]" 1241,2610, zmierzone 1241,2656

11.6.6.2 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (1a-3’),

o] / 0
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Zwigzek la-3’ otrzymatem wg procedury ogoélnej F wychodzgc z 43 pL 13 mM roztworu MQ
soli amonowej 1-3’ (0,58 pmol, 0,54 mg, 15 mOD) i 13,3 yL 50 mM roztworu DMSO 52 (1,2
ekw., 0,23 mg, 0,66 ymol), dodajgc 8,7 uL 10 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-TBTA (0,15
ekw., 0,05 mg, 0,09 ymol, 1:1, v/v)i 11,5 uL 10 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,2 ekw.,
0,02 mg, 0,12 ymol) i rozcienczajac 30 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 8,7 pL 10
mM roztworu Na;EDTA w MQ (0,15 ekw., 0,04 mg, 0,09 umol) i dodajgc 50 yL H.O/DMSO
1:1, v/v. Produkt oczyScitem za pomocg analitycznego HPLC w odwroconym uktadzie faz
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(gradient mocny). Otrzymatem 0,53 mg 1a-3’ soli amonowej (0,43 pmol, 11,1 mOD, wyd.
74%); Rt = 14,01 min
HRMS (ESI-): obliczone m/z dla Cs2Hs2N16023P3" [M-H] 1241,2610, zmierzone 1241,2625

11.6.6.3 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’/3’-O-(o-HBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (1b-2’, 1b-3’),
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Zwigzki 1b-2’ i 1b-3’ otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzgc z 40 mg soli
amonowej 1-2’+3’ (43 ymol, 1113 mOD) i 172 pL 500 mM roztworu DMSO 54 (2 ekw., 20 mg,
86 pmol) dodajgc 120 yL 500 mM roztworu H.O MQ CuSO4-THPTA (1,5 ekw, 35,7 mg, 60
pmol, 1:1, v/iv) i 15,3 pL 50 mM roztworu MQ askorbinianmu sodu (1,5 ekw, 11,9 mg, 60 umol)
i rozcienczajgc 200 uL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 23,32 mg Na,EDTA (0,4 ekw,
60 umol). Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym ukfadzie faz
(gradient mocny). Otrzymatem 11,06 mg 1b-2’ soli amonowej (245 mOD, wyd. 22%) oraz
18,59 mg 1b-3’ soli amonowej (415 mOD, wyd. 37%)

Izomer 2’ (245 mOD, Rt = 15,27 min)
HRMS (ESI-) obliczone m/z 1181,2398 dla C4oH4sN16021P3" [M-H]- ; zmierzone 1181,2412

Izomer 3’ (415 mOD, Rt = 14,96 min)
HRMS (ESI-) obliczone m/z 1181,2398 dla C4oH4sN16021P3~ [M-H]- ; zmierzone 1181,2414

11.6.6.4 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (1c-2’),
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Zwigzek 1c-2’ otrzymatem wg procedury ogoélnej F wychodzgc z 70 uL 11 mM roztworu MQ
soli amonowej 1-2’ (0,72 mg, 0,77 umol, 20 mOD) i 18,4 pL 50 mM roztworu DMSO 54 (1,2
ekw., 0,22 mg, 0,92 ymol) dodajgc 3,1 uyL 100 mM roztworu H.O/DMSO CuSO,4-TBTA (0,4
ekw, 0,18 mg, 0,31 pmol, 1:1, v/v) i 15,3 pyL 50 mM roztworu MQ askorbinianmu sodu (1 ekw,
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0,15 mg, 0,77 ymol) i rozcienczajgc 70 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 31 pL 10
mM roztworu Na;EDTA w MQ (0,4 ekw, 0,11 mg, 0,31 pumol) i dodajgc 50 uL H,O/DMSO 1:1,
v/v. Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwroconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,87 mg 1c-2’ soli amonowej (0,57 ymol, 15,8 mOD, wyd. 61%); Rt =
14,26 min.

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1238,2977 dla C43HssN1702:P3s” [M-H], zmierzone 1238,2998

11.6.6.5 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (1c-3’),
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Zwigzek 1c-3’ otrzymatem wg procedury ogodinej F wychodzgc z 88 puL 13 mM roztworu MQ
soli amonowej 1-3’ (1,08 mg, 1,15 pmol, 30 mOD) i 27,6 yL 50 mM roztworu DMSO 54 (1,2
ekw., 0,33 mg, 1,38 umol), dodajgc 4,6 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO.-TBTA (0,4
ekw, 0,27 mg, 0,46 ymol, 1:1, v/v) i 23 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (1 ekw, 0,23
mg, 1,15 ymol) i rozcienczajgc 90 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 46 yL 10 mM
roztworu Na;EDTA w MQ (0,4 ekw, 0,17 mg, 0,46 pmol) i dodajgc 50 yL H,O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,87 mg 1c-2’ soli amonowej (70 umol, 19,3 mOD, wyd. 61%); Rt = 14,26
min.

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1238,2977 dla C3HssN1702:P3” [M-H], zmierzone 1238,2998

11.6.6.6 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(p-NHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
(1d-2%)
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Zwigzek 1d-2’ otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzac z 75 pL 3,3 mM roztworu
MQ soli amonowej 1-2’ (0,23 mg, 0,25 pymol, 6,5 mOD) i 4,5 yL 100 mM roztworu DMSO 55
(1,8 ekw., 0,12 mg, 0,45 pmol), dodajgc 2 yL 50 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,4
ekw., 0,06 mg, 0,10 ymol, 1:1, v/v) i 5 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (1 ekw., 0,05
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mg, 0,25 pymol) i rozcienczajgc 80 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 10 yL 10 mM
roztworu Na;EDTA w MQ (0,4 ekw., 0,04 mg, 0,10 pmol) i dodajgc 70 uL H.O/DMSO 1:1, viv.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,24 mg 1d-2’ soli amonowej (0,20 pmol, 5,2 mOD, wyd. 80%); Rt =
17,10 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1210,2300 dla CsoH7N1702:P3" [M-H]", zmierzone 1210,2305

111.6.6.7 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(p-NHBI metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
(1d-3%)
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Zwigzek 1d-3’ otrzymatem wg procedury ogdlinej F wychodzac z 75 yL 3,3 mM roztworu
MQ soli amonowej 1-3’ (0,23 mg, 0,25 pmol, 6,5 mOD) i 4,5 uL 100 mM roztworu DMSO 55
(1,8 ekw., 0,12 mg, 0,45 pmol), dodajgc 2 uL 50 mM roztworu H,O/DMSO CuSO,4-TBTA (0,4
ekw., 0,06 mg, 0,10 umol, 1:1, v/v) i 5 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (1 ekw., 0,05
mg, 0,25 umol) i rozcienczajgc 80 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 10 yL 10 mM
roztworu Na;EDTA w MQ (0,4 ekw., 0,04 mg, 0,10 ymol) i dodajgc 70 yL H.O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,28 mg 1d-3’ soli amonowej (0,23 pymol, 6,1 mOD, wyd. 94%); Rt =
17,20 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1210,2300 dla C4oH47N17022P3" [M-H]", zmierzone 1210,2304

11.6.6.8 P1-(N?N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(DMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (1e-2’),

H”)t I“
N ) O-IIB-(JJ;-(}-II!-O J\NH

0
OH  NHS NH,* m

OA\NH

N
N o]
L
N -
7 1

Zwigzek 1e-2’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzgc z 50 pL 9 mM roztworu MQ
soli amonowej 1-2’ (0,43 mg, 0,46 umol, 12 mOD) i 18 yL 50 mM roztworu DMSO 56 (2 ekw.,
0,24 mg, 0,09 pymol), dodajgc 2,3 uyL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO.-TBTA (0,5 ekw.,
0,14 mg, 0,02 pmol, 1:1, v/v) i 9,2 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (1 ekw., 0,09
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mg, 0,05 umol) i rozcienczajgc 100 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 23 yL 10 mM
roztworu Na;EDTA w MQ (0,5 ekw., 0,08 mg, 0,02 pmol) i dodajgc 70 uL H.O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,28 mg 1e-2’ soli amonowej (0,24 pmol, wyd. 51%); Rt = 18,45 min
HRMS (ESI-): obliczone m/z 1208,2871 dla C42Hs3N17020P3" [M-H], zmierzone 1208,2873

11.6.6.9 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(ACVJ-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (1f-2’),
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Zwigzek 1f-2’ otrzymatem wg procedury ogoinej F wychodzgc z 70 pL 11 mM roztworu MQ
soli amonowej 1-2’ (0,72 mg, 0,77 pmol, 20 mOD) i 17,6 yL 50 mM roztworu DMSO 60 (1,2
ekw., 0,27 mg, 0,88 uymol), dodajgc 11,5 uL 10 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-TBTA (0,15
ekw, 0,05 mg, 0,11 pmol, 1:1, v/v)i 15,3 yL 10 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,2 ekw.,
0,02 mg, 0,15 pmol) i rozcienczajgc 70 uL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 15 uL 10
mM roztworu Na;EDTA w MQ (0,2 ekw., 0,06 mg, 0,15 pmol) i dodajgc 70 uL H>O/DMSO 1:1,
v/v. Produkt oczyscitem za pomoca analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
supermocny). Otrzymatem 0,76 mg 1f-2’ soli amonowej (0,61 pmol, 19,1 mOD, wyd. 79%); Rt
= 16,80 min.

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1246,3028 dla C4sHssN17020P3” [M-H]", zmierzone 1246,3061

11.6.6.10 P1-(N%,N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(ACVJ-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (1f-3’),
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Zwigzek 1f-3’ otrzymatem wg procedury ogéinej F wychodzgc z 43 pL 13 mM roztworu MQ
soli amonowej 1-3’ (0,54 mg, 0,58 uymol, 15 mOD) i 13,3 pL 50 mM roztworu DMSO 60 (1,2
ekw., 0,20 mg, 0,66 umol), dodajgc 8,7 uL 10 mM roztworu H.O/DMSO CuSO4-TBTA (0,15
ekw, 0,05 mg, 0,09 ymol, 1:1, v/v) i 11,5 yL 10 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,2 ekw,
0,02 mg, 0,12 ymol) i rozcienczajac 70 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 9 uL 10 mM
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roztworu Na;EDTA w MQ (0,2 ekw., 0,04 mg, 0,09 pmol) i dodajgc 70 uyL H.O/DMSO 1:1, viv.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
supermocny). Otrzymatem 0,61 mg 1f-3’ soli amonowej (0,49 umol, 15,4 mOD, wyd. 85%); Rt
= 16,07 min.

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1246,3028 dla CsHssN17020P3” [M-H]", zmierzone 1246,3039

111.6.6.11 P1-(5’-tio-N? N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
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Zwigzek 2a-2’ otrzymatem wg procedury ogdélnej F wychodzgc z 49 uL 11 mM roztworu MQ
soli amonowej 2-2’ (0,52 mg, 0,54 pmol, 14,1 mOD) i 5,4 yL 100 mM roztworu DMSO 52 (0,16
mg, 0,54 ymol, 1 ekw.), dodajac 1,1 yL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO.-THPTA (0,2 ekw,
0,06 mg, 0,11 ymol, 1:2, v/v) i 4,3 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,4 ekw., 0,04
mg, 0,22 umol) i rozcienczajgc 25 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 11 yL 10 mM
roztworu Na,EDTA w MQ (0,2 ekw., 0,04 mg, 0,11 ymol) i dodajgc 50 yL H.O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,59 mg 2a-2’ soli amonowej (0,47 ymol, 12,4 mOD, wyd. 88%); Rt =
14,02 min.

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1257,2381 dla C42Hs52N16022P3S™ [M-H]', zmierzone 1257,2392

111.6.6.12 P1-(5’-tio-N?,N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
(2a-3’)
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Zwigzek 2a-3’ otrzymatem wg procedury ogoélnej F wychodzgc z 32 yL 17 mM roztworu MQ
soli amonowej 2-3’ (0,52 mg, 0,54 ymol, 14,2 mOD) i 5,4 yL 100 mM roztworu DMSO 52 (0,16
mg, 0,54 ymol, 1 ekw.), dodajgc 1,1 yL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,2 ekw.
0,06 mg, 0,11 pmol, 1:2, v/v) i 4,3 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,4 ekw., 0,04
mg, 0,22 pymol) i rozcienczajgc 25 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 11 yL 10 mM
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roztworu Na;EDTA w MQ (0,2 ekw., 0,04 mg, 0,11 ymol) i dodajgc 50 yL H.O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,53 mg 2a-3’ soli amonowej (0,42 ymol, 11,1 mOD, wyd. 78%); Rt =
12,96 min.

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1257,2381 dla C42Hs2N16022P3S™ [M-H]", zmierzone 1257,2398

11.6.6.13 P1-(N%N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P4-(2’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) tetrafosforan,
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Zwigzek 5a-2’ otrzymatem wg procedury ogdélnej F wychodzgc z 16 pyL 38 mM roztworu MQ
soli amonowej 5-2’ (0,63 mg, 0,61 pmol, 15,9 mOD) i 24,4 uL 50 mM roztworu DMSO 52 (0,37
mg, 1,20 umol, 2 ekw.), dodajgc 6,1 uL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO,4-THPTA (0,4 ekw.,
0,14 mg, 0,24 pymol, 1:2, v/iv) i 12,2 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (1 ekw, 0,12
mg, 0,61 umol) i rozcienczajgc 25 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 24 yL 10 mM
roztworu Na;EDTA w MQ (0,4 ekw., 0,09 mg, 0,24 ymol) i dodajgc 50 yL H.O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,18 mg 5a-2’ soli amonowej (0,13 pymol, 3,50 mOD, wyd. 22%); Rt =
13,07 min.

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1321,2273 dla C42Hs3N16026P4” [M-H]", zmierzone 1321,2271

11.6.6.14 P1-(N%,N2N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P4-(3’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) tetrafosforan,
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Zwigzek 5a-3’ otrzymatem wg procedury ogoélnej F wychodzgc z 25 pyL 38 mM roztworu MQ
soli amonowej 5-3’ (0,98 mg, 0,95 umol, 24,8 mOD) i 38 yL 50 mM roztworu DMSO 52 (0,57
mg, 1,90 umol, 2 ekw.), dodajgc 9,5 pL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,4 ekw.,
0,23 mg, 0,38 pymol, 1:2, v/v) i 19 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (1 ekw., 0,19 mg,
0,95 ymol) i rozcienczajgc 25 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajac 38 yL 10 mM roztworu
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Na;EDTA w MQ (0,4 ekw., 0,14 mg, 0,38 ymol) i dodajgc 50 uL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt

oczys$citem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym ukfadzie faz (gradient mocny).

Otrzymatem 0,25 mg 5a-3’ soli amonowej (0,19 pmol, 5,0 mOD, wyd. 20%); Rt = 12,86 min.
HRMS (ESI-): obliczone m/z 1321,2273 dla C42Hs3N16026P4" [M-H], zmierzone 1321,2269

11.6.6.15 P1-(N%N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P4-(2’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) tetrafosforan,
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Zwigzek 5c-2’ otrzymatem wg procedury ogdélnej F wychodzgc z 16 pyL 38 mM roztworu MQ
soli amonowej 5-2’ (0,63 mg, 0,61 pmol, 15,9 mOD) i 24,4 yL 50 mM roztworu DMSO 54 (0,37
mg, 1,20 umol, 2 ekw.), dodajgc 6,1 uL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO,4-THPTA (0,4 ekw.,
0,14 mg, 0,24 pymol, 1:2, v/iv) i 12,2 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (1 ekw, 0,12
mg, 0,61 umol) i rozcienczajgc 25 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 24 yL 10 mM
roztworu Na;EDTA w MQ (0,4 ekw., 0,09 mg, 0,24 ymol) i dodajgc 50 yL H.O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,31 mg 5c-2’ soli amonowej (0,24 ymol, 6,5 mOD, wyd. 39%); Rt =
13,86 min.

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1318,2640 dla C3Hs6N17024P4” [M-H]", zmierzone 1318,2638

11.6.6.16 P1-(N%,N2N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P4-(3’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) tetrafosforan,
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Zwigzek 5c¢-3’ otrzymatem wg procedury ogoélnej F wychodzgc z 25 pL 38 mM roztworu MQ
soli amonowej 5-3’ (0,98 mg, 0,95 umol, 24,8 mOD) i 38 yL 50 mM roztworu DMSO 54 (0,57
mg, 1,90 umol, 2 ekw.), dodajgc 9,5 pL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,4 ekw.,
0,23 mg, 0,38 pymol, 1:2, v/v) i 19 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (1 ekw., 0,19 mg,
0,95 ymol) i rozcienczajgc 25 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajac 38 yL 10 mM roztworu
Na;EDTA w MQ (0,4 ekw., 0,14 mg, 0,38 umol) i dodajgc 50 uL H,O/DMSO 1:1, v/v. Produkt
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oczys$citem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym ukfadzie faz (gradient mocny).
Otrzymatem 0,30 mg 5c¢-3’ soli amonowej (0,23 pmol, 6,3 mOD, wyd. 24%); Rt = 13,81 min
HRMS (ESI-): obliczone m/z 1318,2640 dla C43HssN17024P4 [M-H], zmierzone 1318,2637

11.6.6.17 P1-(N%N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(DMHBI-etylo-1H-1,2,3-
triazolo-4-ylo)-metylokarbamoilo)-5’-tioguanozyn-5’-ylo) trifosforan,
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Zwigzek 7a-2’ otrzymatem wg procedury ogdinej G wychodzac z 85 uL 4,7 mM roztworu
MQ soli amonowej 7-2’ (0,37 mg, 0,40 ymol, 10,4 mOD) i 12 yL 50 mM roztworu DMSO 57
(0,20 mg, 0,60 pmol, 1,5 ekw.), dodajgc 2 pL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO.-THPTA (0,2
ekw., 0,05 mg, 0,08 umol, 1:2, v/v) i 3,2 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,4 ekw.,
0,03 mg, 0,16 pmol) i rozcienczajgc 40 uyL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 8 yL 10 mM
roztworu Na;EDTA w MQ (0,2 ekw., 0,03 mg, 0,08 ymol) i dodajgc 40 yL H.O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,32 mg 7a-2’ soli amonowej (0,25 pymol, 6,6 mOD, wyd. 63%); Rt =
13,16 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1257,2381 dla C42Hs2N16022P3S™ [M-H]', zmierzone 1257,2394

111.6.6.18 P1-(N%,N2N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(DMHBI-etylo-1H-1,2,3-
triazolo-4-ylo)-metylokarbamoilo)-5’-tioguanozyn-5’-ylo) trifosforan,
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Zwigzek 7a-3’ otrzymatem wg procedury ogélnej G wychodzgc z 68 pL 5,9 mM roztworu
MQ soli amonowej 7-3’ (0,37 mg, 0,40 ymol, 10,4 mOD) i 12 yL 50 mM roztworu DMSO 57
(0,20 mg, 0,60 umol, 1,5 ekw.), dodajac 2 yL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,2
ekw. 0,05 mg, 0,08 ymol, 1:2, v/v) i 3,2 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,4 ekw.,
0,03 mg, 0,16 ymol) i rozcienczajac 40 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 8 uL 10 mM
roztworu Na;EDTA w MQ (0,2 ekw, 0,03 mg, 0,08 umol) i dodajgc 40 uL H,O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
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mocny). Otrzymatem 0,42 mg 7a-3’ soli amonowej (0,33 pmol, 8,7 mOD, wyd. 83%); Rt =
13,26 min
HRMS (ESI-): obliczone m/z 1257,2381 dla C42Hs52N16022P3S™ [M-H]", zmierzone 1257,2396

