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Wykaz skrotow

A, Ade Adenina
Ado Adenozyna
ATP 5'-trifosforan adenozyny
CTP 5'-trifosforan cytydyny
G, Gua Guanina
GTP 5'-trifosforan guanozyny
Guo Guanozyna
UTP 5'-trifosforan urydyny
HPLC RP Wysokosprawna chromatografia cieczowa w uktadzie faz
odwréconych
DcpS Enzym dekapujgcy niezalezny od RNA
DMF N,N-dimetyloformamid
DMSO Dimetylosulfotlenek
RNA Kwas rybonukleinowy
DNA Kwas deoksyrybonukleinowy
CuAAC Cykloaddycja alkinowo-azydkowa katalizowana jonami miedzi (1)
2,2’-DTDP 2,2’-ditiodipirydyna
CDI Karbonylodiimidazol
NMR Magnetyczny rezonans jadrowy
(HR) MS (wysokorozdzielcza) spektrometria mas
TBTA tris(benzylotriazolylometylo)amina
THPTA tris(3-hydrohsypropylotriazolylometylo)amina
TEA Trietyloamina
TEAB Wodoroweglan trietyloaminy
m’G 7-metyloguanina
m’GTP 5'-trifosforan 7-metyloguanozyny




(d)NTP

dowolny 5'-trifosforan (deoksy)rybonukleotydu

PEP

Fenyloetynylopiren

Cv

Barwnik cyjanowinylowy

Py

Piren

Cy3, Cy5

Odpowiednio cyjanina 3 lub 5

5-FAM

5-karboksyfluoresceina

TQ2, TQ3

Barwniki wygaszeniowe z serii Tide Quencher

DEAE
Sephadex

polisacharyd zawierajgcy kowalencyjnie przytgczony 2-(N,N-
dietyloamino)etanol, stuzgcy jako anionit

EDTA

Kwas etylenodiaminotetraoctowy (wersenowy) lub jego sole

mOD

Jednostka gestosci optycznej

MRNA,
tRNA, rRNA,

Rézne typy RNA — matrycowy, transportujgcy, rybosomalny

SVPDE,
PDE-I

Fosfodiesteraza z jadu weza

FHIT

Fragile histidine triad protein — bis(5’-adenozylo)trifosfataza.

QY,®

wydajnos¢ kwantowa

pH, pD

Ujemny logarytm z wartos$ci stezenia jonéw — odpowiednio
wodorowych bgdz deuterowych

FRET

Bezpromienisty transfer energii Forstera

P

W skrotowcach zwigzkow — reszta fosforanu

NMP, NDP

Odpowiednio 5’-monofosforan i 5’-dofosforan dowolnego
nukleotydu (A, T, G, C, m’G, itp.)
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Czesc literaturowa

1. Wstep

Niniejsza rozprawa doktorska poswiecona jest fluorescencyjnym analogom
adenozynotrifosforanu (ATP), ktore mogg stuzyé badaniu aktywnosci enzyméw
degradujgcych ATP. Czesc¢ literaturowa tej pracy jest wprowadzeniem w temat
biologii i chemii ATP i szerzej kwaséw nukleinowych oraz zawiera przeglad technik
eksperymentalnych, ktére obecnie wykorzystywane sg w poznawaniu ich roli w
metabolizmie.

Na poczatku czesci literaturowej omowione zostang ogolne wiasciwosci
nukleotyddw i konsekwencje biologiczne z nich wynikajgce. W kolejnych rozdziatach
przedstawione zostang funkcje, jakie ATP petni w metabolizmie komérkowym, oraz
nastepstwa sytuacji, w ktérych metabolizm ATP zostaje zaburzony. Nastepnie
omowione zostang przyktady technik, ktore umozliwiajg poznawanie metabolizmu
ATP, w tym techniki wykorzystujgce zmodyfikowane analogi ATP. Kolejne dwa
rozdziaty zostang poswiecone dyskusji przyktadow wykorzystania w badaniach
biochemicznych fluorescencji ekscymerowej oraz efektu FRET, zjawisk o ktore
opierajg sie sondy nukleotydowe bedgce przedmiotem niniejszej rozprawy. W korncu
omaoéwiona zostanie chemia ,click”, ze szczegdélnym uwzglednieniem reakcji CuAAC,
ktéra byta kluczowa w syntezie sond omawianych w niniejszej pracy, oraz inne
reakcje wykorzystywane w syntezie analogéw nukleotydéw. Koncowy rozdziat czesci
literaturowej bedzie omowieniem dwoch enzymdw wykorzystywanych w badaniu
wiasciwosci sond otrzymanych w niniejszej pracy — fosfodiesterazy z jadu weza
(PDE-I) oraz biatka FHIT (bis(5’-adenozylo)trifosfatazy).

2. Chemia i biologia nukleotydow

2.1. Budowa nukleotydow

Nukleotydy to zwigzki organiczne bedgce monomerami kwasu rybonukleinowego
(RNA). Zwigzki te sktadajg sie z zasady azotowej, rybozy oraz przynajmniej jednego
ugrupowania fosforanowego przytgczonego wigzaniem estrowym do reszty rybozy.
(Rys. 1) W podstawowym kodzie genetycznym wystepujg cztery rodzaje
rybonukleotydéw — adenozynowy, urydynowy, guanozynowy i cytydynowy. Kazdy z
tych nukleotydéw wykazuje podobng budowe, jedynym elementem roznicujgcym jest
zasada azotowa przytgczona do atomu wegla C1’ rybozy.
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Zasady azotowe wystepujgce w rybonukleotydach i rybonukleozydach to adenina,
guanina, uracyl oraz cytozyna. Dwie pierwsze nalezg do grupy puryn, natomiast
pozostate sg pirymidynami. Atom azotu N1 (w przypadku pirymidyn) lub N9 (w
przypadku puryn) zasady azotowej potgczony jest z atomem wegla w pozycji C1’
rybozy poprzez wigzanie 3-N-glikozydowe.

Nukleotydy najczesciej wystepujgce w komodrce zawierajg ugrupowanie
fosforanowe przytgczone do atomu tlenu w pozycji 5’ wigzaniem estrowym. Ze
wzgledu na zdolno$¢ fosforandw do tworzenia wigzan bezwodnikowych mozliwa jest
wielokrotna fosforylacja nukleotydu, prowadzgca do di-, bagdz trifosforanow
nukleozydow. Kolejne reszty fosforanowe nazywa sie greckimi literami, przy czym a
oznacza sie grupe fosforanowg potgczong z ryboza.

Nukleotydy purynowe Nukleotydy pirymidynowe
NH O
7 6° ; 4l 3
o =N 507 "NH
AR SRR R 3 8 8, ol K
077071707 0 o 2NN o-hofofo4 5 NI O
o O O LG 6 o0 O
HO OH HO OH
5'-trifosforan adenozyny 5'-trifosforan urydyny
NH
ﬁ Wigzanie estrowe 2
N~ =N
0O o0 o ¢ i o o O |
1 il 1] - .’_;J\ I 1 'g /&
ofrofrofion o NN, ofofofion o WO
o 0 > 0,0 Wigzanie
HO OH A HO OH N-glikozydowe
o} N :
\{}@ Wigzanie bezwodnikowe
W
S'-trifosforan guanozyny 5'-trifosforan cytydyny

Rys. 1 Nomenklatura oraz numeracja atoméw w rybonukleotydach

2.2. Stany protonacyjne nukleotydow

Nukleotydy sg czgsteczkami mogacymi pemi¢ role kwaséw Brgnsteda. W
przypadku 5’-monofosforanu adenozyny najbardziej kwasowg grupg funkcyjng
nukleotydu jest reszta fosforanowa, w ktorej pKa pierwszego protonu wynosi 0,9. W
dalszej kolejnosci deprotonowana jest reszta adeniny (proton w pozycji N1, pKa 4,3,
obecny wtasciwie jedynie w niskim pH), a nastepnie drugi proton z reszty fosforanowej
pKa = 6,1. Protony znajdujgce sie w grupach hydroksylowych w pozycji 2’ oraz 3’
wykazujg pKa powyzej 12, jednak warto$¢ ta jest powyzej wartosci przecietnego
komorkowego pH (zakres 7,1 — 7,3),! co powoduje, ze w warunkach fizjologicznych ta
pozycja nukleotydu nie jest zdeprotonowana.? 3 (Rys. 2)
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Rys. 2 Kolejne wartosci pKa oraz sciezka jonizacji adenozynomonofosforanu. Na zielono
zaznaczono jon, ktéry wystepuje w pH fizjologicznym.

2.3. Konformacja nukleotydéw i nukleozyddéw

Nukleotydy i nukleozydy jako stosunkowo ztozone zwigzki chemiczne majg liczne
wigzania pojedyncze, wokot ktdérych moze zachodzi¢ rotacja, co skutkuje réznymi
konformacjami. Przyktadowo wigzanie N-glikozydowe w nukleozydzie moze
przyjmowac dwie skrajne konformacje tworzac dwa rotamery: syn oraz anti.* Rotamer
syn wystepuje wtedy, gdy kat torsyjny x miedzy atomami C4-N9-C1’-O4’ (dla
nukleozydow purynowych) lub miedzy atomami C2-N1-C1’-O4’ (dla nukleozydow
pirymidynowych) miesci sie zakresie +90° 2 x = -90°. Rotamer anti natomiast
wystepuje, gdy wartos¢ podanego kata torsyjnego miesci sie w granicach -90° = x =
+90°.5 (Rys. 3) W przypadku deoksyrybonukleozydu adeninowego preferowang
konformacjg jest konformacja syn, jednak bariera rotacji jest bardzo niska (okoto 1
kcal/mol),® co skutkuje wystepowaniem obu rotameréw w podobnej ilosci w roztworze.

NH, NH;
,}\V,N N- )&
LY <1 )
S A2
_N” N NT™N
HO—= "o HO—5 o 90° -90°
OH OH OH OH

Konformacja syn Konformacja anti

180°

Rys. 3 Nukleozyd adenozynowy w formie syn oraz w formie anti. Obok przedstawiono graficznie
katy torsyjne miedzy atomami C4-N9-C1°-04’, dla ktérych nukleozyd adeninowy przyjmuje
odpowiednig konformacije (tutaj anti)

W przypadku mononukleotydéw, zarowno purynowych jak i pirymidynowych,
wiasciwie wytgczng konformacjg jest konformacja anti.” Podobnie jest w przypadku
kwaséw nukleinowych (B-DNA, A-DNA, A-RNA), w ktorych rotamery wystepujg
witasciwie wytgcznie w formie anti,® chociaz znane sg przyktady miejsc aktywnych
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specyficznych struktur RNA i DNA (Z-DNA, aptamery, ryboprzetgczniki, rybozymy), w
ktérych rotamery syn moga stanowi¢ do 5% wszystkich nukleotydow.®

Z wzgledow energetycznych rowniez pierscien rybozy nukleotydu nie ma formy
ptaskiego pieciokata, ale wystepuje w formie réznych nieptaskich konformeréow. Dwa
gtébwne konformery to envelope oraz twist. W pierwszym przypadku cztery atomy
pierscienia lezg w jednej ptaszczyznie, poza ktorg wychodzi pigty atom, w przypadku
twist dwa atomy lezg poza ptaszczyzng wyznaczong przez trzy pozostate atomy
pierscienia.

W przypadku konformacji envelope najczesciej wystepujgce (najkorzystniejsze
energetycznie) deformacje pierscienia to wychylenia atoméw C2’ lub C3’ spoza
ptaszczyzny. Pozycje atomu wychylonego ponad pfaszczyzne pierscienia w strone
zasady azotowej nazywa sie pozycjg endo, w przypadku przeciwnym jest to pozycja
egzo. W konformacji twist ptaszczyzna jest wyznaczona przez trzy sgsiadujgce atomy:
C4’-04’-C1’. Pozostate dwa wychylone sg w przeciwne strony poza te ptaszczyzne.
(Rys. 4)

cz c3
C3,

c4 c3 04 C1 C4 o4 c2 cr C4 04 C1
c2
C'2-endo C’3-endo C’3-endo C2'-egzo
Envelope Envelope Twist

Rys. 4 Schematyczne przedstawienie wybranych konformacji nukleotydu.

W przypadku nukleotydoéw tworzgcych kwasy nukleinowe widoczna jest preferencja
okreslonej konformacji rybozy w zaleznosci od rodzaju kwasu nukleinowego.
Przyktadowo dla deoksyrybonukleotydow w helisie B-DNA wystepujg wytgcznie
konformacje rybozy C2’-endo, natomiast w helisie typu A-DNA wytgcznie konformacje
rybozy C3’-endo. Z kolei rybonukleotydy w tancuchach RNA przyjmujg wiasciwie
wytgcznie konformacje C3’-endo.®

2.4. Polarnos¢ nukleotydow oraz jej wptyw na ich transport
dokomorkowy

Nukleotydy, jako czagsteczki zawierajgce przynajmniej jedno ugrupowanie
fosforanowe, sg zwigzkami bardzo polarnymi. Manifestuje sie to szczegdlnie mocno w
fizjologicznym pH (a wtadciwie w kazdym pH > 1, por. rozdz. 2.2). Niesie to ze sobg
bardzo powazne konsekwencje w odniesieniu do stosowania nukleotydow jako lekow.
Niosg one fadunek ujemny, co utrudnia im penetrowanie btony komorkowej i wnikanie
do wnetrza komorki, jesli nie bierze sie pod uwage transportu aktywnego, endocytozy,
czy wptywu biatek wirusowych.®
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Nukleozydy w przeciwiehnstwie do nukleotyddéw nie majg takich ograniczen i proleki
w formie nukleozydow mogg penetrowaé btone komodrkowa. Jednakze ich
zastosowanie jest ograniczone, gdyz eukariotyczne kinazy sg enzymami wysoko
wyspecjalizowanymi, czesto niezdolnymi do rozpoznania i fosforylacji innego
nukleozydu niz naturalny.® 1 Wynika z tego, ze nienaturalny nukleozyd moze nie
zostaC wigczony do metabolizmu komoérkowego i przez to jego zastosowanie nie
odniesie zadnego skutku terapeutycznego, a nawet moze wykazywac dziatanie
cytotoksyczne, szkodliwe dla komérek gospodarza.'?

Z tego powodu duzo korzystniejszym rozwigzaniem wydaje sie zastosowanie
nukleotydu zamiast nukleozydu jako zwigzku terapeutycznego. Niestety ze wzgledu
na wyzej wspomniang wysokg polarnos¢ tej czgsteczki wprowadzenie jej do komorki
jest utrudnione. Rozwigzaniem tego problemu jest zastosowanie tzw. pronukleotydow,
zwigzkow, ktorych fadunki elektryczne sg zamaskowane. Przez to ich polarnosc jest
znaczgco obnizona i duzo fatwiej penetrujg one btone komdrkowg. Przyktadem
zastosowania takiego podejscia jest tworzenie estrow fosforanowych Iub
amidofosforanéw z przytgczonymi niepolarnymi czgsteczkami organicznymi.'® 4 Tak
zmodyfikowane nukleotydy penetrujg btone komérkowa, a w cytozolu grupy maskujgce
zostajg zhydrolizowane przez obecne w komérce nukleozydazy, co uwalnia nukleotyd
na miejscu przeznaczenia i umozliwia jego dziatanie terapeutyczne. (Rys. 5)

) NH,
o i j‘ N Ao Hydroliza grup maskujgcych
4 I‘ A przez enzymy
- wewnatrzkomorkowe

HO OH pa—y NH;
1
N~
Ny
Pronukleotyd 2 <1 g
0o o NN
&7~
_ HO OH
NH, —
0 o N ,_TLN &~ Fosforylacja
i B Sl enzymatyczna
ofofoq o N ymaty
NH; CHEL A i
o ,N\-‘J‘\N HO  OH
B ‘-'N ﬂ 2 N
00 oy N —m— x \ Fosforylacja
MO OH \‘ enzymatyczna
N\
\ NH;
\ 1
Nukleotyd N o o o NN

F A ]
o-hof-o o 4 NN
oo o O

HO OH
Aktywny biologicznie nukleotyd

Rys. 5. Idea dziatania pronukleotydéw. Nukleotyd zawierajgcy zjonizowang reszte fosforanowg nie
jest w stanie przedostac sie przez btone komérki. Jest to mozliwe dopiero, gdy ujemne tadunki reszty
fosforanowej zostang zamaskowane z uzyciem grup maskujgcych (MG). Grupy te powinny zostaé
usuniete przez enzymy wewnatrzkomorkowe, dopiero po pokonaniu przez pronukleotyd btony
komorkowe;j.
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3. Wybrane biologiczne funkcje nukleotydow

3.1 Synteza RNA

Rybonukleotydy przede wszystkim sg blokami budulcowymi wykorzystywanymi
przez komorke w syntezie RNA. Z punktu widzenia dziatania komorki jest to proces
kluczowy dla metabolizmu, jako ze czgsteczki RNA petnig role przekaznika informaciji
genetycznej pomiedzy DNA, ktére nigdy nie opuszcza jgdra komoérkowego, a
maszynerig translacyjng, ktéra umiejscowiona jest w cytozolu. Z uwagi na wielkos¢
poréw jgdrowych (~10 nm) rybonukleotydy do$¢ swobodnie migrujg miedzy
cytoplazmg i jagdrem utrzymujgc srednie stezenie okoto 3 200 uM (ATP; rzeczywisty
zakres w ssaczej komorce moze wynosic od 2 do nawet 8 mM), 470 uM (GTP), 370
UM (UTP), 90 uM (CTP).15 16 W ten sposdb zawsze sg dostepne dla polimerazy jako
substraty w syntezie czgsteczek RNA.

