Streszczenie pracy

W swojej pracy doktorskiej opisuje projektowanie, synteze oraz wykorzystanie nukleotydowych sond
fluorescencyjnych do celéw monitorowania reakcji enzymatycznych w czasie rzeczywistym.

Nukleotydy petnig istotng role w komdrkowym metabolizmie. Sg substratami w syntezie kwasow
nukleinowych (DNA, RNA), posredniczg w przekazywaniu energii chemicznej koniecznej dla przebiegu
reakcji enzymatycznych, a takze dziatajg jako kofaktory enzymdw. Z uwagi na szereg rdl jakie petnig w
komérce, modyfikacja nukleotyddw stuzy¢ moze otrzymywaniu zwigzkdw o interesujgcych
wiasciwosciach biologicznych. Analogi takie moga by¢ uzyteczne jako narzedzia do monitorowania
aktywnosci enzymoéw degradujacych nukleotydy, czy tez jako inhibitory tych enzymoéw.

Szczegdlnie interesujgcag klasg enzymow degradujacych nukleotydy sg fosfohydrolazy. Enzymy te
hydrolizujg oligofosforanowy taricuch nukleotydu. Ma to szczegdlne znaczenie zwtaszcza w kontekscie
kontroli wewnatrzkomorkowej populacji mono-, di- i trifosforandéw nukleozyddw, co jest niezmiernie
istotne dla prawidtowego dziatania komdrkowego metabolizmu. Z kolei dysfunkcje w dziataniu tych
enzymow powigzane sg z rozmaitymi chorobami. Z tego powodu fosfohydrolazy sg interesujgcym
celem terapeutycznym.

Do tej pory opracowano rézne metody monitorowania aktywnosci fosfohydrolaz. Niestety metody te
sg zwykle skomplikowane, kosztowne, a takze wymagajg czasu. W opisywanym projekcie, moim celem
byto stworzenie metody, w ktérej narzedzia do monitorowania aktywnosci enzymoéow mozna otrzymacd
na drodze prostej reakcji, a samg reakcje enzymatyczng mozna obserwowacé w czasie rzeczywistym,
bez koniecznosci ingerencji w uktad.

W ramach realizacji projektu w pierwszym etapie otrzymano nowa klase nukleotydéw — analogi
zawierajgce C-fosfonian jako analog terminalnej reszty fosforanowej w tancuchu oligofosforanowym.
Otrzymane analogi miaty ponadto terminalng grupe alkinowg przytagczong do reszty C-fosfonianu.
Grupa alkinowa, reaktywna w bardzo wydajnej reakcji CuAAC (cykloaddycja alkinowo-azydkowa
katalizowana jonami miedzi). Dzieki temu nukleotydy nalezgce do opisywanej, nowej klasy, mogty
zosta¢ poddane reakcjom z rozmaitymi znacznikami fluorescencyjnymi zawierajgcymi azydek.
Pozwolito to uzyskac biblioteke nukleotydéw znakowanych w pozycji 5’ reszty oligofosforanowe;.
Potencjat metody wykorzystano m.in. w reakcjach z 5’-azydonukleozydami — pozwolito to uzyskaé
biblioteke analogdédw kapu (korica 5° mRNA) odpornych na fosfohydrolazy. Syntezy otrzymanych
koniugatéw sg dowodem, ze opracowana metoda moze stuzy¢ do szybkiego otrzymywania duzych
bibliotek zwigzkdw, ktére moga wykazywac interesujace biologiczne wtasciwosci.

W kolejnym etapie projektu metoda syntetyczna zostata rozwinieta tak, by mozliwe byto
wprowadzenie dwdch grup alkinowych w obrebie analogu nukleotydowego. Modyfikacja taka
umozliwita reakcje CuAAC nie z jednym, a z dwoma identycznymi znacznikami fluorescencyjnymi. W
reakcjach tych wykorzystano barwnik — piren, ktéry wykazuje fluorescencje ekscymerowa. W ten
sposéb otrzymano serie nukleotydéw — zawierajgcych rdine zasady azotowe, czy rézing dtugosc
tancucha oligofosforanowego. Wszystkie sondy ekscymerowe zostaty przebadane spektroskopowo, co
pozwolito ustali¢, ze wykazujg fluorescencje ekscymerowg. W kolejnym kroku sondy te zostaty zbadane
w reakcji enzymatycznej z modelowg pirofosfatazg — PDE-I. Reakcje te pokazaty, ze w miare postepu
reakcji enzymatycznej znaczgco zmienia sie widmo fluorescencyjne badanych sond — zanika pasmo
ekscymerowe, pojawia sie natomiast pasmo monomerowe. Sondy wykazujgce najwiekszg rdznice
miedzy stanem przed i po reakcji zostaty skierowane do badan in vivo z komdrkami HelLa. W badaniach
tych dowiedziono, ze nukleotydy sg w stanie przejs¢ przez btone komadrkows i ulokowac sie w cytozolu.
Jest to bardzo interesujgca obserwacja, gdyz tak polarne zwigzki jakimi sg nukleotydy, na ogét nie maja
zdolnosci spontanicznej penetracji btony komdrkowe;.



Eksperymenty z sondami ekscymerowymi dowiodty, ze dwie grupy alkinowe przytgczone do
nukleotydu nie sg réwnocenne w reakcji CUAAC ze znacznikiem zawierajgcym azydek. Dzieki temu, w
odpowiednich warunkach, mozliwa jest najpierw jedna reakcja CuAAC — z jednym barwnikiem
zawierajgcym azydek, a nastepnie druga — juz z innym barwnikiem. Odkrycie tej witasciwosci i
zoptymalizowanie warunkéw reakcji doprowadzito do utworzenia nowej klasy sond nukleotydowych —
zwigzkdéw wykazujgcych efekt FRET. Nowa metoda syntezy nie wymaga stosowania grup ochronnych,
ani oczyszczania produktu posredniego, co pozwala przyspieszyé synteze i uzyskaé wyzsze wydajnosci.

W eksperymentach z niespecyficzng pirofosfatazg PDE-I sondy FRET okazaty sie znaczgco zmieniac
swoje widmo emisji fluorescencji. Wtasciwo$é ta pozwala wykorzysta¢ je jako narzedzia do
monitorowania aktywnosci enzymatycznej. Wstepne badania in vivo z komdrkami Hela pokazaty tez,
ze niektére z sond FRET zdolne sg penetrowac btone komérkowsa i lokowac sie w cytozolu.

Metody rozwijane w czasie realizowanego projektu doktorskiego pozwolity na uzyskanie wielu réznych
analogéw nukleotydéw uzytecznych w badaniach biologii molekularnej. Otrzymane w ramach projektu
analogi moga zosta¢ poddane reakcji z dowolnym reagentem zawierajgcym azydek (barwniki,
nukleozydy, nanoczastki, DNA, RNA, itp.). Otwiera to droge do prostej syntezy ogromnych bibliotek
zwigzkow, ktére mogg wykazywac interesujgce wtasciwosci biologiczne i biofizyczne.