11.6.6.19 P1-(N?,N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(0o-HBI-etylo-1H-1,2,3-triazolo-
4-ylo)-metylokarbamoilo)-5’-tioguanozyn-5’-ylo) trifosforan,
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Zwigzek 7b-2’ otrzymatem wg procedury ogdlnej G wychodzac z 85 pL 4,7 mM roztworu
MQ soli amonowej 7-2’ (0,37 mg, 0,40 ymol, 10,4 mOD) i 12 yL 50 mM roztworu DMSO 58
(0,16 mg, 0,60 pmol, 1,5 ekw.), dodajgc 2 pL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO.-THPTA (0,2
ekw, 0,05 mg, 0,08 pmol, 1:2, v/v) i 3,2 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,4 ekw.,
0,03 mg, 0,16 pmol) i rozcienczajgc 40 uyL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 8 yL 10 mM
roztworu Na;EDTA w MQ (0,2 ekw., 0,03 mg, 0,08 ymol) i dodajgc 40 yL H.O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomoca analitycznego HPLC w odwrdco-nym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,25 mg 7b-2’ soli amonowej (0,21 ymol, 5,5 mOD, wyd. 53%); Rt =
14,49 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1197,2170 dla C4oHsN16020P3sS™ [M-H]', zmierzone 1197,2189

11.6.6.20 P1-(N%,N2 N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(0o-HBI-etylo-1H-1,2,3-triazolo-
4-ylo)-metylokarbamoilo)-5’-tioguanozyn-5’-ylo) trifosforan,
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Zwigzek 7b-3’ otrzymatem wg procedury ogdinej G wychodzac z 68 uL 5,9 mM roztworu
MQ soli amonowej 7-3’ (0,37 mg, 0,40 ymol, 10,4 mOD) i 12 yL 50 mM roztworu DMSO 58
(0,16 mg, 0,60 umol, 1,5 ekw.), dodajac 2 yL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,2
ekw., 0,05 mg, 0,08 umol, 1:2, v/v) i 3,2 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,4 ekw.,
0,03 mg, 0,16 ymol) i rozcienczajac 40 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 8 uL 10 mM
roztworu Na,EDTA w MQ (0,2 ekw., 0,03 mg, 0,08 umol) i dodajgc 40 yL H.O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
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mocny). Otrzymatem 0,40 mg 7b-3’ soli amonowej (0,34 pmol, 8,8 mOD, wyd. 84%); Rt =
14,60 min
HRMS (ESI-): obliczone m/z 1197,2170 dla C4oH4sN16020P3S™ [M-H]", zmierzone 1197,2185

111.6.6.21 P1-(N%N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(N1-(DMHBI-etylo-1H-1,2,3-triazolo-
4-ylo)-metyloguanozyn-5’-ylo)  trifosforan,
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Zwigzek 9a otrzymatem wg procedury ogdinej G wychodzac z 25 uL 36,7 mM roztworu MQ
soli amonowej 9 (0,80 mg, 0,90 umol, 24,0 mOD) i 10 yL 100 mM roztworu DMSO 57 (0,33
mg, 1,00 umol, 1,1 ekw.), dodajgc 1,8 uL 100 mM roztworu H.O/DMSO CuSO.-THPTA (0,2
ekw., 0,07 mg, 0,37 umol, 1:2, v/v) i 7,3 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,4 ekw.,
0,07 mg, 0,37 ymol) i rozcienczajgc 30 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 18 pyL 10
mM roztworu Na,EDTA w MQ (0,2 ekw., 0,07 mg, 0,18 umol) i dodajgc 40 uL H.O/DMSO 1:1,
v/v. Produkt oczyscitem za pomoca analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,53 mg 9a soli amonowej (0,44 ymol, 11,5 mOD, wyd. 48%); Rt = 13,95
min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1198,2551 dla C41Hs51N15022P3” [M-H]", zmierzone 1198,2566

111.6.6.22 P1-(N%,N2 N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(N1-(o-HBl-etylo-1H-1,2,3-triazolo-
4-ylo)-metyloguanozyn-5’-ylo)  trifosforan,
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Zwigzek 9b otrzymatem wg procedury ogélnej G wychodzac z 25 uL 36,7 mM roztworu MQ
soli amonowej 9 (0,80 mg, 0,90 umol, 24,0 mOD) i 10 yL 100 mM roztworu DMSO 58 (0,27
mg, 1,00 umol, 1,1 ekw.), dodajgc 1,8 yL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO.,-THPTA (0,2
ekw., 0,07 mg, 0,37 umol, 1:2, v/v) i 7,3 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,4 ekw.,
0,07 mg, 0,37 umol) i rozcienczajgc 55 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 18 uL 10
mM roztworu Na,;EDTA w MQ (0,2 ekw., 0,07 mg, 0,18 pmol) i dodajgc 40 uL H>,O/DMSO 1:1,
v/v. Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,95 mg 9b soli amonowej (0,83 umol, 21,8 mOD, wyd. 91%); Rt = 14,34
min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1138,2340 dla C3sH47N15020P3" [M-H]", zmierzone 1138,2349
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11.6.6.23 P1-(N%N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(8-dimetyloaminofenylo-N'metylo-

guanozyn-5’-ylo) trifosforan, (20)
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Zwigzek TMGpppm’G&MAP (10) otrzymatem w reakcji TMGDP-Im (8,0 mg, 0,014 mmol)
oraz m’GMP®MAP (10 mg, 0,014 mmol) w DMF w obecnosci ZnCl,. Produkt oczyscitem za
pomocg semi-preparatywnego HPLC w odwréconym ukfadzie faz. Otrzymatem 5,8 mg soli
amonowej (6.0 ymoli, 160 mOD, wyd. 43%); Rt = 13,45 min

'H NMR (500 MHz, D;0O) = 7.47 (d, J=8.6, 2H4), 6.98 (d, J=8.7, 2Ha), 5.96 (d, J=4.1, 1H,
H-1'), 5.64 (d, J=5.6, 1H, H1"), 5.24 (t, J=5.7, 1H, H-2'), 4.61 (td, J=6.2, 4.9, 4.1, 2H, H-2', H-
3'),4.45 (t, 3=4.7, 1H, H-3"), 4.35 (m, 3H, H-4', H-5'), 4.22 (m, 3H, H-4', H-5'), 4.11 (s, 3H, CH3),
4.00 (s, 3H, CHs), 3.15 (s, 6H, 2xCH3s), 3.07 (s, 6H, 2xCHs).

31p NMR (202 MHz, D20) & = -10.44-(-10.71) (m, 2P), -22.21 (t, J=19.1, 1P).

HRMS (ESI-): obliczone m/z 962,20059 dla C32H3N11018P3" [M-H], zmierzone 962,2016

11.6.6.24 P1-(2’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)-N? N2 N’-
trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
(8a-2’)
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Zwigzek 8a-2’ otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzac z 73 uL 5,5 mM roztworu
MQ soli amonowej 8-2’ (0,38 mg, 0,40 pmol, 10,4 mOD) i 12 yL 50 mM roztworu DMSO 52
(0,18 mg, 0,60 umol, 1,5 ekw.), dodajgc 2 pL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO.-THPTA (0,2
ekw., 0,05 mg, 0,08 umol, 1:2, v/v) i 3,2 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,4 ekw.,
0,03 mg, 0,16 ymol) i rozcienczajgc 35 uyL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 8 uL 10 mM
roztworu Na,EDTA w MQ (0,2 ekw., 0,03 mg, 0,08 umol) i dodajgc 40 yL H.O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,17 mg 8a-2’ soli amonowej (0,14 pymol, 3,6 mOD, wyd. 34%); Rt =
14,05 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1241,2609 dla C42Hs2N16023P3" [M-H], zmierzone 1241,2630
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11.6.6.25 P1-(3’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)-N? N2 N’-
trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(guanozyn-5’-ylo) trifosforan,

(8a-3’)
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Zwigzek 8a-3’ otrzymatem wg procedury ogélnej F wychodzac z 66 yL 6,1 mM roztworu
MQ soli amonowej 8-3’ (0,38 mg, 0,40 pmol, 10,4 mOD) i 12 yL 50 mM roztworu DMSO 52
(0,18 mg, 0,60 pmol, 1,5 ekw.), dodajgc 2 pL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO.-THPTA (0,2
ekw., 0,05 mg, 0,08 ymol, 1:2, v/v) i 3,2 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,4 ekw.
0,03 mg, 0,16 pmol) i rozcienczajgc 35 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 8 yL 10 mM
roztworu Na;EDTA w MQ (0,2 ekw., 0,03 mg, 0,08 pmol) i dodajgc 40 uL H.O/DMSO 1:1, v/v.
Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,18 mg 8a-3’ soli amonowej (0,14 ymol, 3,8 mOD, wyd. 36%); Rt =
13,76 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1241,2609 dla C42Hs2N16023P3” [M-H], zmierzone 1241,2634

111.6.6.26P1-(2’-O-(0-HBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoil0)-N? N2 N'-
trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
(8b-2%)
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Zwigzek 8b-2’ otrzymatem wg procedury ogélnej F wychodzac z 73 pL 5,5 mM roztworu
MQ soli amonowej 8-2’ (0,38 mg, 0,40 pymol,10,4 mOD) i 12 pyL 50 mM roztworu DMSO 53
(0,14 mg, 0,60 pmol, 1,5 ekw.), dodajgc 2 pL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA
(0,05 mg, 0,08 umol, 1:2, v/v) i 3,2 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,03 mg, 0,16
pumol) i rozcienczajgc 70 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 8 yL 10 mM roztworu
NaEDTA w MQ (0,03 mg, 0,08 ymol) i dodajac 50 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem
0,25 mg 8b-2’ soli amonowej (0,21 ymol, 5,6 mOD wyd. 52%); Rt = 14,22 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1181,2398 dla C4oH4sN1602:P3” [M-H], zmierzone 1181,2430

.
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111.6.6.27P1-(3’-O-(0o-HBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoil0)-N? N? N’-
trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
(8b-3’)
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Zwigzek 8b-3’ otrzymatem wg procedury ogdinej F wychodzac z 66 yL 6,1 mM roztworu
MQ soli amonowej 8-3’ (0,38 mg, 0,40 ymol, 10,4 mOD) i 12 yL 50 mM roztworu DMSO 53
(0,14 mg, 0,60 umol, 1,5 ekw.), dodajac 2 pL 40 mM roztworu H.O/DMSO CuSOs,-THPTA
(0,05 mg, 0,08 pmol, 1:2, v/v)i 3,2 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,03 mg, 0,16
pMmol) i rozciehczajgc 70 uL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 8 yL 10 mM roztworu
Na:EDTA w MQ (0,03 mg, 0,08 umol) i dodajgc 50 uL H,O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwroconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem
0,40 mg 8b-3’ soli amonowej (0,34 umol, 8,8 mOD, wyd. 84%); Rt = 13,76 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1181,2398 dla C4oH4sN16021P3” [M-H], zmierzone 1181,2423

[11.6.7Synteza koniugatow FMR i dinukleotydowych analogéow TMG
kapow z guanozyng modyfikowane w mostku fosforanowym

111.6.7.1 P1-(N?>,N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-

triazo-lo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) 2,3-metylenotrifosforan,
(3a-2%)
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Zwigzek 3a-2’ otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzgc z 65 yL 4,2 mM roztworu
MQ soli amonowej 3-2’ (0,26 mg, 0,27 ymol, 7,1 mOD) i 6,6 yL 50 mM roztworu DMSO 22
(0,10 mg, 0,33 pymol, 1,2 ekw.), dodajgc 1,1 yL 50 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA
(0,03 mg, 0,05 ymol, 1:2, v/v)i 5,5 uL 20 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,02 mg, 0,11
umol) i rozcienczajgc 65 yL DMSO. Reakcje zakonczytlem dodajgc 5 yL 10 mM roztworu
NaEDTA w MQ (0,02 mg, 0,06 ymol) i dodajac 40 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem
0,30 mg 3a-2’ soli amonowe;j (0,25 ymol, 6,4 mOD, wyd. 90%); Rt = 13,54 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1239,2817 dla C3Hs4N16022P3" [M-H], zmierzone 1239,2819
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111.6.7.2 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) 2,3-metylenotrifosforan,
(3a-3)
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Zwigzek 3a-3’ otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzgc z 65 yL 6 mM roztworu MQ
soli amonowej 3-3’ (0,37 mg, 0,39 ymol, 10,2 mOD) i 9,4 yL 50 mM roztworu DMSO 22 (0,139
mg, 0,47 umol, 1,2 ekw.), dodajgc 1,6 uL 50 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,046
mg, 0,08 umol, 1:2, v/v)i 1,6 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,031 mg, 0,16 umol)
i rozcienczajgc 65 uL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajac 8 uL 10 mM roztworu Na;EDTA
w MQ (0,03 mg, 0,08 ymol) i dodajgc 40 yL H>O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem za
pomocg analitycznego HPLC w odwroconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,24
mg 3a-3’ soli amonowej (0,19 pmol, 5 mOD, wyd. 49%); Rt = 13,51 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1239,2817 dla C3Hs4N16022P3” [M-H]", zmierzone 1239,2823

111.6.7.3 P1-(N?,N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) 2,3-metylenotrifosforan,
(3c-2’)
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Zwigzek 3c-2’ otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzac z 65 uL 4,2 mM roztworu
MQ soli amonowej 3-2’ (0,26 mg, 0,27 ymol, 7,0 mOD) i 6,6 pL 50 mM roztworu DMSO 54
(0,10 mg, 0,33 pymol, 1,2 ekw.), dodajgc 1,1 uyL 50 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA
(0,03 mg, 0,05 ymol, 1:2, v/v)i 5,5 yL 20 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,02 mg, 0,11
pumol) i rozcienczajgc 65 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 5 yL 10 mM roztworu
NaEDTA w MQ (0,02 mg, 0,06 ymol) i dodajac 40 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem
0,14 mg 3c-2’ soli amonowe;j (0,11 umol, 3,1 mOD, wyd. 42%); Rt = 14,64 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1236,3184 dla C4sHs7N17020P3" [M-H], zmierzone 1236,3191
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111.6.7.4 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) 2,3-metylenotrifosforan,
(3c-3)
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Zwigzek 3c-3’ otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzgc z 65 pL 6 mM roztworu MQ
soli amonowej 3-3’ (0,37 mg, 0,39 ymol, 10,2 mOD) i 9,4 yL 50 mM roztworu DMSO 54 (0,139
mg, 0,47 umol, 1,2 ekw.), dodajgc 1,6 uL 50 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,046
mg, 0,08 umol, 1:2, v/v)i 1,6 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,031 mg, 0,16 umol)
i rozcienczajgc 65 uL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajac 8 uL 10 mM roztworu Na;EDTA
w MQ (0,03 mg, 0,08 ymol) i dodajgc 40 yL H>O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem za
pomocg analitycznego HPLC w odwroconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,16
mg 3c-3’ soli amonowej (0,13 pymol, 3,5 mOD, wyd. 33%); Rt = 13,51 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1236,3184 dla C44Hs7N17020P3” [M-H]", zmierzone 1236,3184

[11.6.8Synteza koniugatow FMR i dinukleotydowych analogéw TMG
kapow z adenozyna

11.6.8.1 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)adenozyn-5’-ylo) trifosforan,
(4a-2’)
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Zwigzek 4a-2’ otrzymatem wg procedury ogoélnej F wychodzgc z 45 pL 53 mM roztworu MQ
soli amonowej 4-2’ (2,20 mg, 2,38 uymol, 69 mOD) i 76,2 yL 50 mM roztworu DMSO 52 (1,14
mg, 3,8 umol, 1,6 ekw.), dodajac 23,8 uL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,57
mg, 0,95 ymol, 1:2, v/v) i 47,6 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,47 mg, 2,38 umol)
i rozcienczajac 65 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 95 pL 10 mM roztworu NaEDTA
w MQ (0,35 mg, 0,95 pymol) i dodajgc 80 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyScitem za
pomoca analitycznego HPLC w odwréconym ukfadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 1,78
mg 4a-2’ soli amonowej (1,45 pmol, 42 mOD, wyd. 61%); Rt = 13,75 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1225,2660 dla C42Hs2N16022P3" [M-H], zmierzone 1225,2661
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11.6.8.2 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)adenozyn-5’-ylo) trifosforan,
(4a-3’)
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Zwigzek 4a-3’ otrzymatem wg procedury ogdinej F wychodzgc z 40 uL 66 mM roztworu MQ
soli amonowej 4-3’ (2,49 mg, 2,65 pymol, 77 mOD) i 106 yL 50 mM roztworu DMSO 52 (1,59
mg, 5,3 umol, 2 ekw.), dodajgc 26,5 uL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO,4-THPTA (0,63 mg,
1,06 pymol, 1:2, v/v) i 53 pL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,52 mg, 2,65 ymol) i
rozcienczajgc 65 L DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 106 uL 10 mM roztworu Na;EDTA
w MQ (0,39 mg, 1,06 pymol) i dodajgc 80 yL H>O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem za
pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 2,50
mg 4a-3’ soli amonowej (2,04 ymol, 59 mOD, wyd. 77%); Rt = 13,86 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1225,2660 dla C42Hs2N16022P3" [M-H], zmierzone 1225,2669

111.6.8.3 P1-(N?N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)adenozyn-5’-ylo) trifosforan,
(4c-2’)
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Zwigzek 4c¢-2’ otrzymatem wg procedury ogolinej F wychodzgc z 45 pyL 53 mM roztworu MQ
soli amonowej 4-2’ (2,20 mg, 2,38 uymol, 69 mOD) i 76,2 yL 50 mM roztworu DMSO 54 (1,14
mg, 3,8 umol, 1,6 ekw.), dodajgc 23,8 pL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,57
mg, 0,95 ymol, 1:2, v/v) i 47,6 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,47 mg, 2,38 umol)
i rozcienczajgc 65 uyL DMSO. Reakcje zakohczytem dodajgc 95 pL 10 mM roztworu Na>EDTA
w MQ (0,35 mg, 0,95 pymol) i dodajgc 80 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyScitem za
pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 1,89
mg 4c-2’ soli amonowej (0,015 pmol, 46 mOD, wyd. 65%); Rt = 14,68 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1222,3028 dla C3HssN17020P3™ [M-H], zmierzone 1222,3041
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11.6.8.4 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)adenozyn-5’-ylo) trifosforan,
(4c-3’)
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Zwigzek 4c-3’ otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzgc z 40 uL 66 mM roztworu MQ
soli amonowej 4-3’ (2,49 mg, 2,65 pymol, 77 mOD) i 106 yL 50 mM roztworu DMSO 54 (1,59
mg, 5,3 umol, 2 ekw.), dodajgc 26,5 uL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO,4-THPTA (0,63 mg,
1,06 pymol, 1:2, v/v) i 53 pL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,52 mg, 2,65 ymol) i
rozcienczajgc 65 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 106 uL 10 mM roztworu Na;EDTA
w MQ (0,39 mg, 1,06 ymol) oraz 80 yL H>O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem za pomocg
analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,97 mg 4c-
3’ soli amonowej z ok. 11% zawartos$cig izomeru 2’ (0,80 pmol, 23,5 mOD, wyd. 30%); Rt =
14,63 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1222,3028 dla C43HssN17020P3™ [M-H]", zmierzone 1222,3037