Proces transkrypcji eukariotycznych mRNA rozpoczyna sie w momencie
rozpoznania przez biatko TBP (TATA-binding protein) specyficznej sekwencji TATA.
Po utworzeniu kompleksu biatko-DNA, struktura ta jest rozpoznawana przez szereg
kolejnych czynnikdbw transkrypcyjnych, ktoére ostatecznie doprowadzajg do
przytagczenia RNA polimerazy |l (polimeraza syntetyzujgca gtéwnie mRNA) i
rozpoczecia transkrypcji. Polimeraza przesuwa sie po nici DNA w kierunku 5 —3’ nici
kodujgcej. Juz na samym poczatku transkrypcji na konncu 5 mRNA umieszczana jest
charakterystyczna struktura kapu skfadajgca sie z 7-metyloguanozyny, potaczonej z
pierwszym transkrybowanym nukleotydem mostkiem 5’-5’-trifosforanowym.!” Synteza
MRNA jest kontynuowana az polimeraza dotrze do sekwencji poliadenylacji. Wtedy to
tempo syntezy nowej nici RNA sie zmniejsza, a polimeraza zostaje wyparta z nici DNA.

Jedng z najistotniejszych wtasciwosci polimerazy RNA jest rozpoznawanie
rybonukleotydow. Biatko musi rozrozniaé je od deoksyrybonukleotyddw, a takze
rozpoznaé, ktory nukleotyd nalezy wybraé, by nowo syntetyzowana ni¢ byta
komplementarna do nici matrycowej. Eukariotyczne polimerazy RNA potrafig rozrozni¢
rybonukleotydy od deoksyrybonukleotydéw, gdyz zawierajg w miejscu wigzania
nukleotydu aminokwas asparagine. Rozréznienie nastepuje poprzez stworzenie
wigzania wodorowego pomiedzy tancuchem bocznym asparaginy a atomem tlenu
2’-0O rybonukleotydu (Rys. 6). Potwierdzeniem istotnosci tego oddziatywania jest fakt,
ze zamiana asparaginy na inny aminokwas skutkuje znaczgcym pogorszeniem
zdolnosci rozrézniania nukleotyddw.'® ° Ponadto stezenie dNTP w komérce jest okoto
10-krotnie nizsze niz NTP,?° co dodatkowo podwyzsza selektywnos$¢ polimerazy RNA.
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Rys. 6 Rozréznianie przez polimeraze RNA dNTP od NTP. Kluczowe w tym procesie jest
oddziatywanie z asparaging (N737). Na przedstawionym rysunku ukazany jest model bakteryjnej
polimerazy (T. thermophilus), ale aminokwas ten jest $cisle konserwowany i wystepuje w tej pozycji
takze w eukariotycznych polimerazach. Zaczerpnieto z pracy Sydow 20098 Powielone za zgodg
wydawcy (nr licencji 4914130372316)

Rozréznienie pomiedzy czterema zasadami nukleotydow odbywa sie w odniesieniu
do matrycowej nici DNA. Polimeraza zawierajgca nukleotyd w miejscu aktywnym jest
uktadem metastabilnym. Jesli nie zostang utworzone wigzania wodorowe 2z
komplementarnym nukleotydem z nici DNA, kompleks polimeraza — nukleotyd
rozpadnie sie. Jesli natomiast polimeraza ma w swoim miejscu aktywnym wiasciwy
nukleotyd, kompleks ten zostaje ustabilizowany. Jednym z oddziatywan stabilizujgcych
jest oddziatywanie histydyny z B-fosforanem nukleotydu. Oddziatywanie to obniza
gestos¢ elektronowg wigzania miedzy resztami fosforanowymi a i (3, czynigc
ugrupowanie fosforanowe a podatnym na atak nukleofilowy zgodnie z mechanizmem
SN2 przez atom tlenu 3-O ostatniego nukleotydu nowo syntetyzowanej nici RNA.*°

(Rys. 7)
- b, / . Template
RNA 3 DNA

Trigger Loop

msmmm Template DNA

mmmm RNA

K752 GTP in A Site

EmmNN Trigger Loop, Rpb1
Rpb2

Rys. 7 model wigzania nukleotydu w miejscu aktywnym polimerazy RNA. Oddziatywanie z
zasadowymi aminokwasami (histydyna H1085, lizyna K752, arginina R1020, R766) zwieksza
podatnos¢ grupy fosforanowej a na atak nukleofilowy atomu tlenu 3’0 tancucha RNA. Zaczerpnieto z
pracy Wang 2006*° Powielone za zgodg wydawcy (nr licencji 4914820018600).
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3.2. ATP jako biologiczny hydrotrop

W poprzednim rozdziale wspomniano, ze stezenie ATP jest najwyzsze ze
wszystkich nukleotydow (2-8 mM, okoto szesC razy wyzsze niz pozostatych
nukleotydéw). ATP petni role nie tylko substratu w syntezie RNA, ale takze
naturalnego hydrotropu (czgsteczki zwiekszajgcej rozpuszczalnos¢ stabo
rozpuszczalnych zwigzkéw organicznych??), ktéry zwieksza rozpuszczalnos$¢ biatek w
srodowisku cytozolu. W toku ewolucji rozwigzanie to mogto okazac sie konieczne, aby
powstajgce coraz wieksze makroczgsteczki biologiczne mogty by¢ pomieszczone na
matej przestrzeni komorki. ATP jako podstawowy skfadnik RNA szeroko
rozpowszechniony w komérkach bardzo dobrze nadawat sie do tej roli ze wzgledu na
swojg amfifilowg budowe; zasada azotowa petni role czesci hydrofobowej, natomiast
grupa trifosforanowa — czesci hydrofilowej.

Wiasciwos¢ ta jest bardzo istotna ze wzgledu na sktonnosc niektérych biatek do
tworzenia nierozpuszczalnych agregatéw. Peptydy takie jak AB42 mogg agregowac
tworzac amyloid beta, ktory jest powigzany z chorobg Alzheimera.?? Innym
przyktadem jest biatko FUS, ktére bierze udziat w procesach naprawy DNA, czy
syntezy RNA. W przypadku mutacji moze tworzy¢ agregaty, prowadzace do choroby
Huntingtona. 23

W eksperymencie in vitro imitujgcym fizjologiczne stezenia biatka FUS oraz soli
dowiedziono, ze im wyzsze stezenie ATP w kompleksie z Mg?* zastosowano, tym
lepsza byta rozpuszczalno$¢ biatka w ukiadzie.?* Taki sam efekt zaobserwowano
takze dla innych biatek, co ukazano w tabeli dla roznych stezen ATP-Mg. (Rys. 8A)
Co ciekawe, podobny efekt mozna uzyskac takze zwiekszajgc site jonowg roztworu
poprzez dodanie réznych soli nieorganicznych. Poréwnanie przedstawione ponizej
(Rys. 8B) ukazuje jednak, ze niemozliwe jest uzyskanie takiego efektu przy
zastosowaniu poréwnywalnego stezenia soli. Autorzy dowiedli tez, ze hydrotropowe
wiasciwosci ATP sg niezalezne od jego funkcji przenosnika energii (por. 3.4), bowiem
analog ATP zawierajgcy niehydrolizowalne ugrupowanie [,y-imidodifosforanowe
(APPNP-Mg) réwniez zapobiegat powstawaniu biatkowych agregatow.

A Phase-separating proteins Bl ATP-Mg |

Fus | TAF15 [ hnRNPA3 | PGL3 .

Rys. 8 Zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego umozliwiajgcego wizualizacje agregujgcych biatek.
A) Przy jednakowym stezeniu biatek, coraz wyzsze stezenie ATP-Mg umozliwia rozdzielenie faz i
zapobiega tworzeniu agregatow. B) Podobnego wptywu na rozpuszczalnos¢ biatka FUS w tych

APPNP-Mg

1 mM
| 1mM
I 1mM

4 mM

4 mM

ATP-Mg
4 mM
4 mM

I

8 mM

=
S
©

8 mM

| s2mm | 16mm |

-20 -



samych stezeniach nie wykazuje ani kompleks trifosforanu z jonem magnezowym (TP-Mg), ani
chlorek potasu. Zaczerpnieto z pracy Patel et al. 24 Powielono za zgodg wydawcy (nr licenc;ji
4914820275607).

3.3. ATP jako czgsteczka sygnatowa.

Komorki wykorzystujg ATP jako czgsteczke sygnatowg, ktora wydzielana na
zewnatrz oddziatuje z receptorami P2X oraz P2Y.?°> Mozliwe jest oddziatywanie ATP
wydzielonego przez komorke, zaréwno z jej wtasnymi receptorami (sygnalizacja
autokrynna) jak i z receptorami innych komérek (sygnalizacja parakrynna).

Chociaz komoérki nieustannie wydzielajg ATP do otoczenia, sytuacje stresowe
stymulujg zwiekszong jego sekrecje. Do takich stymulatorow mozna zaliczy¢
zmieniajgce sie ci$nienie osmotyczne,?® atak patogenu,?’ czy nawet stymulacje
mechaniczng.?® Wydzielony ATP tgczy sie z receptorami P2, badZz po hydrolizie
enzymatycznej do adenozyny, z receptorami P1 komorek. Wplywa to m.in. na
stezenie jonodw wapnia w komorkach. W organizmach wielokomorkowych skutkuje to
réznorakimi konsekwencjami w zaleznosci od rodzaju tkanki. Przyktadowo w
przypadku komdérek srodbtonka otaczajgcych naczynia krwionosne stale wydzielane
ATP jest hydrolizowane przez zewnatrzkomorkowe ATPazy do ADP, ktore z kolei
oddziatuje z receptorem P2Y13. Receptor ten stymuluje powstawanie tlenku azotu
(NO), prostaglandyn oraz innych zwigzkdéw sygnatowych, ktére wydzielane na niskim
poziomie stuzg utrzymaniu miesni tetnic w statym napieciu. (Rys. 9) Jednoczes$nie
hamuje on wydzielanie ATP przez komorki $srodbtonka (mechanizm autokrynny).?® W
warunkach obnizonej dostepnosci tlenu erytrocyty wydzielajg ATP, zwiekszajac jego
stezenie w przestrzeni miedzykomorkowej (mechanizm parakrynny). Wynikajgce z
tego zwiekszone stezenie ADP stymuluje komorki Srodbtonka do zwiekszonej
produkcji wyzej wspomnianych zwigzkow sygnatowych, co powoduje rozkurcz miesni
gtadkich tetnicy i zwiekszenie objetosci krwi w tkance.3°

Podobnie jak w przypadku wykorzystania ATP jako czgsteczki hydrotropowej
(rozdziat 3.2), zastanawiajgce moze by¢ wykorzystanie tego do$¢ wartosciowego dla
komorki zwigzku w roli czgsteczki sygnatowej wydzielanej poza komoérke. Hipoteza
odpowiadajgca na ten problem moze by¢ taka, ze obecnos¢ wolnej czgsteczki ATP w
Srodowisku zostata w toku ewolucji uznana za sygnat niebezpieczenstwa, gdyz
nukleotyd mogt sie tam pojawi¢ w wyniku zniszczenia innych komérek.3! Przemawia
za tym fakt, ze niektore sposrdod dzisiejszych prostych organizméw (np. T.
thermophila) wykazujg ujemng chemotaksje wobec ATP obecnego w otoczeniu.3?
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Rys. 9 Mechanizm dziatania ATP w regulacji zwiekszania swiatta tetnicy w warunkach
fizjologicznych oraz w warunkach niedostatecznej ilosci tlenu w tkance.
PG — prostaglandyny, NO — tlenek azotu, EDHF — $srédbtonkowy czynnik hiperpolaryzacyjny
llustracja zaczerpnieta z pracy Corriden i Insel 31

3.4. ATP jako czgsteczka przenoszgca energie

Posréd wszystkich trifosforanéw nukleozydow to wiasnie ATP jest czgsteczka
bedaca zrodiem energii w najwiekszej liczbie reakcji metabolicznych. W przypadku
catego przecietnego organizmu ludzkiego tgczna masa ATP wynosi okoto 100 g.
Zwigzek ten jest btyskawicznie zuzywany — sredni czas pottrwania ATP w komorce
wynosi okoto jednej minuty. To powoduje, ze podstawowe procesy metaboliczne (nie
wliczajgc w to okreséw zwiekszonego wysitku, itp.) takiego organizmu jak cztowiek,
moga w ciggu doby zuzy¢ mase ATP odpowiadajgcg masie tego organizmu.33

Kluczowym fragmentem czasteczki ATP dla funkcji przenoszenia energii jest
wigzanie B,y-pirofosforanowe. Jego hydroliza pozwala uzyska¢ okoto 7,3 kcal/mol
energii,3 ktéra moze by¢ wykorzystana do przeprowadzenia reakcji enzymatyczne;.

Przyktadem bardzo duzej rodziny biatek, ktore wykorzystujg ATP jako zrddto
energii sg transportery ABC (ATP-binding cassette). Jest to ewolucyjnie
konserwowana grupa transporteréw,3® pozwalajgca na pobieranie przez komoérke
substancji z otoczenia, albo wydzielania réznych zwigzkow z cytoplazmy do
otoczenia. Ich dziatanie moze mie¢ zwigzek z takimi zjawiskami jak zachowanie
homeostazy osmotycznej, podziaty komorkowe czy nawet nabywanie opornosci przez
bakterie.3¢ Biatka te sktadajg sie z dwoch domen — domeny wigzacej nukleotyd (NBD,
nucleotide binding domain), skierowanej do cytoplazmy, oraz domeny transbtonowej
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(TMD, transmembrane domain). Przyktadowy mechanizm dziatania transporterow
ABC mozna wyttumaczy¢ na przykitadzie transportera maltozy w E. coli.3” Jego
dziatanie rozpoczyna sie w momencie przytgczenia maltozy zwigzanej z biatkiem
nosnikowym do zewnetrznej czesci domeny transbtonowe;j. (Rys. 10, pkt 1) Powoduje
to zmiane konformacji domen NBD, co pozwala na otwarcie kanatu miedzy domenami
TMD. Mimo relatywnie stabego powinowactwa maltozy do kieszeni wewnatrz kanatu,
moze zostac¢ ona tam zwigzana, z uwagi na wysokie lokalne stezenie. (Rys. 10, pkt.
2) Nastepnie dochodzi do hydrolizy ATP zwigzanego z NBD, co powoduje zmiane
konformacji catego transportera i jego otwarcie w kierunku cytoplazmy. (Rys. 10, pkt.
3) Proces ten konczy uwolnienie transportowanej czgsteczki do wnetrza komorki i
wymiana ADP na ATP.
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Rys. 10 Schematyczne ukazanie dziatania transportera maltozowego w E. coli. llustracje
zaczerpnieto z pracy Locher.3” Powielone za zgodg wydawcy (nr licencji 4914820921057).

Do biatek wykorzystujgcych ATP do swojego dziatania zalicza sie takze miesniowe
biatko — miozyne.®® W jej przypadku hydroliza przytgczonego ATP zmienia ustawienie
miozyny wobec aktyny, co umozliwia ruch miesnia.

Innym biatkiem niezbednym do prawidtowego dziatania komorki jest amino-
acylowa syntetaza tRNA. Wykorzystuje ona ATP do aktywowania czgsteczKki
aminokwasu poprzez utworzenie jego adenylanu. W nastepnym kroku do enzymu
przytagcza sie odpowiednie tRNA, ktére atomem tlenu 3’-OH dokonuje ataku na
zaktywowang grupe karboksylowg aminokwasu tworzgc addukt tRNA-aminokwas
(tRNA-AA). Powstaty tRNA-AA jest uwalniany do cytoplazmy, gdzie moze zostac
wykorzystany przez rybosom w syntezie biatka.3®

Procesem przebiegajacym z wykorzystaniem ATP, jest takze ubikwitynacja. Jest to
proces niezbedny, aby niepotrzebne biatka mogty zosta¢ skierowane do degradaciji,
w celu odzyskania sktadajgcych sie na nie aminokwaséw.*° Zanim do tego dojdzie,
do tancuchéw lizyny biatka kierowanego do degradacji musi zosta¢ przytgczona
ubikwityna. Jest to kilkustopniowy proces, ktory rozpoczyna reakcja katalizowana
przez enzym E1 (Rys. 11). Wigze on ubikwityne oraz czgsteczke ATP, prowadzgc do
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utworzenia aktywnego adenylanu ubikwityny (bedgcego mieszanym bezwodnikiem
miedzy C-koncowg grupg karboksylowg i grupg a-fosforanowg), ktéry nastepnie
reaguje z fancuchem bocznym cysteiny biatka E1, tworzac kowalencyjny addukt
ubikwityna-E1.4* Addukt ten jest substratem w dalszych reakcjach, prowadzacych do
ubikwitynacji docelowego biatka.*?
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Rys. 11 Schematyczne podsumowanie procesu ubikwitynacji biatka.
llustracja zaczerpnieta z pracy Ravid i Hochstrasser.#?2 Powielono za zgodg wydawcy (nr licenciji
4914821059705).

Przytoczone tutaj przyktady sg ilustracjg tego, ze ATP jest ,nosnikiem energii” w
kluczowych z punktu widzenia organizmu procesach — pobieraniu substancji z
otoczenia, regulacji degradacji biatek, tworzenia substratow do procesu translacji, czy
w koncu w ujeciu makroskopowym — ruchu miesnia. Podane przyktady ukazujg tez
realng role ATP w umozliwianiu tych reakcji chemicznych; nie jest tak, ze sama
hydroliza czgsteczki doprowadza do uwolnienia energii, ktéra jest nastepnie
.przechwytywana” przez enzym, ktory akurat potrzebuje jej do przeprowadzenia
reakcji. ,Wysokoenergetyczne” wigzania pirofosforanowe oznaczajg tak naprawde
wigzania, ktére relatywnie tatwo mogg zosta¢ zhydrolizowane, zwtaszcza przy udziale
enzymu. Hydroliza ta doprowadza najczesciej do fosforylacji (bgdz adenylaciji) jakiegos
substratu, co drastycznie zmienia jego polarnosé, a takze wiasciwosci chemiczne.
Przytgczona reszta fosforanowa moze petnic role grupy opuszczajgcej, ktora aktywuje
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niereaktywny w inny sposob substrat. Aktywacja ta czyni go podatnym na atak
nukleofilowy, ktéry w innym przypadku nie bytby mozliwy.