11.6.8.5 P1-(N?N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P4-(2’+3’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)adenozyn-5’-ylo) tetrafosforan,
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Zwigzek 6a otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzgc z 33 pL 40 mM roztworu MQ
soli amonowej 6 (1,39 mg, 1,38 ymol, 40 mOD) i 33 yL 50 mM roztworu DMSO 52 (0,50 mg,
1,66 pymol, 1,3 ekw.), dodajgc 14 yL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,33 mg,
0,55 ymol, 1:2, v/v) i 28 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,27 mg, 1,38 ymol) i
rozcienczajgc 50 uyL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 106 L 10 mM roztworu Na;EDTA
w MQ (0,19 mg, 0,55 pymol) i dodajgc 80 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyScitem za
pomoca analitycznego HPLC w odwréconym ukfadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,92
mg 6a soli amonowej (0,71 pmol, 20,4 mOD, wyd. 51%, mix izomeréw 2’ i 3’); Rt = 13,09 min
(izomer 2’) oraz 13,23 min (izomer 3’)

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1305,2330 dla C42Hs3N16025P4” [M-H], zmierzone 1305,2329
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11.6.8.6 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P4-(2’+3’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)adenozyn-5’-ylo) tetrafosforan,
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Zwigzek 6¢ otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzac z 33 uL 40 mM roztworu MQ
soli amonowej 6 (1,39 mg, 1,38 ymol, 40 mOD) i 33 yL 50 mM roztworu DMSO 54 (0,49 mg,
1,66 umol, 1,3 ekw.), dodajgc 14 pyL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,33 mg,
0,55 pmol, 1:2, v/v) i 28 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,27 mg, 1,38 pymol) i
rozcienczajgc 50 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 106 uL 10 mM roztworu Na;EDTA
w MQ (0,19 mg, 0,55 pymol) i dodajgc 80 yL H>O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem za
pomocg analitycznego HPLC w odwroconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 1,01
mg 6c¢ soli amonowej (0,78 uymol, 22,9 mOD wyd. 56%, mix izomeréw 2’ i 3’); Rt = 13,83 min
(obaizomery)

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1302,2691 dla C43Hs6N17023P4” [M-H]", zmierzone 1302,2699

[11.6.9 Synteza koniugatow FMR i tetranukleotydowych analogéow
TMG kapu

11.6.9.1 P1-(N2,N2 N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-((2’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)adenozyno-3’,5’-fosforano-2’-O-metylourydy-
no-3’,5-fosforano-2’-O-metyloadenozy-5’-ylo) trifosforan,
(11a-2’)
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Zwigzek 11a-2’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzgc z 70 pyL 7,8 mM roztworu
MQ soli amonowej 11-2’ (0,87 mg, 0,55 pymol, 25,1 mOD) i 14 pL 50 mM roztworu DMSO 52
(0,21 mg, 0,70 pmol, 1,3 ekw.), dodajgc 30 uL 10 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA
(0,5 ekw., 0,18 mg, 0,30 pymol, 1:2, v/v) i 30 yL 20 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (1 ekw.,
0,12 mg, 0,60 ymol) i rozciehczajgc 45 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 30 yL 10
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mM roztworu Na,EDTA w MQ (0,5 ekw., 0,11 mg, 0,30 umol) i dodajgc 50 uL H.O/DMSO 1:1,
v/v. Produkt oczyscitem za pomoca analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,84 mg 11a-2’ soli amonowej (0,44 ymol, 20,3 mOD, wyd. 81%); Rt =
13,95 min

HRMS (ES|-)Z obliczone m/z 943,6839 dla CesH78N23036P52' [M-ZH]Z', zmierzone 943,6855

111.6.9.2 P1-(N?N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-((3’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)adenozyno-3’,5’-fosforano-2’-O-metyloury-
dyno-3’,5’-fosforano-2’-O-metyloadenozy-5’-ylo) trifosforan,
(11a-3’)
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Zwigzek 11a-3’ otrzymatem wg procedury ogdinej F wychodzgc z 30 pL 7,8 mM roztworu
MQ soli amonowej 11-3’ (0,37 mg, 0,235 umol, 10,8 mOD) i 6 yL 50 mM roztworu DMSO 52
(0,090 mg, 0,30 umol, 1,3 ekw.), dodajgc 14,1 uL 10 mM roztworu H,O/DMSO CuSO,-THPTA
(0,6 ekw., 0,084 mg, 0,14 umol, 1:2, v/v) i 14,1 yL 20 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (1,2
ekw., 0,056 mg, 0,28 umol) i rozcienczajgc 35 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 14
ML 10 mM roztworu Na,EDTA w MQ (0,6 ekw., 0,05 mg, 0,14 pmol) i dodajgc 40 yL H.O/DMSO
1:1, v/v. Produkt oczyscitem za pomoca analitycznego HPLC w odwrdéconym ukfadzie faz
(gradient mocny). Otrzymatem 0,42 mg 11a-3’ soli amonowej (0,224 umol, 10,2 mOD, wyd.
95%); Rt = 14,00 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 943,6839 dla CesH7sN23036Ps% [M-2H]?, zmierzone 943,6852

11.6.9.3 P1-(N?N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-((2’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)adenozyno-3’,5’-fosforano-2’-O-metylourydy-
no-3’,5-fosforano-2’-O-metyloadenozy-5’-ylo) trifosforan,
(11c-2’)
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Zwigzek 11c-2’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzgc z 70 pyL 7,8 mM roztworu
MQ soli amonowej 11-2’ (0,87 mg, 0,55 ymol, 25,1 mOD) i 14 yL 50 mM roztworu DMSO 54
(0,21 mg, 0,70 umol, 1,3 ekw.), dodajgc 30 yL 10 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA
(0,5 ekw., 0,18 mg, 0,30 umol, 1:2, v/v) i 30 L 20 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (1 ekw.,
0,12 mg, 0,60 pmol) i rozcienczajgc 45 uyL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 30 uL 10
mM roztworu Na,EDTA w MQ (0,5 ekw., 0,11 mg, 0,30 umol) i dodajac 50 uL H.O/DMSO 1:1,
v/v. Produkt oczyscitem za pomoca analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
mocny). Otrzymatem 0,70 mg 11c-2’ soli amonowej (0,37 ymol, 17,7 mOD, wyd. 68%); Rt =
14,17 min.

HRMS (ES|-): obliczone m/z 942.2023 dla C64H81N24034P52' [M-ZH]Z', Zmierzone 942,2036

11.6.9.4 P1-(N?N2N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-((3’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)adenozyno-3’,5’-fosforano-2’-O-metyloury-
dyno-3’,5’-fosforano-2’-O-metyloadenozy-5’-ylo) trifosforan,
(11c-3’)
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Zwigzek 11c-3’ otrzymatem wg procedury ogéinej F wychodzgc z 30 uL 7,8 mM roztworu
MQ soli amonowej 11-3’ (0,37 mg, 0,235 umol, 2,8 mOD) 6 yL 50 mM roztworu DMSO 24
(0,089 mg, 0,30 umol, 1,3 ekw.), dodajgc 14,1 uL 10 mM roztworu H,O/DMSO CuSO,-THPTA
(0,6 ekw., 0,084 mg, 0,14 umol, 1:2, v/v) i 14,1 yL 20 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (1,2
ekw., 0,056 mg, 0,28 umol) i rozcienczajgc 35 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 14
ML 10 mM roztworu Na,EDTA w MQ (0,6 ekw., 0,05 mg, 0,14 pymol) i dodajgc 40 uL H.O/DMSO
1:1, v/v. Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz
(gradient mocny). Otrzymatem 0,34 mg 11c-3’ soli amonowej (0,178 umol, 8,5 mOD, wyd.
76%); Rt =13,99 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 942,2023 dla CesHs1N24034Ps% [M-2H]?, zmierzone 942,2038
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[11.6.10 Synteza koniugatéw FMR i dinukleotydowych analogéw m’G
kapow z guanozyna

11.6.10.1 P1-(N-metyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(0-HBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-
ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
(14b-2’)
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Zwigzki 14b-2’ i 14b-3’ otrzymatem wg procedury ogélnej F wychodzac z 87 uL 57 mM
roztworu MQ soli amonowej 14 (4,41 mg, 5 ymol, 113 mOD) i 60 yL 100 mM roztworu DMSO
53 (1,63 mg, 6 umol, 1,2 ekw.), dodajgc 10 yL 100 mM roztworu H>O/DMSO CuSO4-THPTA
(0,75 mg, 1 ymol, 1:2, v/v) i 4,5 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,41 mg, 2 umol)
i rozciehczajgc 70 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 10 uL 100 mM roztworu Na;EDTA
w MQ (0,5 mg, 1 ymol) i dodajgc 80 uL H>O/DMSO 1:1, v/v. Produkty oczyscitem za pomocg
semipreparatywnego HPLC w odwroconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzyma-tem 1,27
mg 14b-2’ soli amonowej (1,1 ymol, 23 mOD, wyd. 20%) i 1,62 mg 14b-3’ (1,4 umol, 36 mOD,
wyd. 32%)

Izomer 2’ (23 mOD, Rt = 14,51 min)
HRMS (ESI-): obliczone m/z 1153,2085 dla C3sH44N16021P3” [M-H], zmierzone 1153,2102

Izomer 3’ (36 mOD, Rt = 13,35 min)
HRMS (ESI-): obliczone m/z 1153,2085 dla C3sH44N16021P3” [M-H], zmierzone 1153,2092

11.6.10.2 P1-(N’-metylo-5’-tioguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
(15a-2’)
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Zwigzek 15a-2’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzgc z 45 yL 10 mM roztworu
MQ soli amonowej 15-2’ (0,42 mg, 0,45 pmol, 10,2 mOD) i 5,6 yL 100 mM roztworu DMSO 52
(0,17 mg, 0,56 umol, 1,25 ekw.), dodajac 1,4 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA
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(0,08 mg, 0,14 pmol, 1:2, v/v) i 4,5 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,04 mg, 0,23
pumol) i rozcienczajgc 40 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 14 yL 10 mM roztworu
NaEDTA w MQ (0,05 mg, 0,14 ymol) i dodajgc 60 uL H,O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyScitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwroconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem
0,30 mg 15a-2’ soli amonowej (0,25 pymol, 5,6 mOD, wyd. 55%); Rt = 13,16 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1229,2068 dla C4oH4sN16022P3S™ [M-H]", zmierzone 1229,2092

11.6.10.3 P1-(N"-metylo-5’-tioguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
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Zwigzek 15a-3’ otrzymatem wg procedury ogoinej F wychodzgc z 33 pL 18,4 mM roztworu
MQ soli amonowej 15-3’ (0,56 mg, 0,60 pmol, 13,6 mOD) i 7,5 yL 100 mM roztworu DMSO 52
(0,23 mg, 0,75 pmol, 1,25 ekw.), dodajgc 1,8 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSOs-THPTA
(0,11 mg, 0,20 ymol, 1:2, v/v) i 6 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,059 mg, 0,30
pMmol) i rozciehczajgc 40 yL DMSO. Reakcje zakohczylem dodajac 20 yL 10 mM roztworu
Na;EDTA w MQ (0,067 mg, 0,20 ymol) i dodajgc 60 yL H>O/DMSO 1:1, v/v. Produkt
oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny).
Otrzymatem 0,38 mg 15a-3’ soli amonowej (0,31 pmol, 7,1 mOD, wyd. 52%); Rt = 12,75 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1229,2068 dla C4oHsN16022P3S™ [M-H]', zmierzone 1229,2069

11.6.10.4 P1-(N’-metylo-5’-tioguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(0-HBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-
1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
(15b-2)
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Zwigzek 15b-2’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzgc z 45 yL 10 mM roztworu
MQ soli amonowej 15-2’ (0,42 mg, 0,45 ymol,10,2 mOD) i 11,3 yL 100 mM roztworu DMSO
53 (0,27 mg, 1,13 ymol, 2,5 ekw.), dodajgc 1,4 yL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSOs-
THPTA (0,08 mg, 0,14 ymol, 1:2, v/v) i 4,5 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,04
mg, 0,23 pymol) i rozcienczajgc 70 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 14 yL 10 mM
roztworu Na;EDTA w MQ (0,05 mg, 0,14 ymol) i dodajgc 60 pL H,O/DMSO 1:1, v/v. Produkt
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oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwroconym uktadzie faz (gradient
supermocny). Otrzymatem 0,27 mg 15b-2’ soli amonowej (0,23 pmol, 5,3 mOD, wyd. 52%);
Rt = 14,55 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1169,1857 dla C3sH4sN16020P3S™ [M-H]", zmierzone 1169,1882

11.6.10.5 P1-(N-metylo-5’-tioguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(o-HBIl-metylo-1H-1,2,3-triazolo-
1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
(15b-37)

o
/.
HN N o 0 o0 N NH
A Y s-P-0-P-0-F-0 AL
HaN N N | o N N

NH
B 0 ’
o™ N +

HO ~ OH  NH4 NHy Tu

D)\NH

o oH
N
>;N

Zwigzek 15b-3’ otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzgc z 33 yL 18,4 mM roztworu
MQ soli amonowej 15-3’ (0,56 mg, 0,60 pmol, 13,6 mOD) i 13,1 uL 100 mM roztworu DMSO
53 (0,31 mg, 1,30 umol, 2,2 ekw.), dodajgc 1,8 yL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO.-
THPTA (0,11 mg, 0,20 ymol, 1:2, v/v) i 6 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,059
mg, 0,30 umol) i rozcienczajgc 70 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 20 yL 10 mM
roztworu Na,EDTA w MQ (0,067 mg, 0,20 pymol) i dodajgc 60 yL H,O/DMSO 1:1, v/v. Produkt
oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
supermocny). Otrzymatem 0,22 mg 15b-3’ soli amonowej (0,19 ymol, 4,3 mOD, wyd. 32%);
Rt = 13,53 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1169,1857 dla C3sH4N16020P3S * [M-H]", zmierzone 1169,1888

11.6.10.6 P1-(N’-metylo-5’-tioguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
(15c-2’)
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Zwigzek 15c-2’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzac z 45 pL 10 mM roztworu
MQ soli amonowej 15-2’ (0,42 mg, 0,45 ymol, 10,2 mOD) i 5,6 uL 100 mM roztworu DMSO 54
(0,17 mg, 0,56 umol, 1,25 ekw.), dodajac 1,4 yL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA
(0,08 mg, 0,14 umol, 1:2, v/v) i 4,5 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,04 mg, 0,23
umol) i rozcienczajgc 40 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajac 14 pL 10 mM roztworu
NaEDTA w MQ (0,05 mg, 0,14 ymol) i dodajac 60 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem

186



za pomocg analitycznego HPLC w odwroconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem
0,33 mg 15c¢-2’ soli amonowej (0,27 pmol, 6,5 mOD, wyd. 60%); Rt = 12,82 min
HRMS (ESI-): obliczone m/z 1226,2435 dla C41Hs1N17020P3S ~ [M-H]', zmierzone 1226,2456

111.6.10.7P1-(N’-metylo-5’-tioguanozyn-5’-ylo)-P3-(3’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-
triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan,
(15c-3%)
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Zwigzek 15c-3’ otrzymatem wg procedury ogdinej F wychodzgc z 33 pL 18,4 mM roztworu
MQ soli amonowej 15-3’ (0,56 mg, 0,60 pmol, 13,6 mOD) i 7,5 yL 100 mM roztworu DMSO 54
(0,22 mg, 0,75 pmol, 1,25 ekw.), dodajgc 1,8 yuL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA
(0,11 mg, 0,20 ymol, 1:2, v/v) i 6 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,059 mg, 0,30
pMmol) i rozciehczajgc 40 yL DMSO. Reakcje zakohczytem dodajac 20 yL 10 mM roztworu
Na;EDTA w MQ (0,067 mg, 0,20 ymol) i dodajgc 60 yL H>O/DMSO 1:1, v/v. Produkt
oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny).
Otrzymatem 0,31 mg 15c¢-3’ soli amonowej (0,25 pmol, 6,0 mOD, wyd. 42%); Rt = 12,54 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1226,2435 dla C41Hs51N17020P3S * [M-H]", zmierzone 1226,2448

[11.6.11 Synteza koniugatéw FMR i monofosforanu guanozyny

111.6.11.1 5’-monofosforan 2’-O-((DMHBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-
etylokarbamoilo) guanozyny (12a-2’),
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Zwigzek 12a-2’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzac z 50 yL 20 mM roztworu
MQ soli amonowej 12-2’ (0,48 mg, 1,00 pmol, 12,0 mOD) i 60 puL 50 mM roztworu DMSO 52
(0,90 mg, 3,00 umol, 3 ekw.), dodajgc 10 uL 40 mM roztworu H,O/DMSO CuSO.-THPTA (0,24
mg, 0,4 umol, 1:2, v/v) i 20 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,2 mg, 1,00 ymol) i
rozcienczajac 25 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 40 yL 10 mM roztworu NaEDTA
w MQ (0,15 mg, 0,4 umol) i dodajgc 50 pL H,O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem za pomoca
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analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,23 mg 12a-
2’ soli amonowej (0,30 pmol, 3,6 mOD, wyd. 30%); Rt = 12,66 min
HRMS (ESI-): obliczone m/z 774,2002 dla C29H33N11013P ~ [M-H]", zmierzone 774,2017

[11.6.11.2 5’-monofosforan 3’-O-((DMHBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-
etylokarbamoilo) guanozyny (12a-3’),
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Zwigzek 12a-3’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzgc z 50 yL 20 mM roztworu
MQ soli amonowej 12-3’ (0,48 mg, 1,00 ymol, 12 mOD) i 60 yL 50 mM roztworu DMSO 52
(0,90 mg, 3,00 ymol, 3 ekw.), dodajgc 10 uL 40 mM roztworu H.O/DMSO CuSO4-THPTA (0,24
mg, 0,4 ymol, 1:2, v/iv) i 20 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,2 mg, 1,00 ymol) i
rozcienczajgc 25 L DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 40 uL 10 mM roztworu Na;EDTA
w MQ (0,15 mg, 0,4 umol) i dodajgc 50 pL H,O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczy$citem za pomocag
analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,38 mg 12a-
3’ soli amonowej (0,49 umol, 5,9 mOD, wyd. 49%); Rt = 12,72 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 774,2002 dla C29H33N11013P - [M-H]", zmierzone 774,2016

111.6.11.3 5’-monofosforan 2’-O-((o-HBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)
guanozyny (12b-2’),

Zwigzek 12b-2’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzgc z 80 uL 5 mM roztworu MQ
soli amonowej 12-2’ (0,19 mg, 0,4 umol, 4,8 mOD) i 5 pL 50 mM roztworu DMSO 53 (0,12 mg,
0,5 ymol, 1,25 ekw.), dodajgc 2 yL 50 mM roztworu H,O/DMSO CuSO.-THPTA (0,06 mg, 0,10
umol, 1:2, v/iv) i 4,5 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,044 mg, 0,2 pmol) i
rozcienczajgc 80 uyL DMSO. Reakcje zakohczytem dodajgc 10 yL 10 mM roztworu Na,EDTA
w MQ (0,04 mg, 0,10 umol) i dodajac 50 yL H,O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem za
pomoca analitycznego HPLC w odwréconym ukfadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,19
mg 12b-2’ soli amonowej (0,26 umol, 3,2 mOD, wyd. 65%); Rt = 15,79 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 714,1791 dla C27H29N11011P ~ [M-H]", zmierzone 714,1796
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[11.6.11.4 5’-monofosforan 3’-O-((0-HBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)
guanozyny (12b-3’),
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Zwigzek 12b-3’ otrzymatem wg procedury ogélnej F wychodzgc z 80 uL 6,5 mM roztworu
MQ soli amonowej 12-3’ (0,25 mg, 0,5 ymol, 6,2 mOD) i 6,2 yL 100 mM roztworu DMSO 53
(0,15 mg, 0,6 umol, 1,25 ekw.), dodajgc 3,3 uL 50 mM roztworu H,O/DMSO CuSOs-THPTA
(0,08 mg, 0,10 pmol, 1:2, v/v) i 5,7 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,057 mg, 0,3
pMmol) i rozciehczajgc 80 yL DMSO. Reakcje zakohczytlem dodajac 13 pL 10 mM roztworu
Na;EDTA w MQ (0,048 mg, 0,13 pmol) i dodajgc 50 uL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt
oczy$citem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym ukfadzie faz (gradient mocny).
Otrzymatem 0,19 mg 12b-3’ soli amonowej (0,33 umol, ,3,9 mOD, wyd. 63%); Rt = 15,96 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 714,1791 dla C27H29N11011P ~ [M-H]", zmierzone 714,1799

O

111.6.11.5 5’-monofosforan 2’-O-((HEMABI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-
etylokarbamoilo) guanozyny (12c-2’),

J\N
!
NI

Zwigzek 12c-2’ otrzymatem wg procedury ogélnej F wychodzgc z 50 uL 20 mM roztworu
MQ soli amonowej 12-2° (0,48 mg, 1,00 umol, 12 mOD) i 60 yL 50 mM roztworu DMSO 54
(0,89 mg, 3,00 umol, 3 ekw.), dodajgc 10 yL 40 mM roztworu H>O/DMSO CuSO.-THPTA (0,24
mg, 0,4 umol, 1:2, v/v) i 20 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,2 mg, 1,00 ymol) i
rozcienczajgc 25 yL DMSO. Reakcje zakohczytem dodajgc 40 uL 10 mM roztworu Na,EDTA
w MQ (0,15 mg, 0,4 ymol) i dodajgc 50 uL H,O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem za pomoca
analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,56 mg 12c-
2’ soli amonowej (0,72 pmol, 10,4 mOD, wyd. 72%); Rt = 15,65 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 771,2370 dla C3H3sN12011P ~ [M-H]", zmierzone 771,2379
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[11.6.11.6 5’-monofosforan 3’-O-((HEMABI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-
etylokarbamoilo) guanozyny (12c-3’),

© N gn

Zwigzek 12c-3’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzac z 50 yL 20 mM roztworu
MQ soli amonowej 12-3’ (0,48 mg, 1,00 ymol, 12 mOD) i 60 pL 50 mM roztworu DMSO 54
(0,89 mg, 3,00 ymol, 3 ekw.), dodajgc 10 uL 40 mM roztworu H.O/DMSO CuSO4-THPTA (0,24
mg, 0,4 ymol, 1:2, v/iv) i 20 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,2 mg, 1,00 ymol) i
rozcienczajgc 25 L DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 40 uL 10 mM roztworu Na;EDTA
w MQ (0,15 mg, 0,4 umol) i dodajgc 50 uL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem za pomocg
analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,49 mg 12c-
3’ soli amonowej (0,63 pumol, 9,1 mOD, wyd. 63%); Rt = 15,42 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 771,2370 dla C3H3sN12011P - [M-H]", zmierzone 771,2380

111.6.11.7 5’-monofosforan 2’-O-((p-NHBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-
ylo)etylokarbamoilo) guanozyny (12d-2’),
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Zwigzek 12d-2’ otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzac z 29 uL 27,8 mM roztworu
MQ soli amonowej 12-2’ (0,38 mg, 0,81 ymol, 9,67 mOD) i 10 yL 100 mM roztworu DMSO 55
(0,27 mg, 1.00 ymol, 1,25 ekw.), dodajac 2,4 yL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA
(0,14 mg, 0,24 pymol, 1:2, v/v) i 10 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,097 mg, 0,48
pumol) i rozcienczajgc 80 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 24 yL 10 mM roztworu
NaEDTA w MQ (0,09 mg, 0,24 ymol) i dodajac 70 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwrdéconym ukfadzie faz (gradient supermocny).
Otrzymatem 0,20 mg 12d-2’ soli amonowej (0,27 pmol, 3,3 mOD, wyd. 34%); Rt = 14.07 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 743,1693 dla C27H2sN12012P ~ [M-H]", zmierzone 743,1696
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[11.6.11.8 5’-monofosforan 3’-O-((p-NHBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-
etylokarbamoilo) guanozyny (12d-3’),
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Zwigzek 12d-3’ otrzymatem wg procedury ogodinej F wychodzac z 24,5 yL 32,8 mM
roztworu MQ soli amonowej 12-3’ (0,38 mg, 0,81 uymol, 9,67 mOD) i 10 yL 100 mM roztworu
DMSO 55 (0,27 mg, 1.00 ymol, 1,25 ekw.), dodajgc 2,4 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO
CuSO4-THPTA (0,14 mg, 0,24 pmol, 1:2, v/v) i 10 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu
(0,097 mg, 0,48 umol) i rozcienczajgc 80 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 24 L 10
mM roztworu Na;EDTA w MQ (0,09 mg, 0,24 umol) i dodajgc 70 uL H.O/DMSO 1:1, viv.
Produkt oczyscitem za pomoca analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient
supermocny). Otrzymatem 0,28 mg 12d-3’ soli amonowej (0,37 umol, 4,4 mOD, wyd. 46%);
Rt = 14,15 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 743,1693 dla C27H2sN12012P - [M-H]", zmierzone 743,1695

111.6.11.9 5’-monofosforan 2’-O-((DMABI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-
etylokarbamoilo) guanozyny (12e-2’),
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Zwigzek 12e-2’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzac z 29 uL 27,8 mM roztworu
MQ soli amonowej 12-2’ (0,38 mg, 0,81 ymol, 9,67 mOD)i 10 yL 100 mM roztworu DMSO 56
(0,27 mg, 1.00 ymol, 1,25 ekw.), dodajac 2,4 yL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA
(0,14 mg, 0,24 pymol, 1:2, v/v) i 10 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,097 mg, 0,48
pumol) i rozcienczajgc 100 uL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 24 yL 10 mM roztworu
NaEDTA w MQ (0,09 mg, 0,24 ymol) i dodajac 70 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem
0,57 mg 12e-2’ soli amonowej (0,77 ymol, 11,5 mOD, wyd. 95%); Rt = 16.76 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z+ 741,2264 dla C29H34N12,010P - [M-H]", zmierzone 741,2269
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[11.6.11.10 5’-monofosforan 3’-O-(DMABI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-
etylokarbamoilo) guanozyny (12e-3’),
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Zwigzek 12e-3’ otrzymatem wg procedury ogélnej F wychodzgc z 24,5 pL 32,8 mM roztworu
MQ soli amonowej 12-3’ (0,38 mg, 0,81 ymol, 9,67 mOD)i 10 yL 100 mM roztworu DMSO 56
(0,27 mg, 1.00 ymol, 1,25 ekw.), dodajgc 2,4 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSOs-THPTA
(0,14 mg, 0,24 pymol, 1:2, v/v) i 10 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,097 mg, 0,48
umol) i rozcienczajgc 100 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 24 pL 10 mM roztworu
Na:EDTA w MQ (0,09 mg, 0,24 ymol) i dodajgc 70 uL H,O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwroconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem
0,63 mg 12e-3’ soli amonowej (0,75 pmol, 11,2 mOD, wyd. 93%); Rt = min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 741,2264 dla C29H34N12010P - [M-H]", zmierzone 741,2271

111.6.11.11 5’-monofosforan 2’-O-((ACVJ-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-
etylokarbamoilo) guanozyny (12f-2’),

o]

Zwigzek 12f-2’ otrzymatem wg procedury ogdéinej F wychodzac z 50 yL 20 mM roztworu
MQ soli amonowej 12-2° (0,48 mg, 1,00 umol, 12 mOD) i 60 yL 50 mM roztworu DMSO 60
(0,92 mg, 3,00 ymol, 3 ekw.), dodajgc 10 yL 40 mM roztworu H>O/DMSO CuSO.-THPTA (0,24
mg, 0,4 umol, 1:2, v/v) i 20 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,2 mg, 1,00 ymol) i
rozcienczajgc 50 uyL DMSO. Reakcje zakohczytem dodajgc 40 uL 10 mM roztworu Na,EDTA
w MQ (0,15 mg, 0,4 uymol) i dodajgc 70 uL H,O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem za pomoca
analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient supermocny). Otrzymatem 0,40 mg
12f-2’ soli amonowej (0,51 ymol, 11 mOD, wyd. 51%); Rt = 16,54 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 779,2421 dla C32H3sN12010P ~ [M-H]", zmierzone 779,2425
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111.6.11.12 5’-monofosforan 3’-O-((ACVJ-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-
etylokarbamoilo) guanozyny (12f-3’),

Zwigzek 12f-3’ otrzymatem wg procedury ogdinej F wychodzgc z 50 yL 20 mM roztworu
MQ soli amonowej 12-3’ (0,48 mg, 1,00 ymol, 12 mOD) i 60 pL 50 mM roztworu DMSO 60
(0,92 mg, 3,00 ymol, 3 ekw.), dodajgc 10 uL 40 mM roztworu H.O/DMSO CuSO4-THPTA (0,24
mg, 0,4 ymol, 1:2, v/iv) i 20 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,2 mg, 1,00 ymol) i
rozcienczajgc 50 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 40 yL 10 mM roztworu Na;EDTA
w MQ (0,15 mg, 0,4 umol) i dodajgc 70 uL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem za pomocg
analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient supermocny). Otrzymatem 0,47 mg
12f-3’ soli amonowej (0,60 pmol, 12,9 mOD, wyd. 60%); Rt = 16,72 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 779,2421 dla C32H3sN12010P - [M-H]", zmierzone 779,2429

111.6.11.13 5’-monofosforan 2’-O-((o-HBI-etylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)-
metylokarbamoilo) guanozyny (13b-2’),
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Zwigzek 13b-2’ otrzymatem wg procedury ogolnej G wychodzac z 25 uL 26 mM roztworu
MQ soli amonowej 13-2’ (0,29 mg, 0,65 umol, 7,8 mOD) i 6,5 yL 100 mM roztworu DMSO 58
(0,18 mg, 0,65 umol, 1 ekw.), dodajgc 2,6 yL 50 mM roztworu H.O/DMSO CuSO,-THPTA
(0,08 mg, 0,13 pmol, 1:2, v/v) i 5,2 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,05 mg, 0,26
pumol) i rozcienczajgc 80 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 13 yL 10 mM roztworu
NaEDTA w MQ (0,05 mg, 0,13 ymol) i dodajac 40 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem
0,34 mg 13b-2’ soli amonowej (0,47 pmol, 5,7 mOD, wyd. 73%); Rt = 14,76 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 714,1791 dla C27H29N11011P ~ [M-H]", zmierzone 714,1800
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111.6.11.14 5’-monofosforan 3’-O-((o-HBI-etylo-1H-1,2,3-triazolo-4-ylo)-
metylokarbamoilo) guanozyny (13b-3’),
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Zwigzek 13b-3’ otrzymatem wg procedury ogdinej G wychodzgc z 90 pL 4,2 mM roztworu
MQ soli amonowej 13-3’ (0,17 mg, 0,40 umol, 4,6 mOD) i 4,2 uL 100 mM roztworu DMSO 58
(0,11 mg, 0,40 uymol, 1 ekw.), dodajgc 2 yL 50 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,06
mg, 0,1 ymol, 1:2, v/v) i 4,5 uL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,044 mg, 0,2 pmol) i
rozcienczajgc 80 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 10 uL 10 mM roztworu Na;EDTA
w MQ (0,04 mg, 0,1 umol) i dodajgc 40 uL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem za pomocg
analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,12 mg 13b-
3’ soli amonowej (0,17 umol, 2,1 mOD, wyd. 45%); Rt = 16,27 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 714,1791 dla C27H29N11011P - [M-H]", zmierzone 714,1797

[11.6.12 Synteza koniugatéw dinukleotydowych analogéw TMG kapu
z guanozynag nie posiadajagcych FMR

11.6.12.1 P1-(N%,N?N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(hydroksymetylo-triazolo-1-
ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (17),
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Zwigzek 17 otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzgc z 27 pL 19 mM roztworu MQ
soli amonowej 1-2’ (0,48 mg, 0,51 pmol, 13,4 mOD) i 30 L alkoholu propargilowego (29,2 mg,
520 pmol), dodajgc 1 yL 100 mM roztworu H>O/DMSO CuSO4-THPTA (0,06 mg, 0,1 ymol,
1:2, viv) i 2,1 yL 100 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,041 mg, 0,2 ymol). Reakcje
zakonczytem dodajgc 10 yL 10 mM roztworu Na-.EDTA w MQ (0,04 mg, 0,1 pmol). Produkt
oczys$citem za pomocg analitycznego HPLC w odwrdéconym uktadzie faz (gradient standar-
dowy). Otrzymatem 0,05 mg 17 soli amonowej (0,051 ymol, 1,3 mOD, wyd. 10%); Rt = 11,77
min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 997,1762 dla C29H40N14020P3 ™ [M-H]", zmierzone 997,1860
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111.6.12.2 P1-(N?%,N? N’-trimetyloguanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(hydroksypropylo-triazolo-1-
ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (18),
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Zwigzek 18 otrzymatem wg procedury ogoélnej F wychodzgc z 27 pL 19 mM roztworu MQ
soli amonowej 1-2’ (0,48 mg, 0,51 ymol, 13,4 mOD) i 30 pL alkoholu 4-pentynylowego (27,1
mg, 322 ymol), dodajgc 1 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (0,06 mg, 0,1 umol,
1:2, viv) i 2,1 uyL 100 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (0,041 mg, 0,2 ymol). Reakcje
zakonczytem dodajgc 10 yL 10 mM roztworu Na,EDTA w MQ (0,04 mg, 0,1 pymol). Produkt
oczy$citem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient standar-
dowy). Otrzymatem 0,06 mg 18 soli amonowej (0,056 pmol, 1,5 mOD, wyd. 11%); Rt = 13,66
min
HRMS (ESI-): obliczone m/z 1025,2075 dla C31H44N14020P3" [M-H]", zmierzone 1025,2083

[11.6.13 Synteza podwdjnie znakowanych dinukleotydowych koniu-
gatéw FMR

111.6.13.1 P1-(2’-O-(azydoetylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(azydoetylokarba-
moilo)-guanozyn-5’-ylo) trifosforan (21-2°+2’),
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Zwigzek 21-2’+2’ otrzymatem wg procedury ogodlnej D wychodzgc z 9,7 mg soli
trietyloamonowej GMP-2’-linker-Ns (12-2°) (0,02 mmol, 210 mOD) i 16,7 mg soli trietyl-
oamonowej GDP-2'+3’-linker-N3 (43) (0,03 mmol, 315 mOD) w bezwodnym DMF i dodatem
suszony ZnCl; (38,2 mg, 0,20 mmol, 10 ekw.). Reakcje prowadzitem 24 h, wytrzgsajgc za
pomoca wytrzgsarki typu Vortex. Produkt oczyScitem za pomoca chromatografii jonowy-
miennej, a nastepnie stosujgc analityczne RP-HPLC. Wydajnos$¢ 24 mOD (1,1 mmol)

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1011,1415 dla C2sH34N18020P3 " [M-H], zmierzone 1011,1427
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111.6.13.2 P1-(3’-O-(azydoetylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(azydoetylokarba-
moilo)guanozyn-5’-ylo) trifosforan (21-2’+3’),
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Zwigzek 21-2’+3’ otrzymatem w reakcji otrzymywania 21-2’+2’ stosujgc RP-HPLC w ilosci 54
mOD (2,5 mmol).
HRMS (ESI-): obliczone m/z 1011,1415 dla C26H34N18020P3 " [M-H]", zmierzone 1011,1428

111.6.13.3 P1-(2’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-
5’-yl0)-P3-(2’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)
guanozyn-5’-ylo) trifosforan (22a-2’+2’),
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Zwigzek 22a-2’+2’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzgc z 58 uL 7 mM roztworu
MQ soli amonowej 22-2’+2’ (0,40 mg, 0,40 pmol, 8,6 mOD) i 2 porcjami po 6 uL 100 mM
roztworu DMSO 52 (0,36 mg, 1,2 uymol, 3 ekw.), dodajgc 1,6 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO
CuSO4-THPTA (0,10 mg, 0,16 ymol, 1:2, v/v) i 6,4 yL 100 mM roztworu MQ askorbinianu sodu
(0,06 mg, 0,3 umol). Reakcje zakonczytem dodajgc 16 yL 10 mM roztworu NaEDTA w MQ
(0,06 mg, 0,16 pmol). Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym
uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,32 mg 22a-2’+2’ soli amonowej (0,20 ymol, 4,2
mOD, wyd. 49%); Rt =17,16 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1611,3635 dla CssHesN2202sP3 " [M-H], zmierzone 1611,3633
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111.6.13.4 P1-(2’-O-(azydoetylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(DMHBI-metylo-
1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo) guanozyn-5’-ylo) trifosforan (21a-
2'+2’),

NH;

e i
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i OH NHs* NH.* H
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C MH

N
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Produkt 21a-2’+2’ otrzymatem z reakcji otrzymywania 22a-2’+2’ dodajgc 1 porcje FMR 52
(1,5 ekw.), stosujgc RP-HPLC, w ilosci 0,13 mg (0,10 ymol, 2,1 mOD, wyd. 25%). Rt = 15,42
min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1311,2525 dla C42HsoN20024P3 " [M-H]", zmierzone 1311,2524