W przypadku hydrolizy ATP moze dochodzi¢ tez do fosforylacji jednej z domen
biatkowych. Zwykle wigze sie to z drastyczng zmiang polarnosci tej domeny i w
rezultacie zmiang konformaciji catego biatka, co moze by¢ czynnikiem katalizujgcym
reakcje chemiczng. Podobny wptyw moze wywrze¢ zmiana zwigzanego z biatkiem
ATP na ADP/AMP — czgsteczki te réznig sie ksztattem, co rowniez moze skutkowac
zmiang konformaciji biatka, co bedzie miato wptyw na jego funkcje katalityczna.

3.5. Podsumowanie rozdziatu

ATP petni w komorce wiele istotnych funkcji. Umozliwia przeprowadzenie reakc;ji
enzymatycznych, bedgc nosnikiem energii oraz donorem grupy fosforanowej. Petni
role czgsteczki sygnatowej, a takze jest substratem wyjsciowym w syntezie
pochodnych czgsteczek sygnatowych (adenozyna, ADP, cykliczny
adenozynomonofosforan®). ATP jest takze substratem w syntezie RNA, ktore jest
kluczowe w procesie realizacji informacji genetycznej; petni ono role matrycy w
syntezie biatek (MRNA), nosnika aminokwasow (tRNA) oraz samej maszynerii
translacyjnej (rRNA wchodzacy w sktad rybosomu; reakcja tworzenia wigzania
peptydowego jest katalizowana wtasnie przez rybonukleinowg cze$¢ rybosomu44). W
koncu ATP jest naturalnym hydrotropem, ktérego obecnos¢ zapobiega agregaciji biatek
w bardzo zattoczonym srodowisku wnetrza komaorki.

Przytoczone przyktady ukazujg wszechstronnosc tej czasteczki i liczbe zadan, do
ktorych jest ona wykorzystywana w metabolizmie komorkowym. Z tego wzgledu,
zaburzenia metabolizmu ATP mogg powodowa¢ bardzo powazne choroby. W
nastepnym rozdziale omowione zostang wybrane dysfunkcje metabolizmu ATP i ich
konsekwencje.

4. Dysfunkcje metabolizmu ATP

4.1. Zaburzenia funkcjonowania ATPaz

ATPazy to klasa enzymdw, w skfad ktérej wchodzg biatka btonowe biorgce udziat w
degradacji, bgdz tworzeniu ATP, przy jednoczesnym przemieszczeniu protondw przez
btone biologiczng. Jedng z podgrup nalezgcych do tych enzyméw jest podgrupa V-
ATPaz (wakuolarne ATPazy). Enzymy te sg silnie konserwowane ewolucyjnie i
powszechnie wystepujg w btonach komoérkowych réznych organelli  wielu
organizméw.* W skali komérkowej sg one enzymami utrzymujgcymi state pH w
odpowiednich przedziatach subkomdrkowych np. w lizosomie, gdzie pH miedzy 6,5 a
4,5% jest optymalne dla funkcjonowania hydrolaz niezbednych w trawieniu
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weglowodandw, ttuszczy, czy biatek. W skali tkanek V-ATPazy petnig istotng funkcje
przy regulacji homeostazy pH organizmu, biorg udziat w regulacji resorpcji wapnia w
kosciach (obnizajgc pH promujg rozpuszczanie hydroksyapatytu®’), czy odpowiadajg
za utrzymanie obnizonego pH w kanalikach nerkowych.4®

Zaburzenia dziatania V-ATPaz moga nieS¢ powazne konsekwencje dla catego
organizmu. Przykladowo ich szczegdlnie wysokg aktywnos¢ odnotowano w
komorkach nowotworowych, ktére wykazywaty najwiekszg sktonnos¢ do tworzenia
przerzutow. Cytozol komorki nowotworowej ma nizsze pH w stosunku do cytozolu
zdrowych komorek. Dzieje sie tak ze wzgledu na srodowisko beztlenowe i duzy udziat
glikolizy w pozyskiwaniu energii, co prowadzi do produkcji kwasowych metabolitow.*°
Aby przezy¢, komdrka nowotworowa zuzywa wieksze ilosci ATP, wydalajgc wiekszos$¢
protonéw do otoczenia, do czego wykorzystuje V-ATPazy.®® Z kolei zakwaszenie
Srodowiska zewnatrzkomorkowego umozliwia dziatanie katepsyn (proteazy normalnie
aktywne w lizosomach), ktére degradujg macierz miedzykomoérkowsq i stwarzajg pole
do inwazji nowotworu.

ATPazy nie sg jedynie biatkami btonowymi. W komodrkach wystepuje superklasa
enzymow oznaczona jako AAA+ (ATPases Associated with various cellular Activities),
ktére petnig rozmaite funkcje w cytoplazmie wykorzystujgc ATP jako zrédto energii.

W poprzednim rozdziale (por. 3.2) wspomniano, ze ATP w duzych stezeniach w
komérce dziato jako biologiczny hydrotrop zapobiegajgcy agregacji biatek. W tym
zakresie ATP stuzy takze jako zrédto energii dla enzymow rozbijajgcych agregaty
biatkowe w komorkach. Przyktadowo drozdzowe biatko Hsp104 z klasy AAA+ jest w
biatkiem szoku cieplnego.®® Podniesienie temperatury moze sprzyjaé denaturacii
biatek, co prowadzi do tworzenia nierozpuszczalnych agregatow w komoérce.>? Hsp104
jest w stanie dzieli¢ agregaty na mniejsze czesci, a nastepnie doprowadzac do ich
degradacji, co zapobiega ich wytrgcaniu sie w cytozolu. Biatko Hsp104 w obecnosci
ATP taczy sie homoheksamery. W tej postaci moze ono oddziatywaé z biatkowymi
agregatami, rozbijajgc je i czynigc na powrdt rozpuszczalnymi. W literaturze
postulowane sg dwa mechanizmy dziatania biatka Hsp104. Pierwszy to mechanizm
Jfomu”, ktory zaktada rozszczepianie agregatéw na mniejsze poprzez przeciwstawne
dziatanie dwoch domen biatka. Drugi to mechanizm ,kota zebatkowego®, ktére
obracajgc sie przecigga pojedyncze peptydy agregatu przez kanat centralny Hsp104 i
prowadzi do ich rozplecenia. W ten sposdb umozliwia dojscie do nich biatkom
wyspecjalizowanym w rozbijaniu mniejszych agregatow. Zaburzenia w dziataniu biatek
szoku cieplnego (Hsp104, ale takze innych, wspierajgcych proces niszczenia ztogéw
biatkowych) skutkujg zwiekszeniem ilosci agregatéw biatkowych, ktére mogg byé
potencjalnie niebezpieczne dla komarki.>?
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4.2. Zaburzenia funkcjonowania enzymow fosforylujgcych i
defosforylujgcych biatka (kinaz i fosfataz)

W rozdziale 3.4 przedstawiono udziat czgsteczki ATP jako donora grupy
fosforanowe] w reakcjach (de)fosforylacji biatek. Jest to reakcja powszechna w
metabolizmie komorkowym, a zaburzenia enzymdw jg katalizujgcych (kinaz oraz
fosfataz) mogg skutkowa¢ powaznymi dysfunkcjami proceséw zyciowych organizmu.

Jedng z postulowanych przyczyn Choroby Alzheimera jest nagromadzenie
agregatéw biatka tau (tubulin-associated unit).>* Biatko to wystepujace w komorkach
nerwowych zaangazowane jest w polimeryzacje tubulin i tgczenie ich z organellami
komérkowymi. Biatko tau moze byc¢ fosforylowane przez kinazy, co obniza jego
zdolnos¢ do polimeryzacji tubulin i jest naturalnym sposobem regulacji jego
aktywnosci.>® Ponadto modyfikacja ta zmniejsza jego podatno$é¢ na hydrolize.® W
zdrowym modzgu tau wystepuje w formie najwyzej dwufosforylowanego biatka.>” W
mozgach ludzi chorych na chorobe Alzheimera zaobserwowano, ze ilo$¢ reszt
fosforanowych moze siega¢ nawet 7-8 na biatko.® Hiperfosforylacja jest
spowodowana nadaktywnoscig kilku kinaz (MAPK, Cdk5, GSK3) przy jednoczesnym
zahamowaniu aktywnosci fosfataz PP2A, ktére w normalnych warunkach powinny
usuwac¢ nadmierne grupy fosforanowe. Z biegiem czasu nadmiernie fosforylowane
biatko tau gromadzi sie, a nastepnie tworzy agregaty, ktore tracg rozpuszczalnosc i
wytrgcajg sie w cytoplazmie neuronow. Doprowadza to do niszczenia neurondéw i w
konsekwencji utrate funkcji catego mdzgu.>°

Czynnikiem biatkowym, ktory petni istotng role w tgczeniu cytoszkieletu komorki z
macierzg zewnatrzkomorkowg sg integryny. Biatka te petnig rowniez role
sygnalizacyjng — mogg promowac wzrost, podziat lub migracje komorek, zaréwno
normalnych, jak i nowotworowych.®® Sygnat przekazywany jest przez biatka powigzane
z integrynami — sg to réznego rodzaju kinazy, miedzy innymi niereceptorowe kinazy
tyrozynowe (PTK) takie jak kinaza FAK (focal adhesion kinase)®! czy kinazy z rodziny
Src.52 Rekrutacja FAK do cytoplazmatycznej czesci B-integryny nastepuje za
posrednictwem biatek — taliny i paksiliny. Jednocze$nie kinaza FAK ulega
autofosforylacji, co umozliwia jej oddziatywanie z kolejng kinazg — Src.53 Kompleks
FAK-Src odpowiada za utrzymanie ksztattu komorki oraz za jej zdolnos¢ przylegania
do przestrzeni miedzykomorkowej.®* Jego nadaktywno$é zaobserwowano w
inwadopodiach — strukturach komérkowych powigzanych ze zdolnoscig komoérek do
inwazji i tworzenia przerzutéw.®> 66 Obecno$¢ kinazy FAK jest niezbedna dla
wiasciwego funkcjonowania komorki. Delecja genu odpowiadajgcego za jej ekspresje
powodowata smieré komorek naskdrka w eksperymentach zaréwno in vitro jak i in vivo.
Mimo to dowiedziono, Ze inhibicja obecnej w tych komadrkach kinazy FAK zapobiega
rozwojowi chemicznie indukowanego nowotworu.%” Z kolei nadaktywnos$¢ kinazy FAK
sprzyja powstawaniu nowotwordéw. Biatko to potrafi powstrzymac proces apoptozy
indukowany przez biatko p53,%8 a ponadto wzmacnia dziatanie kinazy PI3K, ktéra
odpowiada za skierowanie komorki na droge wzrostu (Sciezka sygnatowa Akt/PKB).6°
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Z tego powodu kinaza FAK stanowi interesujgcy cel terapeutyczny, ktérego
zablokowanie moze by¢ jedng z metod walki z nowotworami.

4.3. Podsumowanie rozdziatu

ATP jako centralna czgsteczka metabolizmu bierze udziat w wielu reakcjach
enzymatycznych w komorce jako zrodto energii. Zaburzenia w szlakach
metabolicznych wykorzystujgcych ATP mogg powodowac¢ powazne konsekwencje dla
komoérki. Enzymy katalizujgce reakcje przeniesienia grupy fosforanowej z ATP na
biatko czesto mogg okazywac sie celami terapeutycznymi w wielu schorzeniach. Zeby
jednak moc to potwierdziC potrzebne sg metody i narzedzia pozwalajgce na
stwierdzenie, ktéry element szlaku jest dysfunkcyjny. Do tej pory opracowano szereg
metod badania aktywnosci enzymow wykorzystujgcych ATP oraz wizualizacji samego
ATP. Zostang one przedstawione w kolejnym rozdziale.

5. Metody detekcji ATP

5.1. Detekcja ATP in vitro

Detekcja i oznaczanie ilosci ATP w systemach pozakomorkowych nie nastrecza
zwykle wiele trudnosci. Mozna do tego celu wykorzystaé wysokosprawng
chromatografie cieczowg (HPLC),® spektrometric mas,’”* czy tez metody
elektrochemiczne, badz optyczne.”> 73 Metody zaktadajgce badanie stezenia
uwolnionego ATP pozostawiajg do$¢ duzg swobode dziatania, gdyz nie zaktadajg
pozostawienia przy zyciu komorki, w ktorej stezenie nukleotydu jest oznaczane. W
przypadku przezyciowego oznaczania ATP, czy to wewnatrz, czy tez na zewnatrz
komorki potrzebne sg delikatniejsze metody, takie jak na przyklad metody
fluorescencyjne.

5.2. Detekcja ATP wydzielanego przez komorki

W przypadku oznaczania stezenia ATP, ktore komdrka wysyta do otoczenia (por.
rozdziat 3.3) zastosowanie znalezé mogg metody elektrochemiczne. Podejscie to
zostato zastosowane w pracy Hazamy et al.,’* w ktérej badano odpowiedz komoérek
trzustki szczura na podanie glukozy. Jako sensor postuzyty komoérki z linii PC12,
zawierajgce na swej powierzchni receptor P2X2. Po umieszczeniu tych komorek w
poblizu komérek trzustki, badano odpowiedz prgdowg za pomocg techniki patch-
clamp.” W technice tej badane sg zmiany prgdu, ktére sg wywolywane przez
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dotagczenie liganda do receptora btonowego komoérki, pomiedzy komodrkg, a jej
otoczeniem. W przypadku badan Hazamy byto to dotgczenie ATP do receptora P2Xo.
W ten sposdb uzyskano sonde, ktéra byta w stanie elektrochemicznie zmierzyc¢ lokalne
stezenie ATP na podstawie zmian w natezeniu przeptywajgcego w ukfadzie pradu.
Mniej skomplikowany uktad wykorzystujgcy elektrochemie w badaniu stezenia ATP
zastosowano w pracy Zuo et al.’”® Naukowcy opracowali uktad aptameru
rozpoznajgcego ATP, ktéry zawiera czgsteczke ferrocenu na koncu 5, a przytgczony
jest do powierzchni ztotej elektrody za pomocag grupy tiolowej obecnej na kohcu 3'.
Przed pojawieniem sie ATP w srodowisku aptamer tworzy dwuniciowg helise DNA,
ktérej koniec z ugrupowaniem ferrocenowym oddalony jest od powierzchni ztota.
Pojawienie sie czasteczki ATP w srodowisku stabilizuje Ill-rzedowg strukture DNA i
zbliza reszte ferrocenu do powierzchni ztota, co indukuje mierzalny impuls
elektrochemiczny. (Rys. 12) Zastosowanie uktadu zawierajgcego aptamer jest
korzystne ze wzgledu na jego wysokg czuto$¢ wobec ATP, przy jednoczesnym braku
odpowiedzi indukowanej przez inne trifosforany (UTP, CTP, GTP).

dbmp..
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Rys. 12 Schemat dziatania elektrody zawierajgcej aptamer wigzgcy ATP.
Wykazuje ona selektywnos¢ wobec ATP, a przy tym prad generowany w uktadzie jest proporcjonalny
do stezenia ATP. Rysunek na podstawie publikacji Zuo et al. 76 Copyright (2007) American Chemical
Society.

Podobny sensor wykorzystujgcy zmiane konformacji zostat wykorzystany przez
Vancraenenbroecka i Webba.”” W tym przypadku za strukture rozpoznajgcg ATP
postuzyto naturalnie dostosowane do tego biatko — RpMatB nalezgce do rodziny
syntetaz A. Detekcje umozliwiaty dwa ugrupowania tetrametylorodaminowe, ktore po
zwigzaniu czgsteczki ATP przez biatko zwiekszaty intensywnos¢ emisji fluorescenciji
okoto 3,7 raza. Przy tym tak zaprojektowany sensor byt selektywny wobec ATP. Stata
dysocjacji Kd dla ATP wynosita 6,4 + 0,6 uM, dla ATPyS byta juz o rzad wielkosci
wyzsza (16,2 + 0,8 uM), natomiast dla dATP, ADP czy AppNHp state Kq byty wyzsze
o dwa rzedy wielkosci (odpowiednio 440 + 53, 428 £+ 50, 253 = 11 yM).
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5.3. Detekcja ATP wewnatrz komoérek

Najwiekszym wyzwaniem jest wizualizacja ATP w zywych komoérkach. Idealna
metoda powinna dawac¢ wyrazng odpowiedz, rozréznia¢ ATP od innych nukleotydow,
by¢ przy tym szybka i nieinwazyjna. Jedng z metod ktére zdajg sie spetniac te
wymagania jest technika 3P NMR, jednak dtugie czasy akwizycji, mogg nie w pemhi
odpowiadac tempu reakcji enzymatycznych w komaorce.

Bardziej powszechne podejscie zaktada zastosowanie sond fluorescencyjnych.
Przeksztatcenia ATP — ADP mozna sledzi¢ w sposéb posredni, badajgc stezenie
wolnych jonédw magnezu w srodowisku komorkowym. ATP w komdérce wystepuje jako
kompleks z jonami magnezu, z kolei ADP ma znaczgco nizsze powinowactwo do
jonéw magnezu. Za pomoca matoczgsteczkowego fluorofora — Magnesium Green,”®
mozliwa jest detekcja wolnych jonow magnezu, ktore pojawity sie w trakcie reakcji, co
posrednio odpowiada zmianom stezenia ATP w cytozolu. Metode te mozna
wykorzystac réwniez do badania wyizolowanych organelli komérkowych. Przyktadowo
w pracy Chinopoulos et al.”® wykorzystano jg do pomiaru aktywnos$ci enzymu
translokazy nukleotydow adeninowych w mitochondriach. Zastosowanie tego
barwnika nie jest jednak wolne od wad. Przede wszystkim jest czuty jedynie na
zwiekszajgce sie stezenie jondw magnezu, a nie na ATP jako takie. Po drugie, nie jest
on catkiem selektywny i moze dawac¢ odpowiedz rowniez w przypadku wykrycia jonéw
wapniowych. Mimo to ma on przewage nad innymi fluoroforami wykrywajgcymi jony
magnezowe, gdyz do wzbudzenia jego kompleksu z jonami magnezu uzywa sie
Swiatta z zakresu widzialnego. Nie jest ono szkodliwe dla zywych komorek, w
przeciwienstwie do swiatta UV, ktore jest wymagane do wzbudzenia innych, podobnie
dziatajgcych fluoroforéw.