11.6.13.5 P1-(3’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-
5’-ylo)-P3-(2’-O-(DMHBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)
guanozyn-5’-ylo) trifosforan (22a-2'+3’),
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Zwigzek 22a-2’+3’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzgc z 41 yL 10 mM roztworu
MQ soli amonowej 22-2’+3’ (0,40 mg, 0,40 ymol, 8,6 mOD) i 2 porcjami po 6 uL 100 mM
roztworu DMSO 52 (0,36 mg, 1,2 uymol, 3 ekw.), dodajgc 1,6 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO
CuSO4-THPTA (0,10 mg, 0,16 ymol, 1:2, v/v) i 6,4 yL 100 mM roztworu MQ askorbinianu sodu
(0,06 mg, 0,3 ymol). Reakcje zakonczytem dodajgc 16 uyL 10 mM roztworu Na,EDTA w MQ
(0,06 mg, 0,16 ymol). Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym
uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,35 mg 22a-2’+3’ soli amonowej (0,22 ymol, 4,2
mOD, wyd. 49%); Rt =17,11 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1611,3635 dla CssHesN22025P3 " [M-H], zmierzone 1611,3622
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111.6.13.6 P1-(3’-O-(azydoetylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(DMHBI-metylo-
1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo) guanozyn-5’-ylo) trifosforan (21a-
2!+3!),

N N
LS offode. (T
HaN~ N7 N ogogogo o N7 “NH,

(@)

J& NHs" NH," OH

Produkt 21a-2’+3’ otrzymatem w reakcji otrzymywania 22a-2’+3’ dodajac 1 porcje FMR 52
(1,5 ekw.), stosujgc RP-HPLC, w ilosci 0,17 mg (0,16 pmol, 2,7 mOD wyd. 33%). Rt = 15,42
min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1311,2525 dla C42Hs0N20024P3 " [M-H]", zmierzone 1311,2526

11.6.13.7 P1-(2’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)guanozyn-
5’-yl0)-P3-(3’-O-(HEMABI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo)
guanozyn-5’-ylo) trifosforan (22c-2’+3’),
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Zwigzek 22¢-2’+3’ otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzgc z 41 yL 10 mM roztworu
MQ soli amonowej 22-2’+3’ (0,40 mg, 0,40 ymol, 8,6 mOD) i 2 porcjami po 6 uL 100 mM
roztworu DMSO 54 (0,36 mg, 1,2 umol, 3 ekw.), dodajgc 1,6 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO
CuSO4-THPTA (0,10 mg, 0,16 ymol, 1:2, v/v) i 6,4 yL 100 mM roztworu MQ askorbinianu sodu
(0,06 mg, 0,3 ymol). Reakcje zakonczytem dodajgc 16 yL 10 mM roztworu Na,EDTA w MQ
(0,06 mg, 0,16 ymol). Produkt oczyscitem za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym
uktadzie faz (gradient mocny). Otrzymatem 0,26 mg 22a-2’+3’ soli amonowej (0,16 ymol, 4,0
mOD, wyd. 41%); Rt = 18,65 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1605,4370 dla CeoH72N24024P3" [M-H]", zmierzone 1605,4366

|0

0
ko

=

HO

198



111.6.13.8 P1-(3’-O-(azydoetylokarbamoilo)guanozyn-5’-ylo)-P3-(2’-O-(HEMABI-metylo-
1H-1,2,3-triazolo-1-ylo)-etylokarbamoilo) guanozyn-5’-ylo) trifosforan (21c-
2!+3!),
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Produkt 21c-2’+3’ otrzymatem z reakcji otrzymywania 22c-2’+3’ dodajgc 1 porcje FMR 54
(1,5 ekw.), stosujgc RP-HPLC (g. mocny), w ilosci 0,12 mg (0,09 umol, wyd. 23%). Rt = 16,25
min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 1308,2892 dla C43Hs3N2102:P3 " [M-H]", zmierzone 1308,2889
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[11.6.14 Synteza C-fosfonianowych pochodnych FMR

111.6.14.1 DMHBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo-metylomonofosforan (16a),
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Zwigzek 16a otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzac z 300 uL 200 mM roztworu
MQ soli amonowej 64 (8,16 mg, 60 pymol, 2 ekw.) i 300 uL 100 mM roztworu DMSO 52 (8,91
mg, 30 umol, 1 ekw.), dodajgc 60 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (3,56 mg,
6 umol, 1:2, v/iv) i 120 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (2,38 mg, 12 pmol) i
rozcienczajgc 100 uyL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 60 pL 100 mM roztworu
Na;EDTA w MQ (2,23 mg, 6 ymol) i dodajgc 100 uL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwrdéconym ukfadzie faz (gradient supermocny).
Otrzymatem 19,93 mg 16a soli amonowej (45,5 uymol, wyd. 76%); Rt = 14,46 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 436,1028 dla C17H19NsO7P" [M-H]", zmierzone 436,1029

111.6.14.2 o-HBI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo-metylomonofosforan  (16b),
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3 O
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Zwigzek 16b otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzac z 300 yL 200 mM roztworu
MQ soli amonowej 64 (8,16 mg, 60 pymol, 2 ekw.) i 300 L 100 mM roztworu DMSO 53 (7,20
mg, 30 umol, 1 ekw.), dodajgc 60 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (3,56 mg,
6 umol, 1:2, v/iv) i 120 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (2,38 mg, 12 pmol) i
rozcienczajgc 150 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 60 pyL 100 mM roztworu
Na;EDTA w MQ (2,23 mg, 6 uymol) i dodajgc 150 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient supermocny).
Otrzymatem 16,74 mg 16b soli amonowej (44,4 umol, wyd. 74%); Rt = 16,39 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 376,0816 dla C1sH1sNsOsP - [M-H]", zmierzone 376.0820

111.6.14.3 HEMABI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo-metylomonofosforan (16c¢),
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Zwigzek 16¢ otrzymatem wg procedury ogoinej F wychodzac z 300 yL 200 mM roztworu
MQ soli amonowej 64 (8,16 mg, 60 ymol, 2 ekw.) i 300 pL 100 mM roztworu DMSO 54 (8,91
mg, 30 umol, 1 ekw.), dodajgc 60 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (3,56 mg,
6 umol, 1:2, v/iv) i 120 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (2,38 mg, 12 pmol) i
rozcienczajgc 100 uyL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 60 pL 100 mM roztworu
Na;EDTA w MQ (2,23 mg, 6 ymol) i dodajgc 100 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczy$citem
za pomocag analitycznego HPLC w odwréconym uktadzie faz (gradient supermocny).
Otrzymatem 17,98 mg 16¢ soli amonowej (41,4 umol, wyd. 69%); Rt = 14,72 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 433,1395 dla C1sH22NsOsP - [M-H]", zmierzone 433,1396

111.6.14.4 DMABI-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo-metylomonofosforan (16e),
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Zwigzek 16e otrzymatem wg procedury ogolnej F wychodzac z 300 yL 200 mM roztworu
MQ soli amonowej 64 (3,81 mg, 28 pmol, 2 ekw.) i 350 yL 50 mM roztworu DMSO 60 (5,34
mg, 18 ymol, 1 ekw.), dodajgc 52 pL 100 mM roztworu H>O/DMSO CuSO4-THPTA (3,12 mg,
5,2 ymol, 1:2, v/v) i 210 pL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (2,08 mg, 11 ymol) i
rozcienczajgc 200 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 52 yL 100 mM roztworu
NaEDTA w MQ (1,95 mg, 5,2 ymol) i dodajgc 200 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwréconym ukfadzie faz (gradient supermocny).
Otrzymatem 6,59 mg 16e soli amonowej (19,6 uymol, wyd. 70%); Rt = 21,42 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 403,1289 dla C17H20NsO4P - [M-H]", zmierzone 403,1290
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111.6.14.5 ACVJ-metylo-1H-1,2,3-triazolo-1-ylo-metylomonofosforan  (16f),

Zwigzek 16f otrzymatem wg procedury ogdlnej F wychodzgc z 300 yL 200 mM roztworu
MQ soli amonowej 64 (8,16 mg, 60 umol, 2 ekw.) i 300 pL 100 mM roztworu DMSO 60 (8,91
mg, 30 umol, 1 ekw.), dodajgc 60 uL 100 mM roztworu H,O/DMSO CuSO4-THPTA (3,56 mg,
6 umol, 1:2, v/v) i 120 yL 50 mM roztworu MQ askorbinianu sodu (2,38 mg, 12 ymol) i
rozcienczajgc 250 yL DMSO. Reakcje zakonczytem dodajgc 60 pyL 100 mM roztworu
Na;EDTA w MQ (2,23 mg, 6 uymol) i dodajgc 200 yL H.O/DMSO 1:1, v/v. Produkt oczyscitem
za pomocg analitycznego HPLC w odwroconym ukfadzie faz (gradient supermocny).
Otrzymatem 16,98 mg 16f soli amonowe;j (38,5 umol, wyd. 64%); Rt = 21,42 min

HRMS (ESI-): obliczone m/z 441,1446 dla C20H22NsO4P ~ [M-H]', zmierzone 441,1445

I11.7. Metodyka badan, badania fizykochemiczne i biofizyczne

[11.7.1 Pomiary spektrofotometryczne i spektrofluorymetryczne

Widma absorpcyjne nagrywatem na urzgdzeniu Shimadzu UV Spectrophotometer UV1800
z przystawka kontrolujgcg CPS-100 oraz widma emisji i wzbudzania na urzgdzeniu Cary
Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (California, USA) w semimikro kuwetach kwarco-
wych (Hellma, Germany) z drogami optycznymi 4 mm i 10 mm dla absorpcji i emisji odpowiednio.

[11.7.2 Miareczkowanie zwygaszaniem fluorescencji (ang. FQT assay)

Miareczkowania snurportyny przeprowadzatem w buforze o sktadzie: 50 mM HEPES/NaOH
(jesli nie zaznaczono inaczej pH 7,20), 150 mM NaCl, 1 mM disodowy etylenodiamino-
tetraoctan (EDTA) i z 2 mM ditiotreitol (DTT) lub bez DTT. Miareczkowania melF4E
przeprowadzitem w buforze o skfadzie: 50 mM HEPES/KOH (pH 7,20, 100 mM KCI, 0,5 mM
EDTA, 2 mM DTT). Wartosci pH (20.01 jednostek) ustalitem niezaleznie od temperatury i sity
jonowej na urzadzeniu SevenCompact pH meter S220 (Mettler Toledo, Switzerland). Ze
wzgledu na rézne warunki, temperature otoczenia, probke termostatowatem w 19,8-20,0 °C i
kontrolowatem sondg termoparowg w $rodku (£0,2 °C wzgledem ustawionej na termostacie).
Biatka wzbudzatem dtugoscig fali 280 nm (szczeliny wzb./emisji: 10 nM, napiecie na
fotopowielaczu 680-720 V) oraz $ledzitem emisje w czasie, odpowiednio przy 345 nm dla
snurportyny i 337 nm dla elF4E. Warunki te zapewnity obserwacje jedynie emisji tryptofanéow
w biatku. Intensywnos¢ fluorescencji monitorowatem podczas ciggtego miarecz-kowania
synchronizowanego w czasie, w ktérym co minute dodawatem porcje liganda o réznych
stezeniach, przy pojedynczej diugosci fali, z czasem integracji 30 sekund i przerwg 30 sekund
na dodanie liganda, z powolnym, ale wystarczajgcym mieszaniem magnetycznym, aby
zapewniC mieszanie i utrzymywanie statej temperatury w catej objetosci. Podczas przerwy
lampa ksenonowa UV byfa wylgczona, aby unikng¢ fotowybielania probki. Kuweta nie byta
dotykana podczas caftego eksperymentu, aby zapewni¢ statg geometrie dla pomiaréw
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optycznych. Miareczkowania przeprowadzono dla stezen od 0,1 do 0,12 pM snurportyny
w warunkach stanu stacjonarnego, zapewnionych przez preinkubacje w buforze (15 minut).
Porcje (1-4 pl) ligandow o rosngcym stezeniu (zaleznym od sity wigzanie, ale ogdlnie od
0,5 uM do 5 mM) dodawatem do 1400 pl roztworu snurportyny. Zastosowatem odpowiednie
korekte danych, gdy koncowe rozcienczenie wynosito 22% (ale zawsze <4,0%) oraz ze
wzgledu na reabsorpcje kapu (przy 280 nm). Kazde miareczkowanie sktadato sie z 28—45
punktéw danych o odpowiedniej liczbie (jak najwiekszej) w zakresie, w ktérym catkowite
stezenie ligandu ([L]) byto zblizone do stezenia snurportyny ([Pa]). Krzywizna dopasowanej
funkcji w tym zakresie ma najwiekszy wptyw na doktadno$¢ wyznaczanego Kas.

Analiza numeryczna

Krzywe dopasowatem do punktéw pomiarowych jako funkcje int. fluorescencji [F] od stezenia
liganda [L] zgodnie z réwnaniem:

[F]=y=FO_Cx(Fa+le)+x'le

Gdzie x = [L] oraz gdzie rownowagowe stezenie kompleksu kap-snurportyna [Cx] jest
okreslone jako:

x P 1
\[E‘l'?a'l' m_(KAS'x_KAS'Pa+1)2+4KAS'Pa

x 2Ky s

Z modelu odczytatem wyekstrahowane parametry: Kas (stata asocjacji kompleksu); Pax
(stezenie biatka aktywnego), A¢@=F. (réznica miedzy efektywng fluorescencjg apo-biatka i
kompleksu); Fw (fluorescencja wolnego liganda); Fo (poczatkowa warto$¢ fluorescenciji
wynikajgca z fluorescenciji biatka). Jesli Fw byt uiemny lub réwny 0, oznaczalo to nieosigniecie
punktu koncowego miareczkowania lub zbyt silny efekt filtra wewnetrznego. Intensywnosci
fluorescencji byty korygowane ze wzgledu na efekt filtra wewnetrznego (tylko do pewnego
zakresu stezen, do ok. 10-20 uM). Jego wplyw byt pomijalny dla silnych ligandéw, z kolei dla
stabych ligandéw i silnie absorbujgcych maégt wplynaé na Kas znaczgco. Koncowe wartosci
Kas/Kp obliczytem jako $rednig geometryczng z 3-7 niezaleznych pomiaréw lub w przypadku
niektorych niekapowanych struktur stabych Ilub niestabilnych ligandéw snurportyny na
podstawie jednego pomiaru. Wyniki byty zbiezne w 90%. Niepewnosc jest tu wyzszg z dwéch
wartosci: btedu zewnetrznego (uext) i wewnetrznego (uint), wyrazong jako: (u to niepewnos¢ z
dopasowanego modelu z pojedynczych eksperymentdéw, x,, — wazona srednia Kas).

Dopasowanie modelu nieliniowych krzywych metodg iteracji Levenverga-Marquardta (metoda
najszybszego spadku) wykonatem w programie OriginPro 8.5.0 SR1 (Microcal Software Inc.,
USA). Dla silnych ligandéw krzywe zbiegajg (dopasowujg si¢) same wg kryteriow (Pax>0,6),
z kolei dla stabych ligandoéw ustalatem staty parametr Pa: na poziomie 0,6 lub 0,7 celem
dopasowania. Analiza statystyczng wykonatem dla danych z wysokg dobrocig dopasowania
(ang. goodness of fit (R? >= 0,99))
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[11.7.3 Badania miareczkowania liganda biatkiem (saturacja)

Przygotowatem odpowiednie stezenia roztworéw: 1 pM stezone roztwory koniugatow z
DMHBI, DMABI, HEMABI i ACVJ, 2 yM koniugatow z o-HBI, 5 yM koniugatéw z p-NHBI w:
a) buforze HEPES (50 mM HEPES pH 7,20, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) w przypadku miarecz-
kowan snurportyng (lub inne bufory jesli badatem zaleznosci od pH, patrz nizej), b) buforze
HEPES (50 mM HEPES pH 7,20, 100 mM KCI, 0,5 mM EDTA) w miareczkowaniach z melF4E,
¢) buforze TrisHCI (20 mM TrisHCI pH 7,6, 50 mM KCI, 5 mM MgCl;, 5 mM MnCl,) w mia-
reczkowaniach z hNudt16.

W przypadku badania zaleznosci od pH miareczkowania ze snurportyng przeprowadzatem
réwniez w buforach: a) 50 mM bufor HEPES pH 7,65, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, b) 100 mM
TrisHCI pH 8,9, 150 mM NacCl, 1 mM EDTA, c¢) 50 mM bufor Tris-HCI pH 9,5, 150 mM NacCl,
1 mM EDTA stosujgc te samg procedure opisang nizej.

Widma nagrywatem dla niezwigzanych ligandéw, nastepnie dodawatem porcje (2,5; 5 lub 10
ML) 30 uM roztworu: a) snurportyny w buforze HEPES (50 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NacCl,
0,5 mM EDTA, 2 mM DTT, 10% Glicerol), b) melF4E w buforze HEPES (50 mM HEPES pH
7,20, 270 mM KCI, 1 mM DTT, 0,5 mM EDTA, 10% Glicerol), ¢c) hNudt16 w buforze TrisHCI
(20 mM TrisHCI pH 7,6, 100 MM NaCl, 1 mM DTT, 10% Glicerol) lub d) BSA w buforze HEPES
(50 mM HEPES pH 7,20, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) do roztworu liganda i mieszatem roztwor
magnetycznie. Po ok. 3 min. (snurportyna, melF4E, BSA) lub powyzej 6 min. (hNudt) ponownie
skanowatem widmo. Zwigzki miareczkowatem snurportyng az do wysycenia (jesli byto to
mozliwe) lub w przypadku stabych ligandéw do ok. 1-2 uM stezenia.

W przypadku koniugatow z DMHBI wzbudzatem kompleks z biatkiem w dwéch dtugosciach
fal: 390 i 490 nm, dla pozostatych przy pojedynczej dtugosci fali: o-HBI = 390 nm, HEMABI =
455 nm, p-NHBI = 370 nm, DMABI = 470 nm, DMABN = 440 nm, ACVJ = 440 nm.

Ustawienia: szczeliny wzb./emisji: 10 nm, napiecie fotopowielacza: 600 Volt dla koniugatéw
DMHBI, DMABI, HEMABI, ACVJ oraz 700 Volt dla p-NHBI i o-HBI.

111.7.3.1 Miareczkowania z wyznaczaniem stalych dysocjacji ze snurportyna

Dla wybranych zwigzkéw, ktore okazaty sie silnymi ligandami snurportyny na podstawie
eksperymentéw FQT, powtdrzytem miareczkowania snurportyng na nizszych stezeniach
zwigzkow (10 lub 20 nM stezenia koniugatéw z DMHBI lub HEMABI) i przygotowatem pie¢
réznych stezen roztwordw snurportyny w buforze pomiarowym (50 mM HEPES pH 7,20), od
30 uM do 0,3 uM. Do wolnego liganda dodawatem rézne porcje (2-6 uL) roztwordw snurportyny
i mieszatem magnetycznie. Po ok. 3 minutach skanowatem ponownie. Widma emisji byty
usrednianie z 2-3 skandéw, a dodatkowo wykonywatem je w 2-3 powtdrzeniach i wyciggatem
Srednig arytmetyczng do dalszej analizy. Wzbudzania kompleksow z biatkiem jak wyze;j.