Matoczgsteczkowe sensory mogg by¢ wykorzystane nie tylko do posredniego
oznaczania ATP, ale mogg takze dawa¢ odpowiedZz w obecnosci samej czgsteczki
ATP. Przyktadem takiego zwigzku jest kwinakryna,®® (Rys. 13) ktéra wykazuje silne
powinowactwo do ATP, a przy tym jest barwnikiem fluorescencyjnym.
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Rys. 13 Struktura kwinakryny — barwnika majgcego powinowactwo do ATP.

Wiasciwos¢ ta zostata wykorzystana w badaniu potwierdzajgcym, ze hipoksja
wptywa na uwalnianie ATP przez komérki zyty pepowinowej, co wptywa na
rozszerzanie tetnic i wyzsze zaopatrzenie ptodu w tlen.8! (por. rozdz. 3.3) Podobng
role w wykrywaniu ATP moze spetnia¢ inny sensor, opracowany przez Xu et al.8
Opiera on swoje dziatanie na oddziatywaniu dwéch ugrupowan pirenowych, ktére
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tworzg dimer wykazujgcy fluorescencje ekscymerowg (ekscymer, por. rozdz. 7.1).
Potgczone sg one rusztowaniem zawierajgcym cztery reszty imidazolu, z ktérych
kazda niesie dodatni tadunek. W obecnosci ATP sensor ten oddziatuje
elektrostatycznie z ujemnie natadowanym ugrupowaniem trifosforanowym, a
nastepnie zasada adeninowa tworzy kompleks kanapkowy z resztami pirenowymi, co
doprowadza do zmniejszenia intensywnosci fluorescencji ekscymerowej. Budowa
sensora maksymalizuje jego selektywnos¢ wobec ATP, co zostato wykazane w
eksperymencie powinowactwa sensora do innych nukleotydéw (Rys. 14).
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Rys. 14 Schemat dziatania sensora ekscymerowego. Na wykresie pokazano jak réznig sie widma
fluorescencji reszt pirenowych w zaleznosci od obecnosci fosforanu, pirofosforanu, lub innych
nukleotydéw w otoczeniu. Tylko ATP daje wyrazne podwyzszenie sygnatu fluorescencji monomerowej
(=379 oraz 397 nm) w poréwnaniu z innymi nukleotydami. Ponizej — eksperyment przeprowadzony na
komoérkach HelLa. Rysunki i zdjecia zaczerpniete z pracy Xu et al.82 Copyright (2009) American
Chemical Society.

Sonda ta okazata sie zdolna do penetracji btony komérkowej komérek Hela i
wigzania sie z ATP obecnym w cytozolu. Kontrola przeprowadzona za pomocag
komérek potraktowanych oligomycyng (zwigzek zmniejszajgcy  stezenie
wewngtrzkomorkowego ATP) wykazata, ze odpowiedz w eksperymencie dawat
wytgcznie sensor zwigzany z wewnatrzkomérkowym ATP. (Rys. 14)

Innym typem sensora, ktéry moze dziataCc w analogiczny sposob do
zaprezentowanego powyzej jest fluorescencyjny sensor oparty o0 aptamer
rozpoznajgcy ATP. Pewnym ograniczeniem aptamerow jest nagromadzenie tadunkow
ujemnych (ujemnie natadowane reszty fosforanowe kwasu nukleinowego) i wynikajgce
stad trudnosci z pokonywaniem bariery btony komérkowej. Mozliwym obejsciem tego
problemu jest zastosowanie przenosnika, ktory potrafi dosta¢ sie do wnetrza komoérki,
przenoszac jednoczesnie aptamer. Przyktad takiej procedury przedstawili Wang et
al.”® W pracy tej zaproponowano uzycie aptameru z fluoroforem znajdujgcym sie na
jego koncu. W roli czgsteczki transportujgcej wystgpit tlenek grafenu, ktory
jednoczesnie pefnit role wygaszacza fluorescencji. W momencie przeniesienia catego
adduktu do wnetrza komoérki, aptamer tgczyt sie z wewngtrzkomorkowym ATP, co
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zmieniato jego konformacje, odtgczato go od tlenku grafenu, a to z kolei skutkowato
przywroceniem fluorescencji fluorofora.

Innym przyktadem nosnika aptameréw byly nanoczgstki. W tym przypadku,
nanoczastki nie dosc¢, Zze petnig role transportera i wygaszacza fluorescencji, to jeszcze
zabezpieczajg aptamer przed dziataniem wewngtrzkomorkowych nukleaz, ktére
zdolne sg go zdegradowaé. Podejscie takie zastosowano w pracy Qiang et al.®3
Znakowany fluorescencyjnie aptamer zostat przytagczony do nanoczagstek pokrytych
polidopaming przy pomocy wzglednie trwatych, ale niekowalencyjnych potgczen typu
m-1m stacking miedzy zasadami azotowymi aptameru, a aromatycznymi grupami
polidopaminy. Taki ukltad mogt zosta¢c wprowadzony do komorki. W przypadku
obecnosci ATP w Srodowisku, aptamer zmieniat swojg konformacje, co powodowato
odtgczenie sie go od nanoczgstki i reaktywacje fluorofora, ktory dawat sygnat
analityczny. (Rys. 15)

et Q—

Aptamer PDANS Nanocomplex

Rys. 15 Pogladowy schemat dziatania nanoczgstek polidopaminowych z przytgczonym
znakowanym aptamerem rozpoznajgcym ATP. Rysunek zaczerpniety z pracy Qiang et al.83 Copyright
(2015) American Chemical Society.

Innym przyktadem zastosowania aptamerow w wykrywaniu wewnatrzkomoérkowego
ATP jest nanoflara. Projekt nanoflar wykrywajgcych ATP zostat zastosowany w pracy
Zheng et al.®* W tym przypadku aptamery rozpoznajgce ATP, zawierajgce grupe
tiolowg na koncu 3, zostaly zhybrydyzowane z krétszymi, komplementarnymi
fragmentami kwasu nukleinowego, zawierajgcymi znacznik fluorescencyjny.
Nastepnie powstaty addukt zostat przytwierdzony do nanoczagstki ziota poprzez
utworzenie wigzania Au-S. Powstaty addukt nie wykazywat fluorescencji, poniewaz
nanoczgstki ztota dziatajg jako wygaszacze fluorescencji. Po wprowadzeniu nanoflary
do wnetrza komorki, ATP obecne w cytozolu wigzato sie do aptameru, ktory z kolei
uwalniat krotszy fragment kwasu nukleinowego zakonczonego fluoroforem. Fluorofor
oddalony od nanoczgstki ztota odzyskiwat fluorescencje, ktéra mogta zostac
zarejestrowana. (Rys. 16)
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Rys. 16 Schemat dziatania nanoflar — przytgczone do nanoczgstki ztota dupleksy aptamer-flara nie
wykazujg fluorescencji. Dopiero zwigzanie ATP przez aptamer powoduje uwolnienie flary i odzyskanie
fluorescencji. Rysunek zaczerpniety z pracy Zheng et al.8* Copyright (2009) American Chemical
Society.

5.4. Podsumowanie rozdziatu

ATP jako jeden z centralnych metabolitow komorkowych petni istotng role w
utrzymaniu komorki w homeostazie. Z kolei dysfunkcje chocby jednego z licznych
enzymoéw, ktore zuzywajg ATP mogg prowadzi¢ do powaznych choréb. Z tego
wzgledu, metody detekcji ATP zaréwno w sSrodowisku pozakomérkowym, jak i
wewnatrzkomorkowym sg istotne jako narzedzia pomagajgce zrozumieC zjawiska i
mechanizmy kierujgce metabolizmem ATP. Przedstawione w tym rozdziale metody
stuzyty wykryciu samego nukleotydu, nie zas bezposredniemu monitorowaniu
enzymow hydrolizujgcych ATP. W tym drugim celu zostaly opracowane bardziej
selektywne metody, bardzo czesto zaktadajgce uzycie syntetycznie wyznakowanych
analogow ATP, ktére imitujgc naturalny nukleotyd, mogg dostarczy¢ informacji o
dziataniu enzymu. Takim metodom zostanie poswiecony kolejny rozdziat.

6. Analogi ATP — sondy do monitorowania aktywnosci
ATPaz

6.1. Wstep — znaczenie pozycji znakowania ATP w kontekscie
oddziatywan z ATPazami

Analogi ATP bedace sondami molekularnymi majg strukture maksymalinie zblizong
do ATP, co pozwala im oddziatywa¢ z enzymami degradujgcymi ATP. Z reguly w
trakcie reakcji enzymatycznej analog ATP jest degradowany, a wykazywana przez
niego wybrana cecha fizyczna (najczesciej jest to fluorescencja) zmienia sie w sposéb
mierzalny, co umozliwia monitorowanie reakcji enzymatycznej w czasie rzeczywistym.

Zeby jednak analogi ATP mogty petnié funkcje sond fluorescencyjnych, do
czagsteczki ATP nalezy przytgczy¢ znacznik fluorescencyjny. Nalezy to zrobi¢ w taki
sposéb, aby jak najmniej wptywat on na wigzanie z ATPazg. Zle wybrane miejsce
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modyfikacji moze sprawi¢, ze enzym w ogéle nie bedzie rozpoznawat analogu jako
substratu, a tym samym eksperyment bedzie niemozliwy do przeprowadzenia.

Wplyw miejsca podstawienia nukleotydu na zdolnos¢ jego rozpoznawania przez
enzym zostat ukazany w pracy Hacker et al.8> Badacze otrzymali sze$¢ réznych
analogow ATP zmodyfikowanych przez wprowadzenie alkilowego linkera w réznych
pozycjach rybozy oraz zasady azotowej. Zmodyfikowane pozycje zostaty ukazane na
Rys. 17.
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Rys. 17 Analogi ATP zastosowane w badaniu tolerancji enzymow wobec réznych pozyciji
modyfikacji ATP. Za Hacker et al.8

Badacze sprawdzili czy otrzymane szesS¢ analogdw ATP moze petni¢ funkcje
substratow dla trzech ATPaz — kinazy FAK, kinezyny Eg5 oraz biatka UBA1. Kazde z
tych biatek do swojej funkcji — odpowiednio fosforylacji biatka, poruszania sie po
mikrotubuli oraz ubikwitynacji — potrzebuje czagsteczki ATP. Wyniki badan
biochemicznych wykazaty, ze kinaza akceptuje tylko analogi zmodyfikowane w pozycji
2’-0, 3’-0 oraz C2, kinezyna Eg5 — akceptuje tylko analogi modyfikowane w pozyciji
2’-0, 3’-0, 4’C oraz C2, natomiast biatko UBA1 — akceptuje analogi modyfikowane w
pozycji 2’-O, N6 oraz C8. Autorzy przeprowadzili dodatkowo komputerowe symulacje
dokowania ATP do kieszeni wigzgcych wymienionych biatek, co wyjasnito w jaki
sposob preferencje substratowe wynikajg z budowy kieszeni wigzgcej i sposobu
dotgczenia czgsteczki ATP. Wyniki tych symulacji zostaty przedstawione ponizej (Rys.
18).
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Rys. 18 Sposéb wigzania czasteczki ATP do trzech réznych biatek — fioletowy: kinaza FAK, zielony:
kinezyna Eg5, niebieski — biatko UBA1. Jasnozielone strzatki — miejsca modyfikacji akceptowane przez
enzymy, ciemnozielone strzatki — miejsce modyfikacji akceptowane najlepiej. W przypadku kinezyny
Eg5 ukazano model wigzania z czgsteczkg ADP, nie ATP, nie ma to jednak wptywu na preferencje
wzgledem miejsca modyfikacji w obrebie adenozyny. llustracje zaczerpniete z pracy Hacker et al. &

6.2. Analogi ATP znakowane w obrebie reszty rybozy

Jednym 2z najwczesniej zastosowanych analogéw ATP znakowanych
fluorescencyjnie byt analog zawierajgcy fluorofory mantranilowy lub antranilowy.8¢
Fluorofory te sg wzglednie niewielkie, co minimalizuje wptyw na wigzanie analogu
ATP do biatka, majg wysokg wydajnos¢ fluorescencji, ktéra dodatkowo wzrasta po
zwigzaniu z biatkiem zmodyfikowanego nimi substratu. Znajdujg one zastosowania do
tej pory, np. w pracy Szulc et al.8” W pracy tej zbadano jak dendrymery —
makromolekuty stosowane w przenoszeniu lekéw? oddziatujg z nukleotydami, ktore
Z kolei mogg petni¢ role lekdw po dostarczeniu ich do komérki wymagajgcej terapii.
Analog mant-ATP (2'-/3'-O-(N-metyloantranilowy)-ATP) byt uzyty jako czgsteczka
modelowa, symulujgca wigzanie z ATP. Dzieki takiemu podejsciu stosujgc
miareczkowanie fluorymetryczne badacze byli w stanie ustalic stalg wigzania
dendrymeru z nukleotydem, a ponadto ile czgsteczek ATP przypada na jedng
makromolekute dendrymerowg. Innym przyktadem zastosowania mant-ATP w
badaniach, jest praca Ho et al.8% Analogi ATP zostaty tam wykorzystane do badan
uwalniania ATP przez neurony dopaminergiczne. Fluorofor ten ma jednak wady. Jego
dtugos¢ fali wzbudzenia miesci sie w zakresie UV (355 nm), co moze by¢ szkodliwe
dla zywych komérek. Ponadto fluorofor mantranilowy przytgczony jest do nukleotydu
wigzaniem estrowym, ktore juz w pH = 7 moze migrowac¢ z atomu tlenu 2’ na atom
tlenu 3’ i odwrotnie, co moze wptywac¢ na wigzanie z niektérymi enzymami.

Jednym z rozwigzan wskazanych wyzej probleméw jest zastosowanie innego
znacznika fluorescencyjnego. W pracy Oiwa et al.®® zastosowano analogi ATP
znakowane sulfocyjaning 5 oraz sulfocyjaning 3 w badaniu procesu skurczu miesni.
Fluorofory byty przytgczone do pozycji 2’-O/3’-O rybozy za pomocg wigzania
karbaminianowego. Ma ono te przewage nad estrowym, ze izomeryzacja 2’ < 3’
przebiega wolniej, jednoczesnie wigzanie to jest mniej podatne na hydrolize. W pracy
Oiwa udowodniono, ze 2’-0O/3’-O podstawiony ATP jest substratem w fosforylacji
miozyny, jednak jego stata wigzania jest mniejsza, niz w przypadku naturalnego ATP.
Wolniejsza izomeryzacja wigzania karbaminianowego nie pozostaje bez znaczenia —
co prawda obydwa izomery majg podobng statg wigzania do fragmentu 1 miozyny,
jednak w reakcji odszczepienia reszty fosforanu izomer podstawiony w pozycji 2’-O
jest wykorzystywany przez enzym niemal czterokrotnie szybciej. Oprocz kwestii
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wptywu izomeryzacji na statg wigzania z badanym enzymem, nalezy rozwazy¢ takze
wptyw zastosowanego izomeru na fluorescencje przytgczonego znacznika. W pracy
Oiwa widac to szczegodlnie mocno na przyktadzie ATP znakowanego sulfocyjaning 3.
Okazuje sie, ze izomer podstawiony w pozycji 2’-O w miare wigzania z miozyng
obniza intensywnosc¢ swojej fluorescencji, natomiast izomer podstawiony w pozyciji 3’-
O — podwyzsza. (Rys. 19) Ponadto autorzy wskazujg, ze nawet bazowa intensywno$¢
fluorescencji zwigzku 3’-O podstawionego w roztworze wynosi 89% intensywnosci
analogu 2’-O podstawionego, z czego ptynie wniosek, ze chociaz mozliwe jest uzycie
w badaniach mieszaniny zwigzkow 2°/3’-O podstawionych, to bardziej jednoznaczne
wyniki datoby zastosowanie pojedynczych izomerow.
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Rys. 19 Réznica zmian intensywnosci fluorescencji analogu ATP-SulfCy3. W przypadku analogu
ATP podstawionego w pozycji 2’-O wida¢ spadek fluorescencji w miare wigzania z fragmentem
miozyny, natomiast analog ATP podstawiony w pozycji 3'-O zwieksza swojg fluorescencje.
Wykresy zaczerpniete z pracy Oiwa et al.°

6.3. Analogi ATP znakowane w obrebie zasady azotowej

Jedng z metod uniknigcia probleméw wynikajgcych z izomeryzacji jest wybranie
innej pozycji znakowania czgsteczki ATP. W obrebie reszty adeniny jest to mozliwe w
pozycji N6, C8, C2 lub poprzez modyfikacje budowy pierscienia aromatycznego. W
pracy Schax et al.®! autorzy wykorzystali analog ATP znakowany sulfocyjaning 3 w
pozycji N6 adeniny do poszukiwania inhibitoréw biatka szoku cieplnego Hsp90. W tym
celu zbudowali oni specjalny ukfad z nitrocelulozy, na ktérym przytgczone byto
oczyszczone badane biatko. Po inkubacji z mieszaning fluorescencyjnego analogu
ATP oraz odpowiedniego inhibitora, uktad byt przemywany. (Rys. 20) Poréwnujgc
wzgledne intensywnosci fluorescencji, autorzy byli w stanie stwierdzi¢ powinowactwo
testowanych inhibitoréw do badanego biatka. Zastosowanie mikrouktadu okazato sie
korzystne, ze wzgledu na minimalizacje zuzycia odczynnikdw, w tym potencjalnych
inhibitorow, a przy tym zapewnito wysokg czutos¢ metody, pozwalajgcg wyliczy¢
wartosci ICso inhibitoréow juz powyzej wartosci 0,5 nM.

Przedstawiona metoda obliczania ICso inhibitorow biatka jest interesujgca, ale juz
w samej pracy autorzy wykazujg, ze ATP naturalny ma wyzsze powinowactwo do
Hsp90 w stosunku do znakowanego analogu. Nawet najlepiej dobrane miejsce
modyfikacji moze wptywac na wigzanie substratu z enzymem, co skutkuje obnizeniem
powinowactwa.
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Rys. 20 Schemat kompetycyjnego poszukiwania inhibitoréw Hsp90. Biatko, bedgc inkubowane
mieszaning potencjalnego inhibitora oraz sondy ATP, wigze te zwigzki proporcjonalnie do ich
powinowactwa. Nastepnie odczyt fluorescencji pozwala na oszacowanie wartosci ICso danego

inhibitora. Rysunek zaczerpniety z publikacji Schax et al.%!
Powielono za zgodg wydawcy (nr licencji 4914830647359).

Ciekawg prébg ominiecia tego problemu jest wkomponowanie fluorofora w zasade
azotowg tak, by struktura nukleotydu praktycznie nie zostata zmieniona, zachowujgc
przy tym jego zdolnosci do tworzenia wigzan wodorowych. Podejscie takie zostato
zaprezentowane w pracy Halle et al.?? Badacze otrzymali analog ATP zawierajgcy
zmodyfikowany resztg izotiazolowg w obrebie pieciocztonowego pierscienia adeniny
(#ATP). (Rys. 21) Wykazywat on emisje fluorescencji przy 410 nm, przy wzbudzeniu
falg o dtugosci 330 nm. Analog “ATP zostat wykorzystany jako sonda fluorescencyjna
w reakcji syntezy, a nastepnie redukcji dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
(NADY). Autorzy eksperymentu sprawdzili, czy sg w stanie monitorowac poszczegolne
etapy reakcji wytgcznie za pomocg zmieniajgcej sie intensywnosci widma fluorescenciji
analogu.

ZATP zostat poddany reakcji enzymatycznej nikotynoamidowg
adenylotransferazg 1 (NMNAT-1) w obecnosci mononukleotydu nikotynoamidowego
(Rys. 21). Doprowadzito to do utworzenia analogu NAD*, a przy tym do znacznego
spadku emisji fluorescencji (co wskazuje na zdolno$¢ zasady nikotynoamidowej do
wygaszania fluorescencji). Po zakonczeniu reakcji enzymatycznej adenylacji, co
stwierdzono poprzez brak dalszych zmian fluorescencji, do uktadu zostat dodany
etanol oraz dehydrogenaza alkoholowa. Spowodowato to catkowite wygaszenie
fluorescencji YATP. Dodanie aldehydu octowego przesuneto réownowage reakcji w
strone NAD* i pozwolito na czesciowg regeneracje fluorescencji “ATP (~80% stanu
sprzed reakcji redox).
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Rys. 21 a) schemat eksperymentu enzymatycznej syntezy NAD*, a nastepnie wykorzystanie go w
procesie redukcji etanolu katalizowanej dehydrogenazg alkoholowa. b) zmiana fluorescencji w czasie
eksperymentu. Zaczerpnieto z pracy Halle et al.%2
Powielono za zgoda wydawcy (nr licencji 4914830773997).

6.4. Analogi ATP  modyfikowane w obrebie tancucha
oligofosforanowego

Modyfikacje w obrebie tancucha oligofosforanowego w gruncie rzeczy sprowadzajg
sie do ostatniej reszty fosforanowej w tarncuchu — w przypadku ATP jest to grupa
fosforanowa y. Najczesciej wstepujgcym rodzajem modyfikacji jest modyfikacja
fosfo(tio)estrowa lub modyfikacja amidofosforanowa. Jedng z najstarszych, a przy tym
najmniej zmieniajgcych strukture ATP metod wyznakowania reszty y-fosforanu jest
zastgpienie jej resztg tiofosforanu,®? bgdz izotopowo znakowang resztg fosforanowg z
atomem fosforu 3?P.% Sg to jednak modyfikacje, ktére zlokalizowaé mozna jedynie
uzywajgc odpowiednich metod — spektrometrii mas, NMR lub technik izotopowych.
Duzo wygodniejsze i bardziej czute sg metody wykorzystujgce fluorescencje. Podobnie
jak w przypadku innych pozycji znakowania ATP, wymaga to wprowadzenia linkera i
relatywnie duzej czgsteczki fluoroforu, co moze wptywaé na wigzanie z biatkiem. W
pracy Lee et al.?® pochylono sie nad pierwszym problemem, czyli wprowadzeniem
reszty fosforanowej z linkerem w y pozycji fancucha fosforanowego i akceptacjg takiej
modyfikacji przez kinazy. Do eksperymentu zostaty wybrane analogi ATP z linkerami
zawierajgcymi reaktywne grupy funkcyjne, ktére mogg by¢ po reakcji enzymatycznej
wykorzystane do znakowania fluorescencyjnego — amidofosforan oraz fosfoester z
réznej dtugosci farnncuchami weglowymi zakonczonymi funkcjg alkinowg (reaktywny w
reakcji CUAAC), lub azydkowg (reaktywne w reakcji CUAAC, reakcji Staudingera), czy
amidofosforan z tancuchem weglowym zakonczonym funkcjg alkenowg (reaktywny w
reakcji Michaela). Wszystkie analogi ATP zostaty uzyte w eksperymencie z kinazag
Cdk2, w roli substratu wykorzystano biatko p27KPl. Biatko to pehi istotng funkcje w
cyklu zyciowym komorki — usytuowane w jadrze komoérkowym jest inhibitorem wzrostu
i podziatu komorki. Gdy ufosforylowane, zostaje rozpoznane przez CRM1 (przenosnik
przez btone komorkowg jadra) i usuniete z przestrzeni jgdra komérkowego, co
uniemozliwia dalszg inhibicje wzrostu komorkowego.%® Wykonujgc elektroforeze SDS-
PAGE udowodniono, ze wszystkie z analogéw ATP sg akceptowane przez kinaze
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Cdk2, co skutkuje wprowadzeniem modyfikowanej reszty fosforanowej do docelowego
biatka.

Ufosforylowanie biatka modyfikowang resztg fosforanowg niesie ze sobg mozliwos¢
pOzniejszego wprowadzenia znacznika i wyznakowania biatka, na przyktad
fluorescencyjnie. Jednak wprowadza to dodatkowy krok w syntezie i wymusza
stosowanie warunkéw chemicznej ligacji z uktadami, ktore nie zawsze sg w stanie
przetrwaé¢ w tych warunkach (przyktadowo obecnosc¢ jonéw miedzi niezbednych w
reakcji CUAAC moze doprowadzi¢ do denaturacji biatka®’). Lepszym rozwigzaniem jest
wprowadzenie w procesie fosforylacji enzymatycznej fluorescencyjnie znakowanego
fosforanu. Aby to jednak byto mozliwe nalezy wybrac¢ kinaze, ktéra zaakceptuje tak
zmodyfikowany analog ATP i wydajnie przeniesie znakowang reszte fosforanowg na
docelowe biatko. Badania trzech kinaz (Abl, PKA, CK2) przeprowadzone Pflum et al %8
wykazaty, ze sg one w stanie w dos¢ szerokim zakresie zaakceptowac analogi ATP
znakowane resztg dansylu w pozyciji y fancucha fosforanowego. W toku eksperymentu
inkubowano razem analog ATP, odpowiednig kinaze oraz peptydowy substrat. Po
hydrolizie i wykonaniu analizy mas w uktadzie MALDI-TOF okazato sie, ze wydajnosé¢
wprowadzania znakowanej reszty fosforanu wynosi 81-91% w stosunku do
naturalnego ATP. W nastepnym kroku to samo doswiadczenie powtdrzono, tym razem
na petnowymiarowym biatku — B-kazeinie. W przypadku kinazy CK2 wydajnosé
fosforylacji z udziatem ATP-dansyl wyniosta 54% w stosunku do naturalnego
substratu. Udowodniwszy, ze analogi ATP sg substratami w reakcji fosforylacji petnych
biatek, autorzy zdecydowali sie na opracowanie ukfadu do poszukiwania inhibitorow
kinaz. W tym celu zmodyfikowano peptyd-substrat kinazy Abl przytgczajgc fluorofor —
rodamine (ROX) do N-konca peptydu. Wg zatozeh eksperymentu po skutecznej
fosforylacji reszta dansylowa powinna by¢ przytgczona do peptydu i wykazywacé efekt
FRET z rodaming (por. 8.1), ktére mozna stwierdzic za pomocg metod
spektroskopowych. (Rys. 22) W procedurze poszukiwan inhibitora kinaza byta
preinkubowana z wybranymi zwigzkami, ktére sg znane ze swoich wtasciwosci
inhibujgcych kinazy. Nastepnie do mieszaniny dodawano znakowany peptyd i ATP-
dansyl. Stwierdzono, ze pod nieobecno$¢ inhibitora emisja fluorescencji typowa dla
rodaminy (595 nm) wzrasta o 30% przy naswietlaniu uktadu $wiattem
charakterystycznym dla absorpcji barwnika dansylowego (360 nm) w stosunku do
stanu przed reakcjg. W przypadku zastosowania inhibitorow kinaz wzrost fluorescencji
nie nastepowat.
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Rys. 22 Idea dziatania uktadu do poszukiwania inhibitoréw kinaz. Po fosforylacji substratu resztg
fosforanowg wyznakowang dansylem, zachodzi oddziatywanie miedzy barwnikami, co mozna $ledzi¢
metodami spektroskopowymi. Rysunek na podstawie pracy Green et al.%

Ze wzgledu na bardzo wysokg polarnosc¢ nukleotydow, a zwtaszcza trifosforanow
nukleozydow (por. rozdziat 2.4) wykorzystanie tego typu analogéow nukleotydéw w
uktadach komorkowych jest ograniczone. Mimo to préba taka zostata podjeta w pracy
Fouda et al.®®* W eksperymencie reszta biotyny zostata przytlgczona do grupy vy-
fosforanowej za pomocg linkera poliaminowego (APB, ATP-polyamine-biotin).
Podobnie jak w przypadku linkera polietylenoglikolowego (PEG, polyethylene glycol)
jest to linker polarny, a wiec rozpuszczalny w wodzie, ale przy tym znany ze swoich
zdolnosci do transportowania dokomorkowego polianionowych uktadéw — takich jak
DNA.19 W pierwszym podejsciu autorzy przeprowadzili eksperyment w warunkach in
vitro w celu stwierdzenia, czy linker poliaminowy jest akceptowany przez kinaze PKA
na rowni z linkerem PEG. Po przeprowadzeniu elektroforezy SDS-PAGE
ufosforylowane biatko zwizualizowano z uzyciem adduktu streptawidyna-cyjanina 5.
Dodatkowo scharakteryzowano je i potwierdzono fakt fosforylacji za pomoca
spektrometrii mas (MALDI-TOF). W ilosciowym eksperymencie autorzy stwierdzili, ze
wydajnos¢ fosforylacji z uzyciem APB wynosi 55 + 6% w stosunku do ATP.
Potwierdziwszy ten fakt autorzy przeprowadzili badania z lizatami komérek z linii HeLa.
Podobnie jak w przypadku eksperymentu in vitro potwierdzone zostato, ze APB jest
substratem rowniez dla kinaz pochodzgcych z komérek HelLa. W ostatnim etapie
badan zostaty zatem uzyte zywe komdérki HeLa. Po inkubacji komérek z analogiem
APB, odmyciu, utrwaleniu i wizualizacji za pomocg adduktu streptawidyna-cyjanina 5
badacze byli w stanie zaobserwowac fluorescencje cyjaniny 5 wewnatrz komorek.
Fluorescencja nie byta widoczna w przypadku kontroli inkubowanej z naturalnym ATP,
badz adduktem ATP-biotyna z linkerem PEG. Analogicznie przeprowadzony
eksperyment poprzedzony inkubacjg ze staurosporyng (inhibitor kinaz o szerokim
dziataniu) dowiodt, ze obserwowana fosforylacja jest wytgcznie wynikiem dziatania
kinaz.

- 40 -



ATP-biotin

SACys---

Rys. 23 Struktura analogu ATP znakowanego biotyng z linkerem poliaminowym oraz obraz
mikroskopowy komérek Hela po inkubacji z ATP oraz ich analogami biotynowymi (zawierajgcymi
linkery PEG oraz poliaminowy odpowiednio) i wizualizacji ich za pomocg adduktu streptawidyna-Cy5.
Rysunek zaczerpniety z pracy Fouda et al.%°
Powielono za zgodg wydawcy (nr licencji 4914830920668).

6.5. Podsumowanie rozdziatu

Czagsteczka ATP zawiera wiele pozycji, w ktérych mozliwe jest wprowadzenie
modyfikacji umozliwiajgcej jej Sledzenie. W zaleznosci od wykorzystania pozycji w
obrebie rybozy, adeniny badz tez tancucha oligofosforanowego mozna tak dostosowac
analog ATP, by byt akceptowany przez wybrang ATPaze i umozliwit monitorowanie jej
aktywnosci. Pojedynczy znacznik fluorescencyjny jest relatywnie niewielkg ingerencjg
w strukture ATP i czesto nie przeszkadza w rozpoznawaniu przez enzym, czego
dowodzg przyktady przedstawione w tym rozdziale. Wadg takiego podej$cia jest
koniecznos$¢ zastosowania bardziej skomplikowanych uktadéw pomiarowych, aby w
ogole zaobserwowac jakagkolwiek zmiane sygnatu. Wigze sie to najczesciej z
wprowadzeniem kolejnego zwigzku, ktéry oddziatujgc z fluoroforem pozwoli na odczyt
odpowiedzi. W nastepnych rozdziatach opisane zostang dwa szczegdlne zjawiska
fluorescencyjne — fluorescencja ekscymerowa i zjawisko FRET. Zeby mogty zaistnieg,
konieczne jest wykorzystanie dwoch oddziatujgcych ze sobg fluoroforow w czgsteczce,
jednak dzieki temu wizualizacja moze odbywac sie bezposrednio, przez detekcje widm
fluorescencyjnych i nie wymaga dodatkowych zabiegdéw w celu uzyskania odpowiedzi
uktadu. Z uwagi na bardzo ograniczong liczbe przyktadéw wykorzystania tych zjawisk
w badaniu oddziatywan ATP, opis literatury zostanie rozszerzony takze na uktady, w
ktérych wykorzystano kwasy nukleinowe.
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7. Fluorescencja ekscymerowa w badaniach oddziatywan
kwasow nukleinowych

7.1. Fluorescencja ekscymerowa — wstep

Fluorescencja niektérych fluoroforow moze zmieniac sie w zaleznosci od réznych
czynnikéw. Jednym z takich czynnikow jest stezenie. Niektore zwigzki w wysokich
stezeniach po wzbudzeniu mogg utworzy¢ dimer z czgsteczkg tego samego zwigzku
w stanie podstawowym, co obniza energie uktadu. W ten sposob tworzony jest
wzbudzony dimer — ekscymer (excited dimer).10% 102 Ekscymery z definicji istniec¢
moga wytgcznie w stanie wzbudzonym. Po wyemitowaniu kwantu promieniowania
(ktéry ma nizszg energie w stosunku do kwantu wyemitowanego przez monomer)
dimer rozktada sie natychmiast na dwa monomery w stanie podstawowym. (Rys. 24)
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Rys. 24 Uproszczony diagram Jabtonskiego dla wzbudzonej czgsteczki pirenu. Asocjacja
wzbudzonej czgsteczki pirenu z kolejng czgsteczkg w stanie podstawowym skutkuje utworzeniem
wzbudzonego dimeru, ktérego energia jest nizsza w stosunku do pojedynczo wzbudzonej czgsteczki.
Na podstawie pracy Wang et al.103

Zdolnos¢ do tworzenia ekscymerdw przez czgsteczke zalezy w duzej mierze od
czasu zycia stanu wzbudzonego. Im jest on dtuzszy, tym wieksza jest szansa, ze
wzbudzony monomer napotka inny monomer w stanie podstawowym i utworzy z nim
ekscymer. Przyktadowo czas zycia stanu wzbudzonego czgsteczki pirenu — najszerze;j
opisanego fluorofora tworzgcego ekscymery — waha sie od 290 do 340 ns, w
zaleznosci od rozpuszczalnika. Z kolei perylen, wykazuje czas zycia fluorescenciji
okoto 5,8 ns.' Znajduje to odzwierciedlenie w ich zdolnosci do tworzenia
ekscymerow. W przypadku perylenu ekscymery te mozna wykry¢ jedynie w
szczegolnych przypadkach w formie ciata statego — krysztatow lub przy osadzaniu na
matrycach.% Z kolei piren tworzy ekscymery z szerokim i silnym pasmem emisji juz w
roztworach. Weglowodoér ten absorbuje promieniowanie o dtugosci fali ok. 340 nm, zas
emituje promieniowanie o dtugosci fali ok. 380 nm i 400 nm. W sytuacji zatezenia
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roztworu pirenu i naswietlenia go promieniowaniem o dtugosci fali 340 nm, pasma
emisji wymienione powyzej zanikajg niemal catkowicie (tym bardziej, im mocniej
zatezony jest roztwor, zatem im bardziej czgsteczki pirenu zblizone sg do siebie) na
rzecz nowego, bardzo szerokiego pasma emisji wystepujgcego przy dtugosci fali okoto
490 nm. (Rys. 25)

Relative quantum intensity

0 5 506
Wavelength (nm3

Rys. 25 Widmo emisji fluorescenciji pirenu w zaleznosci od jego stezenia w cykloheksanie. Widma
emisji zostaty znormalizowane do pasma emisji fluorescencji monomerowej. Kolejne widma
rejestrowane byty w stezeniach:
A-10°2M,B-7,75x10°M,C—-55x10°M,D-3,25x 10°M, E-10°M, F - 10*M.
Wykres zaczerpniety z pracy Birksa.10t

Efekt ekscymerowy wystepuje takze w mikroskali, w sytuacji gdy dwie czgsteczki
pirenu znajdujg sie w przyblizeniu w odlegtosci ok. 1 nm.1% Fakt ten sprawia, ze piren
bardzo czesto jest wykorzystywany w sondach molekularnych stuzgcych do badania
odlegtosci miedzy czgsteczkami biologicznymi. Pierwszy przyktad zostat juz
zaprezentowany w przypadku syntezy sensora rozpoznajgcego czgsteczke ATP (por.
rozdziat 5.3). W nastepnym rozdziale omowione zostang szerzej przykiady
wykorzystania pirenu w roli sensora odlegtosci w badaniu oddziatywan czgsteczek
biologicznych, a zwtaszcza kwasow nukleinowych. Rozdziat nie bedzie traktowat o
analogach ATP wykazujgcych fluorescencje ekscymerowg z uwagi na to, ze literatura
na ten temat jest bardzo ograniczona. Omawiana tematyka zostanie rozszerzona o
przyktady zastosowanie fluorescencji ekscymerowej w badaniach kwasow
nukleinowych.