Ustawienia: szczeliny wzb./emisji: 10 nm, napiecie fotopowielacza: 800 Volt
[11.7.3.2 Miareczkowania z wyznaczaniem stalych dysocjacji z hNudt16

Dla wybranych zwigzkow, ktore okazaty sie inhibitorami hNudt16, powtorzytem miareczko-
wania enzymem na nizszych stezeniach (100-200 nM dla koniugatéw z DMHBI) i przygo-
towatem analogicznie pie¢ réznych stezen roztworéw hNudt16 w buforze TrisHCI (20 mM
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TrisHCI pH 7,6, 50 mM KCI, 5 mM MgCl;, 5 mM MnCl,), od 30 yM do 0,3 uM. Do wolnego
liganda dodawatem rozne porcje (2-6 pL) roztworow hNudt16 i mieszatem magnetycznie. Po
ok. 6-10 minutach skanowatem ponownie. Widma emisji byty usrednianie z 2-3 skanow, a
dodatkowo wykonywatem je w 2-3 powtdrzeniach i wyciggatem Srednig arytmetyczng do
dalszej analizy. Wzbudzania kompleksow z biatkiem jak wyzej.

Ustawienia: szczeliny wzb./emisji: 10 nm, napiecie fotopowielacza: 800 Volt

[11.7.4 Badanie podatnosci na degradacje enzymem hNudt16 oraz
kinetyki reakcji degradacji

Reakcje przeprowadzitem stosujgc 10 uM stezenie zwigzku i 200 nM hNudt16 w 600 pL buforu
TrisHCI (20 mM TrisHCI pH 7.6, 50 mM KCI, 5 mM MgClz, 5 mM MnCl,) inkubujgc enzym ze
zwigzkiem w 37°C, wolno wytrzgsajgc za pomoca wytrzgsarki typu Vortex. W tych warunkach
TMGpppG hydrolizowat w 55% w ciggu 60 minut. Co 15 minut, pobieratem prébke oraz
zakonczytem reakcje degradujgc enzym termicznie w 95°C (2,5 min). Prébki nastepnie
nastrzykiwatem na HPLC z uzyciem autosamplera (Agilent 1200 Series) z odwréconym
uktadem faz (kol. Supelcosil LC-18-T i stosujgc detektor UV-VIS. Substraty i produkty
eluowatem w 20 C stosujgc liniowy gradient metanolu. Podczas analizy monitorowatem
zwigzki stosujgc detekcje absorpciji w 254 nm oraz w diugosci fali charakterystycznej dla FMR.
Zawartos¢ nieprzereagowanego kapu obliczylem na podstawie integracji odpowiednich
sygnatéw. Dla szybko hydrolizowanych substratéw (z funkcjg 5’-tioestrowg po stronie TMGuo)
powtdrzytem reakcje stosujac 100 nM stezenie enzymu i monitorujgc reakcje w 0, 5, 10 15
minucie.

Warunki chromatograficzne: kolumna Supelcosil LC-18-T (5 uym $rednia ziaren), bufor A: 100
mM KH2PO4 pH 7, bufor B: 100 mM KH2PO,4 pH 7/MeOH (1:1), liniowy gradient od 0 do 100%
buforu B w 7,5 min, przeptyw: 1 mL/min

[11.7.5 Badanie zaleznosci widm emisji wolnych koniugatéw w roéz-
nych uktadach Gly-Woda i Gly-EtOH

Widma wykonywatem na urzgdzeniu Synergy H1 Microplate Reader (z lampg ksenonowg) dla
propargilowych lub azydkowych pochodnych FMR lub koniugatu analogu TMGpppG z ACVJ
w stezeniu 1,5 uyM kazdy. Dla pochodnych FMR wykonatem test w réznych ukfadach glicerol-
etanol (v/v) z uzyciem czytnika ptytek. W tym celu przygotowatem ukfady o rosngcym stezeniu
glicerolu (co 10 % glicerolu) od 20 do 100 % (v/v). Warto zaznaczy¢, ze inaczej sporzadza sie
uktady objetosciowo i wagowo, tj. v/v oraz w/w.

Uktad 10 % w/w oznacza 10 mg glicerolu w 90 mg etanolu. Korzystajgc z de: = 0,789 mg/pL
otrzymujemy 10 mg glicerolu w 114,1 uL etanolu (co odpowiada 7,89 mg w 90 pL etanolu).
Uktad 10 % v/v oznacza 10 pl glicerolu w 90 uL etanolu. Korzystajgc z dey = 1,26 mg/uL
otrzymujemy 12,6 mg glicerolu w 90 pL etanolu.
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Uktady objetosciowe zawierajg wiecej glicerolu (tab. 18).

Tabela 18 Odpowiedniki stezen procentowych dla réznych uktadéw przygotowanych v/v i w/w

% viv % wiw
0 0
20 28,5
30 40,6
40 51,6
50 61,5
60 70,5
70 78,8
80 86,5
90 93,5
100 100

Przygotowatem po ok. 2 mL uktadéw v/v odwazajgc glicerol i uzupetniajgc proporcjonalnie
etanolem na podstawie gestosci glicerolu. Pochodne FMR rozpuszczone w DMSO o stezeniu
50 mM rozciehnczytem w etanolu do stezenia 5 mM a nastepnie do 0,5 mM. Do eppendorfow
odwazytem po ok. 300-400 mg ukfadow (tak by mie¢ ponad 300 uL) i dodatem proporcjonalnie
500 uM r-ru FMR, tak by stezenie finalne wyniosto ok. 1,5 uM. Zbadatem 5 réznych FMR:
DMHBI (55), 0-HBI (56), HEMABI (57), DMABN (62) i ACVJ (60).

Eppendorfy z uktadami Gly-etanol i z FMR mieszatem na Vortexie przez 2,5 godziny. Do ptytki
96-dotkowej rozpipetowatem ok. 160-200 uL roztworu, wg. przyktadowego planu:

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All
DMHBI | DMHBI | DMHBI | DMHBI | DMHBI | DMHBI | DMHBI | DMHBI | DMHBI | DMHBI

EtOH | w 20 % | 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
etanolu | Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11
HEMABI | HEMABI | HEMABI | HEMABI | HEMABI | HEMABI | HEMABI | HEMABI | HEMABI | HEMABI

blank | w 20%Gly | 30%Gly | 40% Gly | 50% Gly | 60% Gly | 70% Gly | 80% Gly | 90% Gly | 100%
etanolu Gly

C1 C2 C3 C4 C5 cé6 c7 C8 (6°] C10 Ci11
ACVJ ACVJ ACVJ ACVJ ACVJ ACVIJ ACVIJ ACVJ ACVJ ACVJ

blank | W 20% |30% | 40% | 50% | 60% | 70% |80% |90% | 100%
etanolu | Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
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Procedura pomiaru:

Pomiar wykonywatem dwiema metodami: odczytujgc intensywnosé fluorescencji metodg
Endpoint oraz wykre$lajgc widma emisji. Najpierw wykonatem pomiar w czasie metodg kinetic
(endpoint), co 1,5 minuty przez 7,5 minuty (5 pomiardéw), odczyt dla dwoch dtugosci fal emis;ji
(w zaleznosci od FMR) i nastepnie wykonywatem widma emisji. Parametry zbierania widm
zostaty przedstawione ponize;j.

Kinetic (Endpoint):

Widma emisji (Emission Spectra):

Set Setpoint 25 °C Read Exc. 370 nm
Temperature (DMHE!) Read: (F) Emission Spectrum
Start Kinetic [Run 0:07:30, Interval [405nm to 700nm by 2]
0:01:25]
Read ) Exc. 430 nm
(DMHBI) Read: (F) 390,515 Read Read: (F) Emission Spectrum
(HEMABI)
o [Run 0:07:30, Interval [465nm to 700nm by 2]
Start Kinetic
0:01:25]
Read Read Exc. 420 nm
HeEaMABI Read: (F) 440,515 (ACVY) Read: (F) Emission Spectrum
( ) [455nm to 700nm by 2]
Start Kinet [Run 0:07:30, Interval
artRinetic 0:01:25] Read Exc. 405 nm
Read (ACVJ) | Read: (F) 450,510 (DMABN) Read: (F) Emission Spectrum
L [Run 0:07:30, Interval [435nm to 700nm by 2]
Start Kinetic o
0:01:25] Read Exc. 360 nm
Read (0-HBI) | Read: (F) 390,615 (0-HBI) Read: (F) Emission Spectrum
[392nm to 700nm by 2]

Dla widm emisji sprawdzatem rézng moc detektora (gain). Dla DMHBI zastosowatem wiekszg
moc ze wzgledu na silne wygaszanie fluorescencji a dla pochodnych julolidyny mniejsze jako
ze posiada silng fluorescencje i jest czuta na zmiany lepkosci (duzy przyrost fluorescencji
w gestych roztworach). Do analizy (analiza metodg Forstera-Hoffmana) wzigtem tylko wyniki
zebrane metodg Endpoint (z ostatniego pomiaru), poniewaz utrzymuje te same moce
detektora (Top = Gain 100) i umozliwia porownywanie FMR miedzy sobg. W dodatku dla
zbieranych widm zwigzki wzbudzatem czesto nie w maksimum wzbudzania, lecz wczesniej,
aby zebrac caty ksztatt widma emisji (urzgdzenie wymaga duzej przerwy miedzy wzbudzaniem
i poczgtkiem emisji).

Dla TMGpppG-3’-L1-ACVJ (1f-3’) podobnie zbadatem zaleznosci od lepkosci ukiadu w
stezeniu 1,5 uM, z tym ze w réznych ukfadach Gly-woda stosujgc parametry nize;j:
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Warunki pomiaru metoda ENDPOINT:

Procedure
Summary

Plate Type | 96 WELL PLATE

Temperature | Temperature: Setpoint 25 °C

Start Kinetic | Start Kinetic [Run 0:05:00, Interval 0:01:30]
Shake Shake: Orbital for 0:03

Read Read: (F) 470,515

End Kinetic End Kinetic

Read Read: (F) Emission Spectrum [470nm to 700nm by 1]

Warunki pomiaru (Widma emisji):

Synergy H1 Microplate Reader

Conditions: Kinetic measurements, 4 reads every 1 min 30 s
Fixed excitation: 440 nm,

Emission range: 470-700 nm, step every 1 nm

Gain: 105, read speed: normal, delay: 100

[11.7.6 Badanie zaleznosci widm emisji wolnych koniugatéw w bufo-
rach o réznych pH

Widma wykonywatem w buforach o réznych pH:

100 mM KH2PO4/K:HPO4pH 6,50

50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 7,20
100 mM KH2PO4/K:HPO4pH 7,50

100 mM TrisHCIpH 8,10

100 mM TrisHCI pH 8,52

100 mM TrisHCI pH 8,92

120 mM Glicyna-NaOH pH 9,50

120 mM Glicyna-NaOH pH 10,00

100 mM NaHCO3/Na,COs pH 10,42

10 100 mM NaHCOs3/Na.COs pH 10,88

©®O N WNE

Eksperymenty wykonywatem dla sond z DMHBI w stezeniu 10 uM i 15 yM dla o-HBI. Warunki:
napiecie 600/700 V dla sond DMHBI, 800 V dla sond o-HBI. Dobranie takich warunkow
umozliwito mi zmierzenie w doktadny sposdb zmian intensywnosci fluorescencji w konkretnych
pH.
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[11.7.7 Badanie obrazowania czasow zycia fluorescencji (FLIM) w
komérkach HelLa

Badania wykonano za pomocg mikroskopu konfokalnego Nikon A1 z zestawem do FCS
PicoHarp 300 i oprogramowaniem SymPhoTime (PicoQuant). Probki obserwowano za
pomocg obiektywu 60x (N.A. 1.2) z imersjg wodna.

Komorki Hela, bedgce w fazie logarytmicznego wzrostu, inkubowano z koniugatami FMR w
stezeniach maksymalnych mozliwych do osiggniecia z roztworéw bazowych. Przeprowadzono
obrazowanie FLIM z wykorzystaniem lasera 485 nm (temp. 36°C).

[11.7.8 Badanie spektroskopowe korelacji fluorescencji (FCS)

Pomiary FCS poprzedzono kalibracjg na Rodaminie 110 w 2,5% glukozie w PBS. Wyznaczono
wielkos¢ ogniska konfokalnego wo=210 nm, oraz wspétczynnik proporcji k=6,2. Na podstawie
danych z kalibracji oraz modelu lepkosci zaleznej od skali w cytoplazmie i jadrze 28 komorek
Hela, obliczono przewidywane czasy dyfuzji dla wolnych koniugatéw oraz biatka snurportyny.

Promienie hydrodynamiczne koniugatéw z FMR wyznaczono w nastepujgcy sposéb:

Strukture 3D kazdej z czgsteczek zoptymalizowano energetycznie przy uzyciu programu
Avogadro (model MMFFP94s). Nastepnie, zoptymalizowany model czaszowy oparty o sfery
van der Waalsa dla kazdej czasteczki wyeksportowano do pliku .wrl co pozwolito na pézniejszy
import w programie Blender (www.blender.org). Zaimportowany model czaszowy zostat
nastepnie dopasowany elipsoidg o pétosiach AB,C, takich ze B=C. Nastepnie obliczono
objetos¢ takiej elipsoidy i pordwnano z objetoscig atomu wegla uzyskang w analogiczny
sposob. Na tej podstawie wyznaczono znajgc promien van der Waalsa dla atomu wegla
(1.7x101° m) wyznaczono promien van der Waalsa dla kazdego z koniugatu. Otrzymany
promien van der Waalsa poréwnano z promieniem hydrodynamicznym oraz promieniem van
der Waalsa barwnika uzytego do kalibracji aparatury (rodamina 110), co pozwolito na
oszacowanie promieni hydrodynamicznych badanych koniugatéw. Promien hydrodynamiczny
snuportyny wyznaczono na podstawie jej masy czasteczkowej zaczerpnietej z bazy danych
Uniprot ( ), tj. 41,143 kDa. Dalej uzywajac wzoru z
pracy Kalwarczyk i wsp. 282 wyznaczono promien hydrodynamiczny biatka:

h
Dy S P(RR)Nysr(rp)dRA

D [*™2p(RR)dRh

Rh1

Pomiary FCS przeprowadzono w losowo wybranych punktach cytoplazmy i jgder komorek
HelLa inkubowanych z badanymi zwigzkami. We wszystkich wariantach zarejestrowano
krzywe FCS — zarejestrowano obecnos¢ fluorescencyjnych i dyfundujgcych molekut. Dane
pomiarowe dopasowano do modelu dyfuzji prostej jednosktadnikowej z uwzglednieniem
obecnosci standw trypletowych.
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[11.7.9 Dokowanie

Przygotowanie liganda i dokowanie zostato przeprowadzone na oprogramowaniu MOE
(wersja 2019.0101 i 2020.0901). Domysline pola sitowe — Amber10 i EHT zostaty zastosowane
odpowiednio do biatka i do liganda.

[11.7.9.1 Przygotowanie receptora

Jako receptor dokujgcy wybrano strukture krystaliczng domeny wigzgcej m3G-cap ludzkiej
snurportynyl w kompleksie z ligandem dinukleotydu TMGpppG kap (kod PDB 1XKS5).
Rozdzielczo$é struktury wynosi 2,40 A, ale struktura ma ogdlnie ztg jako$¢ wyrazong
parametrami z podsumowania ,wwPDB Validation”, co moze by¢ przyczyng problemoéw ze
znalezieniem prawidtowych konformaciji ligandéw (rys. 1). Snurportyna nie tworzy dimeréw w
roztworze, a kap w tej strukturze wigze sie tylko z wolng snurportyng-1, wiec nie nalezy braé
pod uwage biatek wchodzacych w interakcje. Ligand wigze sie w najbardziej uporzgdkowanym
regionie biatka, bez petli, ale niektére tahcuchy boczne (dodatnio natadowane reszty Lys144,
Lys128 i Arg278) sg elastyczne. Kieszen wyglgda na bardzo wystawiong na dziatanie
rozpuszczalnika, chociaz w krysztatach upakowania krysztatow obserwuje sie interakcje z inng
czgsteczkg snurportyny1, ktére stabilizujg ligand. Te sztuczne interakcje mogg wptywac na
analizowang konformacje ztozong. Poniewaz ligand jest polarny i natadowany, sie¢ wigzanh z
czgsteczkami wody jest wazna dla tworzenia kompleksu. Wieksze wigzane czgsteczki wody
niz 12 A zostaty usuniete, a kompleks zostat nastepnie przygotowany przy uzyciu narzedzia
QuickPrep w MOE. Sktadato sie to z nastepujgcych krokdéw: automatyczne korekty struktury
(brakujgce petle i tahcuchy boczne itp.), okreslenie stanéw protonacji reszt za pomocg
narzedzia Protonate3D i ponowne zatozenie kieszeni z obnizonymi ograniczeniami w systemie
(ligand 1, receptor 1, wody 0,1 kcal/mol/A?) w celu usuniecia kolizji i umozliwienia prawidto-
wego ponownego dopasowania nieprawidtowych pozycji atomédw w miejscu wigzania,
zwlaszcza oddziatywania miedzy czgsteczkami wody receptora mostkujgcego ligand
(pozostate usta-wienia dokowania zostaty zachowane domysinie). Po rozwazeniu réznych
opcji, czasteczki wody w centrum aktywnym z mniej niz 3 wigzaniami wodorowymi w
przygotowanej strukturze (pozostatosci HOH 27, 70, 72, 79, 80) zostaly usuniete przed
symulacjami dokowania. Przygotowany system zostat wykorzystany jako receptor do symulaciji
dokowania.

111.7.9.2 Przygotowanie liganda

Poczatkowa konformacije ligandéw przygotowano na podstawie struktury ligandu m3GpppG-
kap z kompleksu krystalograficznego (PDB). Kazdy ligand minimalizowano w prézni przy
uzyciu domysinego pola sitowego, ale przy wytagczonych oddziatywaniach elektrostatycznych,
aby zapobiec znieksztatceniom struktury) i zaktadano dominujgcg protonacje zwigzku (forma
fenolowa) i stan tautomeryczny (rozwazany jest pojedynczy stan na ligand).

111.7.9.3 Protokot dockowania

Zatozono, ze podstawnik TMGpppG analogu posiada znacznik FMR na zewnatrz kieszeni
wigzgcej snurportyny i wystawiony jest na oddziatywania z rozpuszczalnikiem oraz ze przyjmie
takg samg lub bardzo podobng pozycje do krystalizowanego liganda, a zatem podjeto probe
protokotu (fragment liganda GMP zostat doprowadzony do konformacji krystalograficznej).
Wstepne proby dokowania z tym protokotem (przy uzyciu réznych ustawien) nie powiodty sie
nawet przy odtwarzaniu oryginalnej pozycji dokowania ligandéw (oraz podstawionych
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ligandow), dlatego przyjeto inny protokét: ligand krystalograficzny zostat ,przereagowany”
(zwigzany kowalencyjnie) z odpowiednim podstawnikiem (linker-triazol-CH>CH2-0-HBI) w
pozycjach 2' lub 3' rybozy przy uzyciu reakcji transkarbamaciji. Przeszto 100 pozycji kazdego
liganda udoktadniono i w sumie 100 pozycji (zaréwno utworzonych 2' i 3'-podstawionych
ligandow) zostato ostatecznie zwréconych. W tym protokole pozycja rybozy prawie nie zmienia
sie w stosunku do struktury krystalograficznej. W drugim etapie udokfadniania protokotu
dokowania zastosowano wywotane dopasowanie z (nizsze niz domysine) ograniczeniami
dotyczgcymi pozostatosci miejsca aktywnego wynoszgce 1 kcal/mol/A? oraz z domysing
punktacjg GBVI/WSA DG.