7.2. Fluorescencja ekscymerowa w badaniu kwasow nukleinowych

Piren jest fluoroforem najczesciej wykorzystywanym w kontekscie sond
ekscymerowych. Jak przedstawiono w poprzednim rozdziale, tworzy on ekscymery,
ktore dajg bardzo wyrazny sygnat, przesuniety batochromowo w stosunku do emisji
monomerow. W kontekscie kwasow nukleinowych mozna wyrézni¢ dwa sposoby
wprowadzania pirenu do czgsteczek — jest on umieszczony na koncach czgsteczki,
albo pomiedzy nukleotydami. W pierwszym przypadku sg to zwykle sondy
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ukierunkowane na konkretng sekwencje nukleotydowg — przytgczenie sondy do
sekwencji docelowej, zmienia konformacje kwasu nukleinowego, a czgsteczki pirenu
oddalajg sie od siebie, co powoduje zmiane fluorescencji. Przykiad takiej sondy
zaprezentowano w pracy Fujimoto et al.1%” Badacze zsyntetyzowali czgsteczke DNA,
do ktérej obu koncéw przytgczyli czgsteczki pirenu. W tym celu otrzymali aktywne
formy pirenu — amidofosforyn 3-pirenopropanolu (przytgczenie do kohca 5 DNA) oraz
aktywny ester kwasu 3-pirenopropionowego (przytgczenie do konca 3’ DNA, por.
rozdz. 10.4). Sekwencja DNA zostata dobrana tak, by rejony blizsze koncom kwasu
nukleinowego byly komplementarne, natomiast posrodku czgsteczki wystepowata
sekwencja komplementarna do docelowego DNA. W sytuacji braku docelowego DNA
w otoczeniu sekwencje skrajne parujg ze sobg, co powoduje utworzenie struktury typu
spinki do witosow (hairpin) i zblizenie czgsteczek pirenu do siebie. Skutkuje to
powstaniem emisji ekscymerowej (Rys. 26 A). W zatozeniu, po zwigzaniu docelowe]
czgsteczki DNA, sonda powinna ulec rozpleceniu w obszarze krancowym, co oddala
czgsteczki pirenu i generuje wytgcznie fluorescencje monomerowg. W pierwszym
podejsciu badacze zweryfikowali, czy denaturacja sondy powoduje zmiane jej
fluorescencji. Dokonano tego podgrzewajgc stopniowo probke z sondg i mierzac
widma fluorescencji. Zgodnie z oczekiwaniami podwyzszanie temperatury
spowodowato stopniowy zanik fluorescencji ekscymerowej na rzecz monomerowej. W
kolejnym badaniu przeprowadzono eksperyment, w ktérym miareczkowano sonde
fragmentem docelowego DNA. Zgodnie z oczekiwaniami zwiekszajgce sie stezenie
DNA docelowego spowodowato wzrost fluorescencji monomerowej kosztem
fluorescencji ekscymerowej. Wynik ten byt istotny, gdyz faktycznie pokazat, ze sonda
spetnia swoje zadanie w wykrywaniu komplementarnego DNA. Ostatni eksperyment
miat wykazac, czy sonda daje odpowiedz wobec czesciowo komplementarnego DNA.
W tym celu badacze przeprowadzili analogiczne eksperymenty z DNA o sekwencji
komplementarnej, z pojedynczo zmienionymi nukleotydami w s$rodku sekwenciji
(guanina zostata zastgpiono adening, tyming, lub cytozyng). Eksperyment wykazat, ze
sonda jest w stanie rozrézni¢ DNA o nawet tak drobnych réznicach w sekwenciji. (Rys.
26 B)
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Rys. 26 A) idea dziatania sondy DNA wykrywajgcej czagsteczki DNA o okreslonej sekwenciji
B) Stosunek fluorescencji monomerowej do fluorescencji ekscymerowej w zaleznosci od
zastosowanego nadmiaru DNA docelowego oraz trzech jego analogéw z pojedynczymi zmianami
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nukleotydu wewnatrz sekwencji. Rysunek zaczerpniety z pracy Fujimoto et al.107
Copyright (2004) American Chemical Society.

Inny przyktad uktadu do wykrywania minimalnych ilosci DNA w roztworze za
pomocg fancuchowej reakcji hybrydyzacji (HCR, hybridization chain reaction) zostat
opracowany przez Huanga.'®® W uktadzie tym role sondy petnig dwa rodzaje
fragmentow DNA tworzgce strukture typu hairpini® z lepkimi koricami (sonda 1 i sonda
2). Sonda 1 ma fragment 5’-koncowy komplementarny do sekwencji petli sondy 2, a
sonda 2 ma fragment 3’-konncowy komplementarny do sekwencji petli sondy 1.
Ponadto kazda z sond ma na koncach 5’ i 3’ przytgczone czgsteczki pirenu, ktore
jednak oddalone sg od siebie na tyle, by nie mogty tworzy¢ ekscymerow w obrebie
jednego fragmentu kwasu nukleinowego. Przy tym sekwencja lepkiego konca sondy 1
jest komplementarna z poszukiwang sekwencjg DNA. W przypadku pojawienia sie
takiego fragmentu kwasu nukleinowego w otoczeniu, nastepuje farncuchowa reakcja
parowania komplementarnych sekwencji, najpierw poszukiwanego DNA z sondg 1, a
nastepnie naprzemienne rozplatanie i parowanie sond 2 i 1. Powoduje to zblizenie
reszt pirenowych, ktére mogg zaczg¢ wykazywac fluorescencje ekscymerowg (Rys.
27A). W ten sposob moze zosta¢ wykryta nawet bardzo niewielka ilos¢ DNA (nawet 1
nM, przy zastosowaniu sond w stezeniu 500 nM kazda), przy bardzo mocnym
wzmocnieniu sygnatu. Autorzy wykazali, ze sonda jest bardzo czuta na wszelkie
zmiany sekwencji docelowego DNA — zarowno mismatch, insercja, jak i delecja
pojedynczego nukleotydu wewngtrz sekwencji docelowego DNA nie powodowaty
znaczgcej odpowiedzi uktadu. (Rys. 27B)
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Rys. 27 A) idea dziatania taricuchowej reakcji hybrydyzacji w wykrywaniu docelowego DNA
B) r6znica odpowiedzi w przypadku zmian sekwencji wewnatrz sekwencji docelowego DNA. Rysunek
zaczerpniety z pracy Huang et al.18
Powielono za zgoda wydawcy (nr licencji 4914831278830).

Jednym z cennych zastosowan tego typu uktadow jest wyszukiwanie DNA o danej
sekwencji w uktadach biologicznych. Autorzy przeprowadzili eksperyment z
wykorzystaniem sond w serum cielecym (FBS). Emisja ekscymeru pirenowego
pokrywa sie w znacznym stopniu z naturalng fluorescencjg komérek, co zaktocito
analize i uniemozliwito proste odczytanie odpowiedzi fluorescencyjnej. Obejsciem tego
problemu okazata sie rejestracja czaséw zycia fluorescencji. Typowy czas zycia
fluorescenciji tta obiektow biologicznych wynosi ponizej 5 ns, co jest wartoscig znacznie
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nizszg niz typowy czas zycia ekscymeru pirenu. Obserwacja ta umozliwita detekcje w
ztozonym uktadzie biologicznym fragmentow DNA o stezeniu nawet 10 nM przy
stezeniu sond wynoszgcym 500 nM.

W przypadku sond oligonukleotydowych znakowanych wewnatrz sekwencji kwasu
nukleinowego konieczna jest zwykle modyfikacja nukleotydu tak, by mozliwe byto
przytgczenie fluorofora. Przyktad zastosowania takiej modyfikacji ukazano w pracy
Astakhova et al. 0 W roli fluorofora tworzgcego ekscymery wykorzystano
fenyloetynylopiren (PEP, phenylethynyl pyrene) — zwigzek ten tworzy ekscymery
podobnie jak piren, jednak dtugos¢ fali emisji jest przesunieta w strone dtuzszych fal
Swiatta (monomer: 405 nm, ekscymer: 500 nm). W celu umieszczenia go wewnatrz
sekwencji tancucha DNA autorzy otrzymali specjalnie zmodyfikowany nukleotyd
urydynowy zawierajgcy barwnik PEP, izomery para oraz meta. PEP zostat przytgczony
w pozycji 2’-O, a nastepnie nukleozyd przeksztatcono w forme amidofosforynu i uzyty
w syntezie oligonukleotydow w fazie statej. Przy jego pomocy uzyskano sondy RNA,
kazda zawierajgca po dwa sgsiadujgce zmodyfikowane nukleotydy-PEP, w réznych
konfiguracjach meta i para (2x meta, meta/para, para/meta, oraz 2x para), oraz
pozycjach umieszczenia ich (odpowiednio 9 i 10, oraz 10 i 11 nukleotyd). Nastepnie
wszystkie sondy zostaty zbadane w warunkach hybrydyzacji z komplementarnymi
nicmi DNA. W warunkach wystepowania pojedynczej nici sondy, fluorescencja
ekscymerowa byta dominujgca (szary stupek na wykresie, Rys. 28). Po hybrydyzacji
intensywnos¢ fluorescencji ulegata zmianie, w zaleznosci od sondy rosngc lub
malejgc. Dwie sondy wykazujgce najsilniejszy efekt zmiany daty dwa przeciwstawne
rezultaty — sonda zawierajgca w pozycji 9 i 10 nukleotydy z modyfikacjami para/para
wykazata znaczagco wyzszg emisje fluorescencji w przypadku parowania z doktadnie
dopasowanym DNA (Rys. 28A, ostatni wykres), niz w przypadku DNA, ktére ulegto
pojedynczej substytucji. Odwrotnie zareagowata sonda zawierajgca modyfikacje
meta/para w pozycji 10 i 11 (Rys. 28B, drugi wykres). W jej przypadku parowanie z
doktadnie komplementarng nicig spowodowato znaczgco nizszg fluorescencje w
stosunku do fluorescencji wykazanej w reakcji z DNA z pojedynczg substytucjg. W ten
sposob autorzy otrzymali narzedzie do wyszukiwania SNP (single nucleotide
polymorphism) w docelowym DNA.
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Rys. 28 Fluorescencja RNA zawierajacego PEP w pozycji 9/10 (A) oraz 10/11 (B) podstawiony w
pozycji meta badz para. Najsilniejsza zawsze jest fluorescencja pojedynczej nici sondy (szary), obniza
sie ona w dupleksach z DNA — komplementarnym (fioletowy), oraz z pojedynczymi zamianami
sekwencji AA na GA, CA, oraz AG. Sondy z dwiema modyfikacjami paraPEP w pozycji 9 10 (A), oraz
metaPEP/paraPEP w pozycjach 10i 11 (B). Wykres zaczerpniety z pracy Astakhova et al. 110
Powielone za zgoda wydawcy (nr licencji 4914831387824).

PEP to analog pirenu wykazujgcy emisje fluorescencji przesunietg w stosunku do
pirenu w strone dtuzszych dtugosci fal (batochromowo). Jest to korzystne, gdyz
wzbudzenie uktadu promieniowaniem o nizszej energii niesie ze sobg mniejszg szanse
na zniszczenie badanego obiektu biologicznego promieniowaniem UV, a ponadto
fluorescencja barwnika jest odseparowana od naturalnej fluorescencji komorek, co jest
obejsciem problemu zasygnalizowanego juz w pracy Huanga.®® Przesuniecie emisji
PEP w stosunku do pirenu nie jest wielkie (ok. 40 nm), odbywa sie jednak kosztem
znaczgcego wzrostu niepolarnosci i wielkosci czgsteczki. Moze miec to duzy wptyw na
zastosowania biologiczne, czy rozpuszczalno$¢ w wodzie. W pracy Han et al.t'!
postanowiono obejs¢ ten problem odchodzgc od podstawowej struktury pirenu i
znajdujgc zupetnie inng czgsteczke wykazujgcg efekt fluorescencji ekscymerowe).
Zwigzkiem takim okazat sie barwnik cyjanowinylenowy. Autorzy w pracy otrzymali na
drodze prostej reakcji dwa analogi nowego barwnika. Wykazali oni, ze barwnik
cyjanowinylowy w zaleznosci od stezenia moze wykazywac rézng emisje fluorescencji
— monomerowa emisja wystepuje przy dtugosci fali okoto 540 nm, natomiast
ekscymerowa — przy dlugosci fali okoto 620 nm. Wzbudzenie nastepuje przy
naswietleniu swiattem o dtugosci fali 440 nm.
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Rys. 29 Struktura barwnika cyjanowinylowego zaprezentowanego w pracy Han et al. oraz jego
widmo absorpcji (a) oraz emisji (b) w uktadzie MeCN/H20. W legendzie ukazany jest procent wody w
acetonitrylu. Im jest on wyzszy, tym mocniej agregujg czasteczki barwnika i stad pojawiajgca sie
fluorescencja ekscymerowa. Rysunek zaczerpnieto z pracy Han et al.11! Powielono za zgodg
wydawcy (nr licencji 4914831494555).

0.00

W tej samej pracy autorzy zaprezentowali zastosowanie nowo otrzymanego
barwnika w kontekscie wykrywania obecnosci DNA. W tym celu zmodyfikowali oni
otrzymany barwnik tak, by zawierat on linker zakonczony dodatnio natadowanym
czwartorzedowym atomem azotu. Modyfikacja ta oddziatywata elektrostatycznie z
ujemnie natadowanym fancuchem kwasu nukleinowego, co powodowato agregacje
wielu czgsteczek barwnika wzdtuz nici DNA i skutkowato emisjg ekscymerowg w
zakresie okoto 664 nm.
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Rys. 30 Struktura barwnika zdolnego oddziatywa¢ z DNA oraz obraz zmieniajgcego sie widma w
zaleznosci od stezenia DNA w prébce (od 0 do 50 pM). Zaczerpnieto z pracy Han et al.*!
Powielono za zgodg wydawcy (nr licencji 4914831494555).

Podsumowujgc — zastosowany barwnik wykazat szereg zalet. Ma preferencyjng w
stosunku do barwnikéw pirenowych dtugos¢ fali wzbudzenia — 440 nm, co wykracza
poza wartos¢ szkodliwego dla komoérek ultrafioletu, pasma fluorescencji ekscymerowej
i monomerowej sg odsuniete od dtugosci fali naturalnej fluorescencji komorek, a takze
od siebie nawzajem, poza tym moze by¢ on tatwo modyfikowany, co nie wptywa
znaczgco na jego wiasciwosci fluorescencyjne. Ponadto w zaprezentowanej przez
autoréw formie z linkerem pozwala na opracowanie bardzo czutej metody detekciji
DNA, ktora nie wymaga interkalacji barwnika wewnatrz helisy.
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7.3. Podsumowanie rozdziatu

Fluorescencja ekscymerowa to rodzaj fluorescencji, w ktorym dany barwnik po
wzbudzeniu oddziatuje z drugg takg samg czgsteczkg barwnika tworzgc dimer w stanie
wzbudzonym, ktory emituje Swiatto o wiekszej dtugosci fali w poréwnaniu do
wzbudzonego monomeru. W ogolnosci to, czy mozliwe bedzie uzyskanie ekscymeru
zalezy od stezenia barwnika w roztworze, jednak w mikroskali ,stezenie” mozna
symulowaé¢ umieszczajgc barwniki przylgczone w bliskiej odlegtosci do siebie.
Wykorzystujgc te wilasciwos¢ mozna mierzy¢ odlegtosci miedzy czgsteczkami
biologicznymi. W tym rozdziale ukazano wybrane zastosowania takich uktadow w
kontekscie chemii kwaséw nukleinowych. Ekscymery tworzone sg na bardzo
niewielkiej odlegtosci, przez co sg uktadem bardziej czutym na zwiekszajgcg sie
odlegtosc, niz np. sondy wykorzystujgce zjawisko FRET. Przyktadowo, przy pomiarze
bardzo niewielkiego oddalenia sie czgsteczek biologicznych fluorescencja
ekscymerowa ustanie, co da mierzalny efekt, podczas gdy dla takiego samego
oddalenia efekt FRET jeszcze nie ulegtby zmianie. Wadg ekscymerodw jest jednak to,
ze bardzo ograniczona liczba barwnikéw je tworzy, a z tego najbardziej popularny piren
— z jednej strony wymaga wzbudzenia w zakresie UV, ktéry moze by¢ niszczacy dla
zywych komoérek, a z drugiej strony wykazuje fluorescencje w zakresie do 500 nm, co
tatwo moze interferowac z naturalng fluorescencjg komérek. W nastepnym rozdziale
omowiony zostanie efekt FRET, ktory nie ma wielu z tych ograniczen i ktéry jest bardzo
szeroko wykorzystywany w badaniach biologicznych.

8.Zjawisko FRET i jego =zastosowanie w badaniu
oddziatywan nukleotydow z czgsteczkami biologicznymi

8.1. Podstawy teoretyczne zjawiska FRET

Zjawisko FRET (Forster resonance energy transfer) to mechanizm
bezpromienistego przeniesienia energii miedzy dwoma fluoroforami. Jeden z tych
fluoroforéw (donor) jest wzbudzany kwantem promieniowania z zewnatrz, a nastepnie
przekazuje energie drugiemu fluoroforowi (akceptorowi), ktéry wypromieniowuje jg w
postaci kwantu promieniowania. Zjawisko to jest przedstawione ponizej na diagramie
Jabtoniskiego (Rys. 31). Donor po absorpcji kwantu promieniowania (niebieska
strzatka) zostaje wzbudzony, a jeden z jego elektronéw zostaje przeniesiony na
wyzszy poziom energetyczny. Nastepnie w sposéb typowy dla fluorescencji nastepuje
relaksacja, a elektron wytraca energie na sposéb drgan, znajduje sie jednak wcigz w
obrebie wyzszego elektronowego poziomu energetycznego (So — Si1). Gdyby donor
byt odizolowany, nastgpitoby wypromieniowanie energii (zielona strzatka) w postaci
charakterystycznego dla niego kwantu promieniowania. W sytuacji gdy w bliskiej
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odlegtosci znajduje sie akceptor dochodzi do bezpromienistego przekazania energii i
wzbudzenia go na wyzszy elektronowy poziom energetyczny (czarne, kropkowane
strzatki). Kolejno nastepuje relaksacja w obrebie tego poziomu do nizszego poziomu
oscylacyjnego, a nastepnie powrot akceptora do nizszego elektronowego poziomu
energetycznego z jednoczesng emisjg fotonu (S1 — So, czerwona strzatka).
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Rys. 31 Diagram Jabtonskiego ilustrujgcy zjawisko FRET. Na podstawie rysunku Mooney.112

Zjawisko FRET zachodzi w sytuacji, gdy fluorofory znajdujg sie w bliskiej odlegtosci
od siebie (miedzy 1 a 10 nm)13, Intensywnos$¢ tego efektu bardzo silnie zalezy od
odlegtosci. Dla kazdej pary fluoroforéw zdefiniowany jest promien Forstera, ktory jest
wartoscig odlegtosci miedzy fluoroforami, przy ktorej 50% wzbudzonych fluoroforéw
przekaze swojg energie do akceptorow. Wzoér na wydajnos¢ transferu energii E =

6
r;ﬁ , gdzie ro to promien Forstera, a r to odlegtos¢ miedzy fluoroforami, pokazuje ze
0

wydajnos¢ ta spada bardzo szybko wraz z odlegtoscig. Przyktadowo jedng z
najpopularniejszych par FRET stosowanych w badaniach biologicznych jest para
cyjanina 3 — cyjanina 5 (Cy3-Cy5). Promien Forstera dla tej pary wynosi 5,4 nm.!4
Oznacza to, ze juz w odlegtosci 5,4 nm fluorofory bedg oddziatywac ze sobg tylko w
50%, a wartos¢ ta bedzie szybko spadata wraz z powiekszajgca sie odlegtosciag. (Rys.
32)
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Rys. 32 Zalezno$¢ wydajnosci efektu FRET od odlegtosci
miedzy cyjaning 3 (donor) i cyjaning 5 (akceptor). Wartosci wg pracy Yuan et al.114

Promien Forstera moze byc¢ tez okreslony ponizszym rownaniem (Réwnanie 1):

90001n(10)k*Qp [
6__ 4
Ip= 128105 N n J;) FD()L)SA()\)}\ dA

Réwnanie 1 pozwalajgce okresli¢ promien Forstera

gdzie x* to wspotczynnik orientacji donora i akceptora wobec siebie, Qo jest
wydajnoscig kwantowg donora, n jest wspotczynnikiem zatamania osrodka, w ktérym
znajdujg sie fluorofory, N liczbg Avogadra.''®> Catka bedgca sktadowg réwnania
odpowiada stopniu nakrywania widma emisji donora oraz widma wzbudzenia
akceptora. W rownaniu tym Fpo odpowiada znormalizowanej do jednosci intensywnosci
emisji fluorescencji donora, ¢, — molowej absorpcji akceptora. Istotnym czynnikiem
zwigzanym z wyzej wymienionym réwnaniem 1 jest wspotczynnik orientacji donora i
akceptora wobec siebie. Jego wartos¢ zdefiniowana jest w nastepujgcy sposéb
(Réwnanie 2):

k2 = (cos Oy — 3 cos Op c0s0,)?

Réwnanie 2 okreslajgce warto$¢ wspotczynnika orientaciji k2

gdzie 6, odpowiada wartosci kata miedzy dipolowym momentem przejscia emisiji
donora oraz dipolowym momentem przejScia absorpcji akceptora. @, oraz
0, oznaczajg odpowiednio wartosci kgtow miedzy momentami przejs¢ donora i
akceptora, a wektorem przeniesienia energii. (Rys. 33)

-51 -



Donor

Op

Transfer energii

04

Akceptor

Rys. 33 Katy miedzy dipolowymi momentami przejs¢ donora i akceptora,
a kierunkiem przeniesienia energii w zjawisku FRET.

Poniewaz ustalenie orientacji donora i akceptora wobec siebie nie jest mozliwe
(zwtaszcza w roztworze, a wiec tez w warunkach fizjologicznych), wspétczynnik k? nie
moze by¢ doktadnie wyznaczony. Jego zakres w skrajnych przypadkach wynosi od k2
= 0 dla prostopadle ustawionych dipolowych momentow przejscia, do k> = 4 w
przypadku antyréwnolegle ustawionych dipoli. Poniewaz w roztworze wystepuje ich
rotacja, w wiekszosci przypadkow stuszne jest przyjecie usrednionej wartosci
wynoszacej k% = 2/3.116

W réwnaniu 1 zostat zasygnalizowany problem nakrywania sie widm donora i
akceptora. Istotne jest takie dobranie oddziatujgcych zwigzkéw, aby widmo emisji
donora w jak najwiekszym stopniu pokrywato sie z widmem wzbudzenia akceptora.
Dla pary Cy3-Cy5 stopien pokrywania przedstawiony zostat ponizej. (Rys. 34)
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Rys. 34 Pokrywanie si¢ widm wzbudzenia i emisji cyjaniny 3 i cyjaniny 5.
Rysunek zaczerpniety z pracy Ishikawa-Ankerhold et al.1%”
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Warto zwréci¢ uwage, ze widmo wzbudzenia akceptora moze czesciowo pokrywac
sie takze z widmem wzbudzenia donora. W takiej sytuacji jak ta przedstawiona na Rys.
34 nalezy uwaznie dobiera¢ dlugosc¢ fali wzbudzajgcej donor, gdyz wybranie
najwyzszego pasma wzbudzenia cyjaniny 3 (ok. 540 nm) moze wzbudzi¢ takze
cyjanine 5 — akceptor, a w efekcie doprowadzi¢ do btednej interpretacji obserwowane;j
emisji akceptora, ktéra jednak nie bedzie wynikac jedynie z efektu FRET.

Szczegdlnym przypadkiem zjawiska FRET jest wygaszanie fluorescencji. W takim
przypadku akceptor FRET nie jest fluoroforem, a po przekazaniu energii z donora
rozproszenie jej nastepuje w sposdb bezpromienisty — najczesciej na sposob ciepta.

W literaturze znane sg bardzo rozne pary FRET. Z uwagi na duzo wigkszg
dostepnos¢ rozmaitych barwnikéw, metody te sg duzo powszechniej stosowane niz
metody opierajgce sie o efekt ekscymerowy. W nastepnych rozdziatach zostang
przedstawione rézne przyktady zastosowania efektu FRET w badaniu oddziatywan
nukleotydéw i kwaséw nukleinowych z biomolekutami.

8.2. Zjawisko FRET w badaniu oddziatywan kwaséw nukleinowych

Intensywnos¢ zjawiska FRET bardzo silnie zalezy od odlegtosci miedzy
fluoroforami. Z tego wzgledu jest ono szeroko wykorzystywane w badaniach
biologicznych do analizowania oddziatywan miedzy makroczgsteczkami
biologicznymi, czy tez w analityce, na przyktad do poszukiwania okreslonych sekwencji
DNA. Przyktad takiego analitycznego zastosowania zjawiska FRET ukazano w pracy
Quan et al.}'® Autorzy zaprezentowali omawiany juz wczesniej mechanizm HCR (por.
rozdziat 7.2, praca Huang et al.) w poszukiwaniu DNA o okreslonej sekwenciji,
jednoczesnie rozszerzajgc metode tak, by mozliwe byto wykrywanie bardzo niskich
stezen okreslonego analitu. W pracy tej autorzy opracowali cztery sondy DNA, ktore
tworzg strukture typu hairpin. Kazda z nich zakonczona jest lepkimi koncami DNA.
Sondy (1) oraz (2) pozostaly niewyznakowane, sonda (3) zawierata czgsteczke
fluoresceiny wewnatrz nici DNA, a sonda (4) czgsteczke tetrametylorodaminy na
koncu 3. Wszystkie sondy mogg wspétistnie¢ w roztworze rownoczesnie, dopoki w
otoczeniu nie pojawi sie czgsteczka DNA-katalizatora. Wtedy dochodzi do utworzenia
dupleksu miedzy nig i komplementarng do niej sondg (1), co nastepnie uruchamia
kaskade reakciji, rozplecenia struktury hairpin sondy (1), parowania sondy (1) z sondg
(2), co z kolei prowadzi do utworzenia lepkiego konca sondy (2), komplementarnego
do wyznakowanej sondy (3). Nastepnie kolejno w powtarzalnej reakcji tworzenia
dupleksu i parowania sond (3) i (4) dochodzi do utworzenia diugiego dupleksu DNA, w
ktérym barwniki fluorescencyjne znajdujg sie na tyle blisko, by mogto zaj$¢ zjawisko
FRET.(Rys. 35) Metoda ta jest bardzo czuta, przy zastosowaniu sond w stezeniach 1
MM, jest w stanie wykry¢ obecnos¢ DNA docelowego w stezeniu 20 pM.

W drugiej czesci pracy autorzy sprawdzili czy istnieje mozliwos¢ zastosowania
opracowanej metody w celu wykrywania matoczgsteczkowych zwigzkow w niskich
stezeniach. W tym celu badacze opracowali strukture aptameru wigzgcego testowy
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analit — adenozyne (7). Aptamer ten na krétkim odcinku byt komplementarny z
sekwencjg inhibitora (8d). Rozwigzanie to uniemozliwito aptamerowi wigzanie sie z
sondg (1). Dopiero w sytuacji pojawienia sie adenozyny w srodowisku reakcji dochodzi
do rozplecenia sekwencji inhibitora z sekwencjg aptameru, co umozliwia dalsze
parowanie sekwencji aptameru z sekwencjg sondy (1) i dalsze generowanie
odpowiedzi w taki sposéb, jak zostato to opisane powyzej (Rys. 36). Metoda ta jest
bardzo czuta i umozliwita autorom wykrycie adenozyny juz w stezeniu 200 pM.
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Rys. 35 A) schemat eksperymentu wykrywania DNA docelowego w metodzie HCR wykorzystujgcej

zjawisko FRET. B) zmieniajacy sie w czasie stosunek intensywnosci fluorescencji akceptora do

intensywno$ci fluorescencji donora w zaleznosci od zastosowanego stezenia docelowego DNA.
Zaczerpnigto z pracy Quan et al.*'8 Copyright (2016) American Chemical Society.
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Rys. 36 A) schemat eksperymentu z zastosowaniem aptameru wigzgcego adenozyne
B) zmieniajgcy sie w czasie stosunek intensywnosci fluorescencji akceptora do intensywnosci
fluorescencji donora w zaleznosci od zastosowanego stezenia adenozyny. Zaczerpnigto z pracy Quan
et al.*'® Copyright (2016) American Chemical Society.

Oprocz badania oddziatywan miedzy kwasami nukleinowymi, techniki FRET w
biologii uzyteczne sg tez do opracowywania sond pozwalajgcych na monitorowanie
aktywnosci enzymoéw. Szczegdlnie interesujgce sg enzymy, ktérych inhibicja moze
mie¢ efekt terapeutyczny w rozmaitych chorobach organizmu. Przyktadem takiego
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enzymu jest odwrotna transkryptaza wirusa HIV. Opracowanie procedury pozwalajgcej
w czasie rzeczywistym badacC aktywnos$¢ tego enzymu moga byC¢ uzyteczne w
poszukiwaniu jego inhibitorow. Wyzwania tego podjeto sie w pracy Sharma et al.1*®* W
pracy tej autorzy otrzymali DNA nici matrycowej wyznakowany tetrametylorodaming
(TMR) oraz odcinek primeru DNA wyznakowany cyjaning 5. Ze wzgledu na ich
komplementarnos¢ tworzg one dupleks, co zbliza do siebie barwniki i powoduje
pojawienie sie efektu FRET. Zastosowane stezenie kwasow nukleinowych to 100 nM.
W momencie pojawienia sie w srodowisku reakcji odwrotnej transkryptazy (100 nM) i
trifosforandw deoksyrybonukleozydéw (dNTP; 100 pM) rozpoczyna sie reakcja
odwrotnej transkrypcji, a stopniowo tworzona ni¢ komplementarna do nici matrycowej
usztywnia strukture i oddala barwniki od siebie powodujgc zanikniecie efektu FRET.
(Rys. 37)
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Rys. 37 A) Schemat dziatania uktadu FRET do monitorowania aktywnos$ci odwrotnej transkryptazy,
B) Zmiana intensywnosci fluorescencji donora (TMR) w miare postepu reakcji. Wewnetrzny obrazek:
czarny: widmo pod nieobecno$¢ odwrotnej transkryptazy, czerwony: widmo po dodaniu odwrotnej
transkryptazy, niebieski: widmo po dodaniu odwrotnej transkryptazy oraz po 100 yM kazdego dNTP,
rézowy: widmo nici matrycowej wyznakowanej TMR i w obecnosci niewyznakowanego primera.
Zaczerpnieto z pracy Sharma et al.11® Powielono za zgoda wydawcy (nr licencji 4914840240584).

Opracowana metoda zostata wykorzystana do zbadania wplywu znanych
inhibitorow (AZT, newirapina) na aktywno$é odwrotnej transkryptazy i w obu
przypadkach autorzy wykazali, ze pozwala ona na monitorowanie aktywnos$ci enzymu
oraz stopnia jego inhibicji.
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8.3. Analogi ATP wykazujgce efekt FRET i ich zastosowanie w
badaniach enzymatycznych

Przedstawione w poprzednim rozdziale przyktady ukazywaty zastosowanie
znakowanych kwasoéw nukleinowych w roli sond do monitorowania aktywnosci
enzymatycznej, albo jako narzedzie w detekcji innych kwaséw nukleinowych, badz
zwigzkow matoczgsteczkowych. Jednak zjawisko FRET mozna wykorzystac takze w
przypadku duzo mniejszych czasteczek, takich jak pojedyncze nukleotydy. Przykiad
takiego zwigzku zaprezentowano w pracy Acosta et al.,’?° gdzie badano mechanizm
proces karbonylacji acetonu przez bakterie Desulfococcus biacutus. (Rys. 38)
Naukowcy uzyli analogu ATP zawierajgcego przytgczony barwnik fluorescencyjny
(sulfo-Cy3) w pozyciji y ugrupowania trifosforanowego, oraz wygaszacz fluorescenc;ji
(Eclipse-quencher) przytgczony w pozycji C2 adeniny. Zostat on otrzymany na drodze
dwustopniowego przytgczania barwnikow do analogu ATP,'?! za pomocy strategii
NHS. (por. rozdz. 10.4)

o] CO, ATP o 0 CoASH o o CoASH o]
bt o | o e S I T
PN P NAD® P 2 ek
acetone acetoacetaldehyde acetoacetyl-CoA acetyl-CoA
NH;
N x
B ¢1 N NH;

e

QQQQ oNN/)\o . + «NfN
A

OH OH quenched [‘Jﬂ “1‘_\ ®_‘¢?7 N/)\o
A FRET

OH OH
C NH; NHz NO,

<!‘f~ a) q"fn neNQ b)
Qo 0 Q > o 0 ©O 2
Fododor o N T phododoro) o T L —

o (o}
OH OH !
2

exc.,D Aem..D

; 0, G Y
A 058 OH1ON
% O SO
HN M}_/—\_/N O . O
Rys. 38
A) schemat szlaku metabolicznego acetonu przeprowadzanego przez bakterie Desulfococcus
biacutus

B) Idea zastosowania sondy ATP zawierajgcej wygaszacz fluorescencji oraz fluorofor
C) Schemat syntezy analogu ATP wykorzystanego w pracy Acosta et al.120
a) Eclipse-quencher-NHS, 0,1 M NaHCO3 (pH 8,7), DMF, 12 h, 26%.
b) TCEP, H20/MeOH/Et:N, 4 h, 57%.
¢) SulfoCy3-NHS, 0,1 M NaHCOs (pH 8,7), DMF, 12 h, 80%.
Copyright © 2014 American Chemical Society.