11.7.9.4 Analiza danych

Zatozono, ze fragment kapu podstawionych zwigzkéw bedzie zadokowany jako w strukturze
krystalizowanej oraz ze podstawniki sg wystawione na dziatanie rozpuszczalnika i mogag sie
tatwo przestawiac.Analizujgc wyniki wzieto pod uwage nastepujgce czynniki: wyniki dokowania
(S) dla pozycji wybranego liganda, Interakcje, energie odksztatcenia liganda (czy ligand jest
napiety w konformaciji finalnej), RMSD miedzy poczgtkowym umieszczeniem liganda a pozycja
zadokowang liganda. Jesli RMSD jest wysokie, oznacza to, ze ligand poruszat sie znacznie
podczas ponownego udokfadniania struktury i sugeruje, ze poczatkowe umieszczenie liganda
nie byto optymalne pod wzgledem energii pola sitowego (stosunkowo daleko od minimum
energii potencjalnej).

[11.7.10 Ekspresjai oczyszczanie snurportyny i innych biatek

Sekwencje ludzkiego biatka snurportyny1l (ID genu: 10073) uzyskano w wektorze
plazmidowym (pET16b_wtSNP1) z Addgene. Biatko snurportyny (~44 kDa) ze znacznikiem
histydynowym na koncu 5' ulegato nadekspresji w prokariotycznym uktadzie ekspresyjnym
BL21 (DE3) RIL E.coli (Invitrogene). Biatko 6xHis-Snurportynal indukowano 0,4 mM
roztworem IPTG o gestosci optycznej 0,65 (hodowla bakteryjna), a bakterie hodowano dalej
przez 16 godzin w temperaturze 18°C. Zebrane komorki poddano lizie w buforze zawierajg-
cym: 20 mM HEPES pH= 7,5, 300 mM NacCl, 20 mM imidazol, 10% glicerol, 1% Tirton X-100,
0,1 mg/ml lizozymu i mieszanine inhibitoréw proteaz (aprotynina, leupeptyna, pepstatyna,
PMSF). Lizat poddano sonikacji (15 minut, moc 50%, 15 s wigczenie/wylgczenie) i odwiro-
wano. Supernatant naniesiono na 2 x 5 ml kolumne HisTrap FFTM (Cytiva) zrbwnowazong
buforem: 20 mM HEPES pH= 7,5, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, 5 mM B-merkaptoetanol,
10% glicerol. Biatko 6xHis-Snurportin1 przemyto buforem zawierajgcym 1 M NaCl i eluowano
buforem: 20 mM HEPES pH= 7,5, 300 mM NacCl, 300 mM imidazol, 5 mM B-merkaptoetanol,
10% glicerol. Frakcje biatkowe dalej oczyszczano na kolumnie filtracyjnej zelowej Superdex
75 pg HiLoad 26/600 (Cytiva). Prébki ze snurportyng zatezone do ~30 uM, szybko zamrozono
i przechowywano w temperaturze -80°C w buforze zawierajgcym 50 mM HEPES pH= 7,5, 150
mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 2 mM DTT, 10% glicerol.

Ludzki enzym dekapujgcy Nudt16 ekspresjonowano i oczyszczano wg protokotu '3 a biatko
melF4E wg protokotu 284,
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V. Podsumowanie

W ramach niniejszej pracy zsyntezowatem biblioteke zwigzkow na ktérg sktada sie:
a) 19 TMG kapow z linkerami funkcjonalizowanymi grupg azydkowg lub propargilowg (1-11),
b) 42 koniugaty TMG kapu z roznymi Fluorescencyjnymi Molekularnymi Rotorami (1-11-a-f),
¢) 22 nukleotydowe koniugaty z FMR niezawierajgce TMG kapu (12-15a-f), d) 4 analogi TMG
kapu niezawierajgce FMR ani funkcjonalizowanego linkera (17-20) oraz e) 3 zwigzki GpppG
podwojnie znakowane FMR (21-22a-c). Najwazniejszg (i najliczniejszg) klase zwigzkdéw
stanowig tytutowe koniugaty TMG kapu znakowane FMR, pozostate koniugaty (12-22) nalezy
traktowac¢ jako zwigzki kontrolne do badan struktura-aktywnos$¢ w badaniach powinowactwa
lub do badan komérkowych (16a-16f). Wsrdd miejsca wprowadzenia modyfikacji w postaci
FMR wybratem pozycje 2’ i 3’-O-Guo, -Ade i -TMGuo (39 przyktadéw) oraz pozycje N1 i C8
Guo (4 przyktady) oraz sprawdzitem ich wptyw na powinowactwo do snurportyny. Z kolei wsréd
réznych FMR zbadatem 5 analogow fluroforu GFP: DMHBI, o-HBI, p-NHBI, HEMABI, DMABI
oraz dwa analogi julolidyny (ACVJ, DMABN) i rowniez sprawdzitem ich wptyw na powino-
wactwo do snurportyny na przykfadzie analogu TMGpppG (1).

Zsyntezowane zwigzki poddatem badaniom fizykochemicznym (wtasciwosci spektralne i
solwatochromizm, zaleznosci emisji wolnych zwigzkéw od pH i polarnosci (DMSO-H,0) sro-
dowiska, wyznaczanie pKa fenoli, badania wrazliwosci na zmiany lepkosci lub temperatury
otoczenia) oraz biofizycznym (charakterystyka powinowactwa do snurportyny (Kp), odpowiedzi
zwigzkow na wigzanie ze snurportyng (Fm/Fo oraz dF/dC), odpornosé na degradacje ludzkim
enzymem Nudt16, specyficznos$¢ substratowa wzgledem biatek wigzgcych kapy: snurportyna,
melF4E, hNudt16).

Wyniki badan powinowactwa do snurportyny stanowity najszerszg czes¢ pracy i mozna je
podsumowac nastepujgco:

e \Wprowadzenie linkera z grupg azydkowsa lub propargilowag w pozycje 2’ i 3’-O-Guo lub
Ade i 3-O-TMGuo w analogach TMGpppN oraz TMGpppAmnUnA nie zaburza
oddziatywanh ze snurportyng. Wyjatkiem sg pozycje N1 (9) i 2’-O-TMGuo (8-2’), ktére
powodujg destabilizacje lub catkowity brak wigzania,

e Zamiana atomu tlenu na atom siarki w poz. 5’ w analogach TMGSpppG (19), 2-2’ i 2-
3’ jest najmniejszg modyfikacjg dajgcg wymierng korzy$¢ w odniesieniu do wzrostu
powinowactwa do snhurportyny (6-krotny wzrost), zas wprowadzenie tej modyfikacji od
strony Guo (20, 7-2’, 7-3’) nie zmienia oddziatywania. Wydtuzenie mostka trifosforano-
wego (5-, 6-2°/3’) réwniez powoduje pewng wymierng korzysc¢, niezaleznie od tego czy
drugim nukleotydem jest adenozyna czy guanozyna,

e Wprowadzenie GFP-podobnego FMR (a-e) w poz. 2’-O guanozyny z odpowiednim
linkerem (L1) powoduje drastyczny wzrost powinowactwa (100x wzgledem TMGpppG).
Izomery 3’ praktycznie nie wykazujg tego efektu stabilizujgcego i wigzg sie 50x stabiej
niz 2’. Badania FQT wytonity 9 TMG kapowanych zwigzkéw z Kp ponizej 10 nM.
Rodzaj analogu fluroforu GFP a-e nie odgrywa znaczacej roli, jednakze zaobser-
wowatem drastyczny spadek (~40x) efektu stabilizujgcego dla FMR f o wigkszych
rozmiarach. Dodatkowo, koniugaty z samym triazolem i alifatycznym alkoholem (17,
18) nie wykazujg tego efektu. Oznacza to ze GFP-podobny FMR jest tutaj kluczowy
i niezbedny. Wprowadzenie go w pozycje 2/'3-0O trimetyloguanozyny (8) lub adenozyny
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(4) nie powoduje efektu stabilizujgcego w przypadku dinukleotydu, a dla 4-ej pozycji
sekwenciji w tetranukleotydzie 2'/3’-O-Ade (11, oba izomery) powoduje destabilizacje
kompleksu ze snurportyng i jest to jedyny taki przyktad,

Wspomniana wczeéniej modyfikacja tioestrowa od strony TMGuo czy wydtuzenie
wigzania do tetrafosforanowego w koniugatach 2’ nie wywiera dalszego znaczgcego
wzrostu (ich wptyw jest marginalny w poréwnaniu do FMR), chociaz najsilniejszym
ligandem okazat sie koniugat tetrafosforanowy z HEMABI, 5¢-2’ (Kp = 5 M),

Wprowadzenie tych samych modyfikacji (FMR) i konfiguracji (Guo-2’-O-L1) do
zwigzkow bez TMG kapu (GMP, GpppG i m’G kap) réwniez powoduje znaczacy wzrost
powinowactwa (10-100x) zarowno wzgledem ich 3’ odpowiednikow jak i TMGpppG.
Oznacza to, ze ten efekt stabilizujgcy jest na tyle silny, Ze zmienia specyficznos¢
substratowg snurportyny, ktdéra nie wigze takich niemodyfikowanych nukleotydow in
vivo, jednakze trzeba tu jasno podkresli¢, Zze to silne wigzanie nadal jest konkuren-
cyjne wzgledem innych biatek, np. melF4E i podobne state Kp analogéw m’G kapu.
Ostatecznie zatem stwierdzam ze, mimo iz struktura TMG kapu nie jest wymagana do
silnego oddzialywania ze snurportyng, jest pozadana ze wzgledu na specyficznos¢
oddziatywania (melF4E nie wigze analogéw TMG kapu) i tylko takie zwigzki majg
szanse by¢ molekularnymi sondami snurportyny w warunkach komodrkowych czy
ztozonych modelach zwierzecych,

Przeprowadzone badania komputerowe i obliczeniowe na modelowych ligandach 1b-
2’, 1b-3’ wykazaly potencjalne miejsca dokujgce w domenie wigzgcej TMG kap
snurpor-tyny i pozwolity na zwizualizowanie korzystnych energetycznie konformaciji
znacznika,

a dodatkowo ujawnity potencjalne oddziatywania hydrofobowe metyloimidazolinonu
i pierscienia fenylowego z resztami Trp107, 11e109, Leu277, Met281, Val285. Stanowi
to mozliwe wyjasnienie zwiekszonej stabilnosci kompleksu oraz dodatkowg weryfikacje
zréznicowanych wynikow dla izomeréw 2’ wzgledem 3’, ktére wg tego modelu nie
wpasowujg sie w te kieszen hydrofobowg. Najprawdopodobniej zatem kluczowe sg
oddziatywania hydrofobowe, jednak znacznik nie moze by¢ zbyt duzy lub sztywny (f).

Wyniki badan odpowiedzi ligandow na wigzanie ze snurportyng daty nastepujgce wnioski:

W kontekscie parametru Fm/Fo | wsrdd analogéw TMG kapu, koniugaty DMHBI: 1a-2’,
2a-2’, 3a-2’, 5a-2’, wykazaty najwieksze zmiany (7 do 12,5-krotne) przy jednoczesnym
bardzo wysokim powinowactwie do snurportyny (Kp ~10nM). Korespondujgce 3’
izomery wykazaly znacznie mniejsze zmiany (~1-4). Co ciekawe, w przypadku
koniugatow z o-HBI (b), typ linkera i orientacja triazolu majg znaczgcy wptyw na zmiany
fluorescencji po wigzaniu snurportyny, tj. koniugaty 1b-2’, 1b-3’ wykazaty niskie
wartosci Fn/Fo (<3), a 7b-2’, 7b-3" i 9b, w ktdrych nukleotyd jest przytgczony do triazolu
przez atom wegla (niebieski, L2), znaczgco wieksze (5-9-krotne). Warto zauwazy¢, ze
wszystkie zwigzki wykazujgce najwieksze wartosci Fn/Fo wykazywaty bardzo niskg
fluorescencje w stanie wolnym (Fo), co czyni je bardzo dobrymi kandydatami na sondy
,wigczajgce” fluorescencije,

W kategorii zmian intensywnosci fluorescencji przy danym stezeniu biatka (dF/dC),
najwieksze zmiany wykazat koniugat ACVJ 1f-3’ (463 a.u./uM), podczas gdy izomer
2’ tylko ~90 a.u./uM przy bardzo zblizonym powinowactwie (Kp). Silne zmiany (~300
a.u./uM) wykazaty rowniez 2’ koniugaty z HEMABI: 1c-2’, 3c-2’, 5¢-2’. W przypadku
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tych koniugatow, 3’ koniugaty wykazywaty znaczaco nizsze zmiany (2-6 razy). W pozo-
statych przypadkach zmiany te byly niskie (<50 a.u./uM), czasem nawet mimo bardzo
wysokiego powinowactwa, np. 1b-2°, 7b-2’, 8b-3’ a w jeszcze innych np. dla 7b-3’
zmiany wzgledne Fn/Fo byty duze, ale zmiany dF/dC mate,

e Pordwnanie tych trzech wspomnianych parametrow w badaniach biofizycznych ze
snurportyng pozwolity mi na wytonienie najlepszych kandydatéw pod katem powino-
wactwa (niskie Kp) i wysokich zmian fluorescencji podczas wigzania i sg to: la-2’,
2a-2’, 3a-2’, 5a-2’, 1¢-2’, 3c-2’, 5¢-2’. Rozwazano tylko TMG kapowane zwigzki
(specyficznosé), mimo ze najwieksze odpowiedzi i wysokie powinowactwo wykazat
analog GpppG 22a-2’+3’. Wynik ten jest jednak wazny, poniewaz daje to szanse, ze
wprowadzenie podobnej konfiguracji bis-modyfikacji do analogu TMGpppG bedzie
korzystne (wymierna korzy$¢ 22a-2’+3’ wzgledem monopodstawionego 22a-2’)

e Badania odpowiedzi zwigzku 2a-2’ ze snurportyng, melF4E oraz BSA wykazaty
specyficznos¢ wzgledem snurportyny i 12,5-krotny wzrost fluorescencji w stanie wysyc-
enia oraz brak odpowiedzi z pozostatymi biatkami,

W kontekscie badan z ludzkim enzymem Nudt16 otrzymatem nastepujace wnioski:

e Wprowadzenie modyfikacji metylenowej (-CH-) (3) w pozycje miedzy fosforami a-$
skutkuje odpornoscig na degradacje, podobnie wprowadzenie modyfikacji tioestrowe;j
(5’-S) od strony Guo (7, 20) i FMR w poz. N1-Guo (9) nadajg odpornosci zwigzkom
przed degradacjg. Wprowadzenie tej samej modyfikacji tioestrowej lecz od strony
TMGuo (2, 19) powoduje obserwowalny wzrost szybkosci degradacji. Wprowadzenie
FMR w poz. 2’,3’-O nie wptywa znaczgco na podatnos¢ na degradacje, chociaz 2’
izomer (8a-2’) ulegat jej wzglednie szybciej.

e Skanowanie widm podczas miareczkowan enzymem Nudt16 wykazato, ze N1-Guo
(9¢, 9g) modyfikowane analogi nie sg rozpoznawane przez biatko, zas$ analogi 3a-3’
(-CH2-) i 7a-2’13’ (5’-S-Guo) wykazaty odpowiedz i na podstawie widm emisji i krzywych
miareczkowan mogg by¢ rozwazane jako inhibitory tego enzymu, chociaz wymagatoby
to doktadniejszych badan np. optymalizacji krzywych miareczkowan enzymem lub
pomiar ICso w badaniach z substratem tego enzymu. Nudt16 silniej wigze jednak
analogi GpppG lub NADpppG i wsrdéd nich nalezatoby szukac silnych specyficznych
inhibitoréw enzymu a wyniki miaty stuzy¢ wykazaniu uzytecznosci metody z blokowa-
niem mechanizmu TICT (wzrost emisji FMR).

Wyselekcjonowane na podstawie badan biofizycznych zwigzki poddano badaniom
w zywych komorkach Hela, tj. obrazowaniu czaséw zycia fluorescencji oraz badaniu wsp.
dyfuzji. Koniugat 1c-2’ wykazat wzrost czasu zycia fluorescencji (3,5 ns) w komoérkach, w
odréznieniu od 1a-2’, 1f-3’ (~2-2,5 ns) i ich fosfonianéw. Wykazano, ze koniugaty TMG kap-
FMR mozna stosowa¢ jako sondy fluorescencyjne do obrazowania snurportyny w zywych
komorkach czy potencjalnie do sledzenia jej ruchu w komérce, jednak konieczne sg dalsze
badania biologiczne, aby zrozumie¢ petny potencjat i ograniczenia tych sond. Takie badania
komodrkowe oddziatywan snurportyny i transportu snRNA fluorescencyjmi sondami z FMR
moze mieC znaczenie poznawcze w patologii procesu splicingu i rozwoju nowoodkrytych
chordb a takze potencjalnie moze poméc naukowcom w odkryciu efektywnej terapii w dystrofii
migsniowej. ldentyfikacja dwdch hydrofobowych powierzchni w poblizu kieszeni wigzacej TMG
kap, moze rowniez naukowcom utatwic przyszte projektowanie silniejszych ligandéw snurpor-
tyny.
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Tab. A1 Wartosci statych dysocjacji (Kpo) oraz Energii Swobodnej Gibbsa (AG) dla komplekséw réznych
ligandéw (analogi TMG kapu bez FMR, koniug. FMR bez TMG kapu, analogi TMG kapu-FMR) ze
snurportyng

TMG kapowane analogi bez i z linkerami z grupg azydkowg lub propargilowg lub triazolem bez FMR
Kp (nM) Powtérzenia AG (kJ/mol)
Skrét zwigzku
Warto$¢ | Btad pom. n= Wartos¢ Btad pom.
TMGpppG 1310,8 163,5 4 -33,38 0,16
TMGppCH:zpG 1315,8 17,3 [a] -32,97 0,03
TMGpCH2ppG 2564,1 65,7 [a] -31,35 0,06
TMGppNHpG 714,3 51,0 [a] -34,46 0,17
TMGpNHppG 1250,0 31,3 [a] -33,10 0,06
TMGpppA 5263,2 277,0 [a] -29,59 0,13
TMGpppSG 1305,8 120,2 3 -33,00 0,22
TMGSpppG 180,2 11,5 3 -37,81 0,02
TMGpppsG D1 434,8 3,8 [a] -35,67 0,02
TMGpppsG D2 769,2 5,9 [a] -34,28 0,02
TMGppspG D1 833,3 69,4 [a] -34,08 0,20
TMGppspG D2 714,3 10,2 [a] -34,46 0,03
TMGppppG 416,7 6,9 [a] -35,77 0,04
TMGpppAmUmA 229,9 1,1 [b] -37,22 0,01
TMGpppG-2'-O-L-CH2CH2N3 1113,0 76,9 3 -33,46 0,10
TMGpppG-3'-O- L-CH2CH2N3 875,8 72,7 3 -34,10 0,10
TMGSpppG-2'-O-L-CH2CH2N3 147,9 12,0 3 -38,29 0,20
TMGSpppG-3'-O-L-CH2CH2N3 257,4 20,7 3 -36,94 0,19
TMGppCH2pG-2'-O-L-CH2CHzNs 681,1 32,0 3 -34,67 0,14
TMGppCH2pG-3'-O-L-CH2CH2N3 780,3 137,3 2 -35,18 0,14
TMGpppA-2'-O-L-CH2CH2N3 1287,3 231,3 3 -33,18 0,51
TMGpppA-3'-O-L-CH2CH2N3 16154,1 31913,4 3 -29,32 1,88
TMGppppG-2'-O-L-CH2CH2N3 154,37 5,56 4 -37,39 0,52
TMGppppG-3'-O-L-CH2CH2N3 271,6 18,0 3 -36,12 0,53
TMGppppA-2'-O-L-CH2CH2N3 155,2 23,2 3 -36,65 0,44
TMGppppA-3'-O-L-CH2CH2N3 342,8 20,4 3 -35,51 0,19
TMGpppSG-2'-O-L-pgyl 548,2 129,4 3 -35,10 0,59
TMGpppSG-3'-O-L-pgyl 608,6 18,7 3 -34,84 0,07
TMGpppG-N1-pgyl brak wigzania 2 brak brak
TMG(-2'-O-L-CH2CH2N3)pppG brak powtarzalnosci 4 brak brak
TMG(-3'-O-L-CH2CH2N3)pppG 923,6 147,8 4 -34,81 0,10
TMGpppAmUmA-2'-O-L-CH2CH2N3 211,2 9,9 3 -37,42 0,11
TMGpppAmUmA-3'-O-L-CH2CH2N3 205,8 14,1 3 -37,49 0,17
TMGpppG-2'-O-L1-OH 613,4 32,3 3 -34,83 0,13
TMGpppG-2'-O-L1-CH2CH20OH 494,2 40,7 2 -35,36 0,20

L= -C(O)NH- ; pgyl = -CH2CCH- ; L1 = -C(O)NH-CH2CHa-triazole-4-yl-CHa-

Tab. A1 Cigg dalszy...



Koniugaty z FMR nie zawierajagce TMG kapu
Ko (nM) Powtérzenia AG (kJ/mol)
Skrét zwigzku
Wartos¢ | Bfad pom n= Wartos¢ | Btad pom
GMP2.0.L1-DMHBI 159,3 5,6 3 -38,11 0,09
GMP3-0-L1-DMHBI NA 1 brak brak
GMP2-0-L1-0HBI 105,3 10,5 1 -39,13 0,24
GMP3.0.L1-0HBI 14925,4 1901,8 2 -28,61 0,27
GMP2.o.L1-pNHBI 157,8 5,0 2 -38,14 0,08
GMP3.0.L1-pNHEI 2379,8 512,3 1 -31,53 0,53
GMP2.0.L1-HEMABI 182,1 11,9 3 -37,78 0,16
GMP3-0-L1-HEMABI 1007,0 46,2 1 -33,61 0,11
GMP2.0.L1-Acva 28571,4 | 4081,6 1 -25,48 0,35
GMPgz.0.L1-acv3 bd. 0 brak brak
GMP2.0-L2-0HBI >10000 >10000 1 brak brak
GMP3.0.2-0HBI >10000 >10000 1 brak brak
pmHBI-L1-2-0GPPPG2.o-L1-DMHBI 2066,1 106,7 1 -31,87 0,12
n3cHzcH2-L-3-0GPPPG2.0-L1-DMHBI 40,19 3,7 1 -41,46 0,23
pomHeI-L1-3-0GPPPG2.0-L1-DMHBI 32,3 1,8 1 -41,99 0,13
MMGpppG2-o-L1-oHBI 10,7 7,3 2 -44,68 2,03
MMGpppGs-o-L1-oHBI 130,9 16,3 1 -38,59 0,30
MMGSpppG2-0-L1-DMHBI 25,2 2,2 3 -42,60 0,21
MMGSppst'.o.Ll.DMHB| 9628,3 1189,4 1 -28,12 0,30
MMGSpppG2.o-L1-oHBI 22,2 1,9 3 -42,91 0,21
MMGSpppGsz-o-L1-oHa 21277 316,9 1 -31,80 0,37
MMGSppsz'.o.Ll.HEMAB| 19,46 1,04 3 -43,23 0,13
MMGSpppG3'.o.L1.HEMAB| 27777,8 5401,2 2 -25,54 0,48
p-CH2-L1-DMHBI >10000 >10000 2 brak brak
p-CH2-L1-0HBI >10000 | >10000 1 brak brak
p-CH2-L1-HEMABI 9434,0 1513,0 2 brak brak
p-CH2-L1-ACVJ Bd. 0 brak brak
p-CH2-L1-DMABI Bd. 0 brak brak

L1 = -C(O)NH-CH2CHa-triazole-4-yl-CHz- ; L2 = -C(O)NH-CH2-triazole-1-yl-CH2CH. ; p = fosforan ;
bd = brak danych ; nieaplikowalne = brak dobrego dopasowania/niespetnione kryteria akceptacji



Dane uzyskane z eksperymentow FQT dla komplekséw koniugatow TMG kap-FMR i snur-
portyny poddatem dwustronnemu testowi ANOVA z analizg post-hoc (Tukey’a) w ktérym kolumny
stanowig kolejne zwigzki a wiersze- czgstkowe wyniki Kp <FQT> oraz obliczytem wartosci p
i poziom istotnosci statystycznej (rys. A1.). Wyniki potwierdzity wysoki poziom istotnosci dla koniu-
gatow z GFP-podobnymi FMR w poz. 2’-Guo. Test potwierdzit rowniez wysoki poziom istotnosci
dla pochodnych modyfikowanych (2a, 3a, 5¢) i mniejszy lub brak dla analogéow 7a oraz 8a-3’, zas
wyniki uzyskane dla 8a-2’ i 9a wykazaty wysoki poziom istotnosci, ale zmiany sg destabi-lizujgce
wzgledem referencji (czerwony).
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Rys. A1. Poréwnanie istotnosci statystycznej (test dwustronny ANOVA, poréwnanie multipleksowe Tukey’a)
wartosci zmierzonych Ko wybranych TMG kapowanych ligandéw do snurportyny wzgledem referencji: A.
TMGpppG, B. TMGpppA i TMGpppAnUmA oraz C. poréwnanie Ko do snurportyny miedzy regioizomerami;
oznaczono kolorem czerwonym gwiazdki dla zmian destabilizujgcych kompleksy (zwiekszajgcych Kb
wzgledem referencji)

Wysoki poziom istotnosci (***) uzyskatem réwniez dla dinukleotydowych analogéw adenozynowych
(panel B), chociaz tutaj trzeba zaznaczy¢, ze sg to mniejsze zmiany niz w przypadku guanozy-



nowych la-e-2’ oraz w przypadku tetramerowych analogéw zmiany sg nieznaczgce statystycznie.
Test potwierdzit rowniez brak istotnosci w przypadku zmiany rodzaju FMR typu a-e oraz brak
miedzy regioizomerami 2'/3’ (panel C). Wykonatem réwniez test z korekcjg na odsetek fatszywych
odkry¢ (FDR) wg procedury dwuetapowej Benjamini, Kriegera i Yekutiel’'ego i nie wykazat on dla
badanych poréwnan odkry¢ fatszywych (przy minimalnej istotnosci statystycznej = *, wynik ‘ns’
(nieznaczacy statystycznie) dat braku odkrycia w tym tescie)

Metodologia:

Wybrane otrzymane z pomiarow FQT warto$ci statych dysocjacji ligand-snurportyna
(n=3-4) poddatem wpierw testowi Wilka-Shapiro i wykazat on, Zze dla wszystkich danych
czgstkowych Kp rozktad jest normalny (warunek do testu parametrycznego ANOVA). Nastepnie dane
poddatem dwustronnemu testowi ANOVA (GraphPad Prism, v. 8.0.1) z wielosktadnikowg analizg
post-hoc Tukey’a. Test ten oparty jest na ogélnym modelu liniowym sumy reszt. Zwigzki podzielitem
na grupy wg kolejnych zwigzkow 1-1l1a-f oraz poréwnatem Srednie wartosci Kp koniugatow TMG
kap-FMR ze srednim Kp referenciji (TMGpppG dla 1a-f, 2-3, 5, 7, 8, 9a-2°/3’ oraz 10; TMGpppA dla
4c, 6a, 6¢); TMGpppAnUnA dla 11a-2’, 11a-3’) oraz wyniki miedzy regioizomerami 2’ i 3’. Kazda
wartos¢ p zostata skorygowana w celu uwzglednienia wielokrotnych poréwnan i przedziatem ufnosci
0,05 (95%) a wyniki poddatem réwniez weryfikacji celem identyfikacji odkry¢ fatszywych (FDR) wg
procedury dwuetapowej Benjamini, Kriegera i Yekutieli’ego, ktéra takich nie wykazata.

Wartosci p reprezentujg prawdopodobienstwo z jakim przy zatozeniu prawdziwosci hipotezy
zerowej mozna zaobserwowac taki wynik w swoim badaniu (lub bardziej ekstremalny) oraz sg
podzielone na (standardowo przyjete dla a=0,05) przedzialy i oznaczajg odpowiednio:

1) <0,0001 =****  ekstremalnie znaczacy
0,0001 do 0,001 =*** | ekstremalnie znaczacy

2) 0,001 do 0,01 =**, bardzo znaczacy

3) >Ilub=0,05="*,znaczacy
Jesli wartos¢ p jest mniejsza od progu (0,05), oznacza ze mozna ,odrzuci¢” hipoteze zerowa
i ze réznica jest statystycznie istotna. Jesli warto$¢ p jest wieksza od progu, oznacza to ze nie
mozna odrzuci¢ hipotezy zerowej i ze roznica jest statystycznie nieistotna (nie ma wystarczajg-
cych dowodow, aby odrzuci¢ hipoteze zerowa).

Hipoteza zerowa testu dwukierunkowego ANOVA zaklada, ze nie ma interakcji miedzy
kolumnami (zestawami danych) i wierszami. Dokfadniej, stwierdza, ze wszelkie rdznice sys-
tematyczne miedzy kolumnami sg takie same dla kazdego wiersza i ze wszelkie roznice
systematyczne miedzy wierszami sg takie same dla kazdej kolumny. Wynik testu umozliwia
okreslenie w jaki sposob uzyskana odpowiedz jest dotknieta dwoma wybranymi przy tworzeniu
podziatu czynnikami. W tym tescie czynnik wierszy stanowig kolejne wyniki statych dysocjacji Ko
(oczekiwany brak wptywu) a czynnik kolumny réznorodnie modyfikowane struktury nukleotydowe
TMG kapu-FMR i/lub rézne rodzaje FMR (oczekiwany silny wptyw).



Tab. A2. Poréwnanie odpowiedzi koniugatéw z réznymi FMR obliczone réznymi metodami (A, B, C)

A. Obliczone | B. Obliczone C. Obliczone

Koniugaty z DMHBI z catek z na podstawie | Jakato | na podstawie

(wzbudzane Aexc = 390 nm (biaty) lub catego intensywnosci | dlugos¢ | intensywnosci

490 nm (niebieski)) zakresu dla wybranej | fali (nm) | dla réznych

widma dtugosci fali dtugosci fali
GMP-2'-O-link-DMHBI_390 9,44 29,66 549 23,10
GMP-2'-O-link-DMHBI_490 10,18 10,57 545 10,37
% GMP-3'-O-link-DMHBI_390 1,06 1,16 531 1,15
O | GMP-3-0O-link-DMHBI_490 2,15 2,16 548 2,09
GTP-2'-O-link-DMHBI_390 4,46 11,51 546 8,73
GTP-2'-O-link-DMHBI_490 9,05 9,77 544 9,75
TMGpppG-2'-O-link-DMHBI_390 3,74 7,29 541 6,61
TMGpppG-2'-O-link-DMHBI_490 11,10 11,34 545 11,33
TMGpppG-3'-O-link-DMHBI_390 1,27 2,53 533 2,42
TMGpppG-3'-O-link-DMHBI_490 2,93 3,29 542 3,16
TMGppppG-3'-O-link-DMHBI_390 1,18 1,41 534 1,35
TMGppppG-3'-O-link-DMHBI_490 3,58 3,72 544 3,62
TMGpppA-2'-O-link-DMHBI_390 1,41 1,75 538 1,59
TMGpppA-2'-O-link-DMHBI_490 4,94 5,53 541 5,32
TMGpppA-3'-0O-link-DMHBI_390 1,19 1,21 529 1,20
TMGppppA-2'+3'-O-link-DMHBI_490 4,87 5,57 536 4,93
TMGppppAmUnmA-3’-O-link-DMHBI_490 3,00 3,22 542 3,20
TMGppCH2pG-3'-O-link-DMHBI_390 1,22 1,47 529 1,45
o | TMGppCHzpG-3'-O-link-DMHBI_490 3,78 3,86 544 3,76
§ TMGppCH2pG-2'-O-link-DMHBI_390 3,09 6,82 539 5,562
8 | TMGppCHzpG-2'-O-link-DMHBI_490 7,55 7,75 545 7,75
g TMGpppG-N1-link2-DMHBI_490 1,10 1,12 544 1,12
% TMG(2'-O-link-DMHBI)pppG_390 1,41 2,01 534 1,92
= TMG(3'-O-link-DMHBI)pppG_390 1,85 3,07 538 2,79
TMG(3'-O-link-DMHBI)pppG_490 1,82 1,87 543 1,85
TMGpppSG-2'-O-link2-DMHBI_390 1,73 2,99 536 2,78
TMGpppSG-3'-O-link2-DMHBI_390 1,56 1,97 532 1,92
TMGpppSG-3'-0O-link2-DMHBI_490 3,01 3,41 540 3,25
TMGSpppG-2'-O-link-DMHBI_390 3,88 9,18 542 7,29
TMGSpppG-2'-O-link-DMHBI_490 9,76 9,73 545 9,71
TMGSpppG-3'-O-link-DMHBI_390 1,55 2,63 533 2,29
TMGSpppG-3'-O-link-DMHBI_490 2,96 3,21 542 3,16
MMGSpppG-2'-O-link-DMHBI_390 6,57 13,32 543 11,40
MMGSpppG-2'-O-link-DMHBI_490 10,73 11,53 545 11,32
MMGSpppG-3'-O-link-DMHBI_390 1,10 1,23 532 1,24
MMGSpppG-3'-O-link-DMHBI_490 1,64 1,64 544 1,64




Tab. A2. Poréwnanie odpowiedzi koniugatéw z réznymi FMR obliczone réznymi metodami (A, B, C)

A. Obliczone | B. Obliczone C. Obliczone
Koniugaty z HEMABI z catek z na podstaV\/’le. Jaka 'Eq na podstawtle.
(wzbudzane Aexc = 455 nm) catego mtensywnosc_:l dh_Jgosc mtensyyvnosm
zakresu dla wybranej | fali (nm) | dla réznych
widma diugosci fali diugosci fali
% GMP-2'-O-link-HEMABI 8,00 7,49 531 7,40
O | GMP-3'-O-link-HEMABI 2,59 2,36 527 2,36
TMGpppG-2'-O-link-HEMABI 2,95 2,80 527 2,80
o | TMGpppG-3'-O-link-HEMABI 2,02 2,01 530 2,01
§ TMGpppA-2'-O-link-HEMABI 1,07 1,08 526 1,07
8 | TMGpppA-3-O-link-HEMABI 1,48 1,20 525 1,18
£ [ TMGpPppAnUmA-2-O-link-HEMABI 1,55 1,50 523 1,48
% TMGpppAmUmA-3'-O-link-HEMABI 1,35 1,36 521 1,33
= TMGppCH2pG-3'-O-link-HEMABI 1,51 1,48 523 1,45
TMGppCH2pG-2'-O-link-HEMABI 3,42 3,19 531 3,12
% o MMGSpppG-2'-O-link-HEMABI 2,21 1,98 529 1,90
=~ | MMGSpppG-3'-O-link-HEMABI 1,04 1,05 525 1,04
A. Obliczone | B. Obliczone C. Obliczone
z catek z na podstawie | Jakato | na podstawie
catego intensywnosci | dtugo$¢ | intensywnosci
zakresu dla wybranej | fali (nm) | dla réznych
widma dt. fali dtugosci fali
GMP-2"-O-link-oHBI 2,37 6,56 583 6,43
% GMP-3"-O-link-oHBI 1,82 3,39 609 3,14
O | GMP-2'-O-link2-oHBI 1,12 1,29 585 1,24
GMP-3'-O-link2-oHBI 1,05 1,17 586 1,14
TMGpppG-2'-O-link-oHBI 1,17 2,13 591 2,23
TMGpppG-3'-O-link-oHBI 1,25 1,77 578 1,76
% TMGppppA-2'-O-link-oHBI 1,62 2,35 589 2,31
% TMGppppA-3'-O-link-oHBI 2,38 3,68 598 3,60
§ TMGpppG-N1-link2-oHBI 2,15 5,29 588 4,92
O | TMG(3'-O-link-oHBI)pppG 1,74 1,86 592 1,68
Z [ TMG(2-O-link-oHBI)pppG 1,07 1,08 593 1,07
TMGpppSG-2'-O-link2-oHBI 2,55 5,15 590 4,87
TMGpppSG-3'-O-link2-oHBI 4,03 7,98 590 7,67
=Y MMGpppG-2'-O-link-oHBI 1,80 3,40 603 3,26
=< | MMGpppG-3'-O-link-oHBI 1,25 2,15 609 1,88
% MMGSpppG-2'-O-link-oHBI 1,87 3,34 598 2,84
= | MMGSpppG-3-O-link-0HBI 1,39 1,61 601 1,50




Tab. A2. Poréwnanie odpowiedzi koniugatéw z réznymi FMR obliczone réznymi metodami (A, B, C)

A. Obliczone r?a O(?(!llgtza?/\r/]ii C. Obliczone
] z catek z hap .. | Jakato | na podstawie
Koniugaty z ACVJ intensywnosci i | iy
(wzbudzane Aexc = 440 nm) calego dla wybranej dh_Jgosc intensywnosci
zakresu dtugosci fali fali (nm) | dla réznych
widma dlg o dtugosci fali
% GMP-2"-O-link-ACVJ 2,37 2,42 514 2,42
O | GMP-3-0-link-ACVJ 1,07 1,09 512 1,09
O a | TMGpppG-2'-O-link-ACVJ 1,45 1,70 504 2,87
S
F = | TMGpppG-3'-O-link-ACVJ 2,66 3,60 502 2,42