Otrzymany analog zostat sprawdzony w reakcji z modelowg fosfodiesterazg PDE-I,
ktéra jest enzymem hydrolizujgcym wigzanie a,B-pirofosforanowe, niespecyficznym
wzgledem zasady nukleotydowej w nukleotydzie. W reakcji tej autorzy stwierdzili
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znaczgce zwiekszenie intensywnosci emisji fluorescencji, co sugerowato, ze fluorofor
istotnie byt wygaszony, a degradacja tancucha oligofosforanowego spowodowata
odseparowanie wygaszacza i powrét emisji cyjaniny (Rys. 39). Autorzy zidentyfikowali
powstate fragmenty jako difosforan sulfocyjaniny 3 oraz monofosforan adenozyny z
przytagczonym wygaszaczem. Upewniwszy sie, ze degradacja tfancucha
fosforanowego skutkuje pojawianiem sie fluorescenciji, autorzy przystgpili do wtasciwe;j
czes$ci badan bakterii Desulfococcus biacutus.
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Rys. 39 Réznica widma emisji fluorescencji sulfocyjaniny 3 przed i po reakcji z enzymem PDE-I.
Wykres zaczerpniety z pracy Acosta et al.12° Copyright © 2014 American Chemical Society

Gtéwnym celem badan byto zbadanie mechanizmu reakcji przemiany acetonu w
acetylokoenzym A, oraz weryfikacja hipotezy, ze w przemiane te zaangazowany jest
pirofosforan tiaminy. Hipoteza ta zostata wysnuta na podstawie wstepnych badan, w
ktérych ustalono, ze w ekstrakcie komérkowym bakterii w obecnosci acetonu i tlenku
wegla (Il), dochodzi do degradacji analogu ATP i odnowienia jego fluorescencji z
predkoscig 2,1 + 0,5 nmolxmin?! na mg biatek ekstraktu. Jako kontrola postuzyto
doswiadczenie w ktérym nie zastosowano CO — wtedy degradacja sondy nie byta
obserwowana (Rys. 40 A, C). Dodanie pirofosforanu tiaminy spowodowato
zwiekszenie tej predkosci do 7,77 + 0,27 nmolxmin' na mg biatek ekstraktu. Co
istotne, pod nieobecnos¢ acetonu réowniez dochodzito do degradacji sondy ATP,
jednak reakcja ta byta znacznie wolniejsza, co dowodzi, ze inne ATP-azy obecne w
ekstrakcie wnoszg odpowiednio mniejszy udziat w reakcji degradacji sondy, niz te
zaangazowane w metabolizm acetonu (Rys. 40 A). W nastepnym kroku autorzy
zbadali, ze wprowadzenie kofaktoréw reakcji utleniania (koenzym A oraz NADY)
powoduje dalsze przyspieszenie reakcji, co swiadczy o przesuwaniu rownowagi reakcji
karbonylacji acetonu przez usuwanie produktu. Predkos¢ w tym przypadku wyniosta
28,7 + 3,11 nmolxmin? na mg biatek ekstraktu (Rys. 40 B). W etapie utlenienia
acetyloacetonu biorg udziat obydwa kofaktory. Dodanie kazdego z nich z osobna nie
powodowato zwiekszenia szybkosci reakciji.
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Rys. 40 Poréwnanie warunkéw reakcji degradacji acetonu przez bakterie Desulfococcus biacutus.
llustracja zaczerpnieta z pracy Acosta et al.120

A) zmiany stezenia sondy ATP w czasie w réznych uktadach eksperymentalnych
B) zmiana szybkosci konsumpcji sondy ATP w ekstraktach komérkowych w réznych uktadach
eksperymentalnych
C) gorny panel — chromatogram HPLC pobrany po 60 min reakcji kontrolnej, w ktérej zamiast CO
uzyto N2. Sygnat zaznaczony jako 1 zostat scharakteryzowany przy pomocy HR MS jako
nienaruszona sonda ATP. Dolny panel — chromatogram HPLC pobrany po 60 min reakcji kontrolnej
zawierajgcej wszystkie niezbedne substraty. Sygnat zaznaczony jako 5 zostat scharakteryzowany jako
difosforan sulfocyjaniny 3 — produkt degradacji sondy ATP.
Copyright © 2014 American Chemical Society

Dzieki zastosowaniu nowej sondy ATP autorzy byli w stanie wysnu¢ wniosek co do
mechanizmu przeksztatcenia acetonu, ze w reakcji nie dochodzi do jego fosforylaciji,
co jednak nie wyklucza, ze moze dochodzi¢ do jego adenylacji. Reakcja
przeksztatcenia 1 mola acetonu w acetoacetylo-CoA przez te Scisle beztlenowg
bakterie wymaga zuzycia 1 mola ATP. Autorzy zwracajg uwage, ze bakterie aerobowe
do uzyskania 1 mola tego samego produktu z acetonu wymagajg przynajmniej 2 moli
ATP. Jest to przyktad dostosowania szlaku metabolicznego bakterii beztlenowej, ktora
dysponujgc duzo mniejszymi zasobami energetycznymi, musi duzo oszczedniej nimi
gospodarowaé w poréwnaniu z bakteriami zdolnymi do przeprowadzenia oddychania
tlenowego.

Kolejnym interesujgcym przyktadem sondy ATP zastosowanym przez tych samych
badaczy jest analog ATP zawierajgcy dwa fluorofory wykazujgce efekt FRET —
sulfocyjanine 3 i sulfocyjanine 5.1%2 Postuzyt on do badania reakcji aktywac;ji
ubikwityny, ktéra jest pierwszym etapem procesu ubikwitynacji biatka. (por. roz. 3.4).
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ATP jest wykorzystywany przez biatko E1/UBA1 do aktywacji ubikwityny przez jej
adenylacje. Eksperymenty in silico wykazaty, ze biatko to najlepiej akceptuje
modyfikacje ATP wprowadzong w pozycji N6 adeniny (por. roz. 6.1), przy czym
modyfikacja reszty trifosforanowej w bardzo nikty sposéb wptywa na wigzanie analogu
przez UBAL. Rozszerzone eksperymenty dotyczace tolerancji enzymu UBA1 wobec
réznych analogow ATP wykazaty, ze analog tetrafosforanowy jest lepiej akceptowany
przez UBA1 niz analog trifosforanowy. W zwigzku z tym autorzy zdecydowali sie
wprowadzi¢ modyfikacje w pozycji N6 oraz w pozycji reszty fosforanowej 8. W reakcji
przytgczania fluoroforow uzyta zostata strategia NHS. Otrzymana sonda wykazywata
efekt FRET, a reakcja z enzymem PDE-l wykazata, ze degradacja tancucha
fosforanowego skutkuje zakonczeniem oddziatywania barwnikéw i ustaniem efektu
FRET. (Rys. 41B) Autorzy zbadali tez zachowanie sondy w obecnosci jedynie enzymu
UBAL — byli w stanie obserwowac liniowg zmiane fluorescencji w czasie. Wzrost ten
byt tym szybszy, im wyzsze stezenie enzymu zostato uzyte w eksperymencie.(Rys.
41C)
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Rys. 41 A) Synteza sondy ATP. Kolejne etapy syntezy opisane zostaty ponizej:
A) 1. EDC-HCI, DMF, 2,5 h; 2. MeOH, 3 h; 3. 6-azydoheksylofosforan, 12 h, 40 °C, 23 %;
B) 0,1 M NaOH, 4 h;
C) Sulfo-Cy5 aktywny ester NHS, 0,1 M NaHCOs, DMF, pH 8,7, 12 h, 23 %;
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D) trikarboksyetylofosfina, EtsN, H2O, MeOH, 4 h, 74 %;
E) Sulfo-Cy3 aktywny ester NHS, 0.1 M NaHCO3s, DMF, pH 8,7, 12 h, 61 %.
B) widmo emisiji fluorescencji sondy ATP przy wzbudzeniu falg o dlugosci 520 nm przed (niebieski)
oraz po (czerwony) reakcji z enzymem PDE-I.

C) Wzrost intensywnosci fluorescencji przy dtugosci fali 590 nm sondy ATP. Im wiecej enzymu UBA1
znajduje sie w srodowisku, tym szybciej sonda ATP jest degradowana, co skutkuje szybszym
pojawianiem sie emis;ji fluorescencji charakterystycznej dla sulfocyjaniny 3.
Zaczerpniete z pracy Hacker et al.1?2 Powielone za zgodg wydawcy (nr licencji 4914840478710)

Po potwierdzeniu, Zze otrzymany analog ATP moze by¢ sondg pozwalajgcg na
monitorowanie aktywnos$ci UBA1, autorzy wykorzystali go w poszukiwaniu inhibitorow
tego enzymu. W tym celu poddali badaniu 1279 zwigzkow ktére wykorzystali jako
potencjalne inhibitory reakcji degradacji sondy ATP przez UBA1. Metoda ta pozwolita
im wytypowac piec zwigzkdéw, ktére obnizaty aktywnos¢ UBA1 o ponad 90%. Jednym
z tych zwigzkéw byt znany wczesniej zwigzek antynowotworowy (B-lapachone, ktory
jednak nie byt do tej pory znany ze zdolnosci inhibicji UBA1.

8.4. Podsumowanie rozdziatu

Zjawisko przeniesienia energii pomiedzy fluoroforami stanowi bardzo uzyteczne
narzedzie w badaniu odlegtosci miedzy réznego rodzaju molekutami w mikroskali.
Technika ta moze byC zastosowana, gdy odlegtosci miedzy oddziatujgcymi
fluoroforami nie przekraczajg 10 nm (w przypadku ekscymerdéw — ok. 1 nm). Ponadto
efekt FRET wykazuje wiele réznych par fluoroforéw. W uproszczeniu, jezeli widmo
emisji fluorescencji donora pokrywa sie z widmem wzbudzenia akceptora mozna
zaktadac, ze efekt FRET wystgpi. Jest to znaczgca przewaga w stosunku do
fluorescencji ekscymerowej, w ktorej bardzo niewiele czasteczek jest w stanie
stworzy¢ ekscymer, ktory bytby uzyteczny w badaniach biologicznych i wigkszosé
literatury sprowadza sie wiasciwie do wykorzystania ekscymerdw pirenu. Ponadto do
obserwacji zjawiska FRET mozna wykorzysta¢ niemal dowolne pary fluoroforow,
odpowiednio dobrane pod wzgledem zastosowania. Przyktadowo wykonujgc badania
w komorkach mozna dobraé takie fluorofory, by ich widma emisji i wzbudzenia byty
odsuniete od naturalnej emis;ji fluorescencji komérek. W przypadku pirenu wzbudzenie
nastepuje w zakresie UV, ktory moze by¢ niszczgcy dla komorek, natomiast dtugosc
fali emisji wynosi mniej niz 500 nm, co moze interferowaé ze wspomniang
fluorescencjg komorek.

Z kolei z syntetycznego punktu widzenia otrzymywanie takich sond jak
zaproponowane w pracach Acosta et al., czy Hacker et al.,*?? 122 nastrecza pewnych
trudnosci, gdyz wymaga kolejnego przytgczania fluoroforéw, co z kolei wymaga
stosowania grup ochronnych, przez co syntezy stajg sie wieloetapowe, a ich
ostateczna wydajnos¢ moze byC niska. Jednym ze sposobow uniknigecia takich
przeszkod jest zastosowanie bardziej wydajnych reakcji przytgczania. W nastepnym
rozdziale przedstawione zostang reakcje typu ,click”, a w szczegdlnosci reakcja
CuAAC (copper catalysed alkyne-azide cycloaddition). Ich  wydajnosc,
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bioortogonalnos¢ oraz wysoka tolerancja wobec innych grup funkcyjnych w otoczeniu
czyni z nich doskonate narzedzia w syntezie sond fluorescencyjnych.

9. Reakcje typu ,click” w chemii nukleotydow

9.1. Charakterystyka reakciji ,click” i reakcja CUAAC

Termin ,click chemistry” ukuty zostat przez profesora K. B. Sharplessa w pracy
przegladowej z 2001 roku.'>> W pracy tej charakterystyka reakcji typu ,click”
sformutowana jest nastepujgco:

»1he reaction must be modular, wide in scope, give very high
yields, generate only inoffensive byproducts that can be removed by
nonchromatographic methods, and be stereospecific (but not
necessarily enantioselective). The required process characteristics
include simple reaction conditions (ideally, the process should be
insensitive to oxygen and water), readily available starting materials
and reagents, the use of no solvent or a solvent that is benign (such
as water) or easily removed, and simple product
isolation. Purification — if required — must be by
nonchromatographic methods, such as crystallization or distillation,
and the product must be stable under physiological conditions.”

Do kategorii reakcji ,click” zaliczono cztery gtowne klasy reakcji spetniajgce te
warunki:

e Cykloaddycje nienasyconych zwigzkéw — w szczegodlnosci 1,3-dipolarne
cykloaddycje oraz reakcje typu Dielsa-Aldera.

e Addycje nukleofilowe — w szczegdlnosci otwarcie naprezonych pierscieni
typu epoksyd, azyrydyna, itp.

e Reakcje grupy karbonylowej, w szczegdlnosci te, w ktorych produktem jest
mocznik, tiomocznik, amid, itp.

e Addycje do wigzania wielokrothego — w szczegolnosci reakcje, w ktérych
powstaje epoksyd, azyrydyna, diol, ale takze addycje nukleofila, np. reakcja
Michaela.

Reakcja, ktorej zostanie poswiecone najwiecej uwagi w niniejszym rozdziale to
nalezgca do pierwszej z wymienionych grup, reakcja CuAAC (copper catalysed
alkyne-azide cycloaddition), ktora jest odmiang reakcji Huisgena. Oryginalna reakcja
Huisgena polega na reakcji grup alkinowej i azydkowej w podwyzszonej temperaturze
skutkujgcej utworzeniem 1,4- oraz 1,5- podstawionych triazoli. Warunki w jakich
przebiega klasyczna cykloaddycja Huisgena sg dos¢ wymagajgce, co znaczgco
ogranicza jej zastosowanie dla duzej liczby zwigzkéw biologicznie czynnych, ktore
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mogtyby zostaé zniszczone po przedtuzonej ekspozycji na podwyzszong temperature
(Rys. 42). Dopiero odkrycie przez Sharplessa i Meldala ?* 1?5 ze jony miedzi moga
katalizowa¢ te reakcje, czynigc jg regioselektywng (powstaje jedynie izomer 1,4-
podstawiony, Rys. 42, Rys. 43,), sprawito ze reakcja CuAAC zaczeta by¢ bardzo
szeroko stosowana w syntezie zwigzkow biologicznie czynnych.
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Rys. 42 reakcja cykloaddycji Huisgena oraz reakcja CUAAC.

Doktadna rola jonéw miedzi w reakcji CUAAC zostata podsumowana na schemacie
ponizej (Rys. 43). Reakcje rozpoczyna utworzenie kompleksu dwoch jonow miedzi z
wigzaniami 1T oraz ¢ grupy alkinowej (S5A). Nastepnie do tego adduktu przytgczana
jest reszta azydkowa, co skutkuje utworzeniem metalocyklicznego adduktu po
utlenieniu jednego z jondw miedzi (z | — Ill st. utl., S5C). W ostatnim etapie dochodzi
do redukcyjnej kontrakcji pierécienia i utworzenia miedziowej soli triazolidowej. Cykl
zostaje zamkniety przez deprotonacje kolejnej grupy alkinowej, odtgczenie
nowopowstatego triazolu i utworzenie kolejnego kompleksu jondw miedzi z kolejng
grupg alkinowg.16
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Rys. 43 1) Mechanizm reakcji CUAAC zaprezentowany w pracy Zhu et al.126
2) Ostatni etap cyklu katalitycznego moze zosta¢ zrealizowany bezposrednio (a), badz za
posrednictwem zasady (b).
Powielono za zgodg wydawcy (nr licencji 4914840592637)

Reakcja CUAAC pozostawia duze pole manewru w dobieraniu warunkdéw reakc;ji.
Jony miedzi do reakcji mozna wprowadzi¢ bezposrednio w postaci soli miedzi (I). Jony
miedzi na pierwszym stopniu utlenienia nie sg jednak stabilne i tatwo ulegajg
utlenieniu, co sprawia, ze konieczne jest zapewnienie beztlenowej atmosfery reakciji.

Kolejnym ograniczeniem jest koniecznos$¢ dodania zasady, ktdéra bedzie w stanie
zdeprotonowac grupe alkinowg i doprowadzi¢ do rozpoczecia cyklu katalitycznego. Z
drugiej jednak strony, nadmiar zasady moze skutkowacC dimeryzacjg powstatych
produktéw.'?” Niektére sole miedzi (I) mogg ponadto powodowaé nieoczekiwane
rezultaty, na przyktad zastosowanie jodku miedzi (1) moze doprowadzi¢ do utworzenia
5-jodo-1,2,3-triazoli’®® zamiast oczekiwanego produktu. Zaletg soli miedzi (I) jest
jednak rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach organicznych, ktdérg mozna dobieraé
wedlug potrzeby, wybierajagc odpowiednig sél. Przyktadowo kompleks
trifluorometanosulfonianu miedzi (I) (CuOTf) z benzenem i z dodatkiem 2,6-lutydyny
dobrze sprawdza sie w rozpuszczalnikach organicznych. Innym interesujgcym zrodtem
jonéw miedzi (1) jest octan miedzi (I). Jest to polimer ([(CH3CO2Cu)2]n), w ktérym jony
Cu* znajduja sie od siebie w odlegtosci okoto 0,256 nm.1?° Dobrze to koresponduje z
postulowang w obliczeniach odlegtoscig miedzy jonami miedzi, ktére tworzg aktywny
kompleks w reakcji CUAAC (0,254 — 0,288 nm).130 Zwigzek ten okazat sie zdolny
katalizowaé reakcje zarowno w rozpuszczalnikach organicznych, jak i w wodzie, dajgc
bardzo wysokie wydajnosci w bardzo krotkim czasie. Jest to o tyle ciekawe, ze
odczynnik ten jest wrazliwy na wode i w jej obecnosci rozktada sie do tlenku miedzi (1)
oraz kwasu octowego.13!

W przypadku roztworéw wodnych, bardzo czesto spotykane w literaturze podejscie
to zastosowanie soli miedzi (Il), a nastepnie zredukowanie jej in situ za pomocg
odpowiedniego reduktora. Najpopularniejszym zrodtem miedzi (l) tego typu jest para
CuSOg4 — askorbinian sodu. Askorbinian sodu moze petni¢ ponadto role zasady, ktéra
deprotonuje alkin. Dodatkowg zaletg tego podejscia jest fakt, ze uzywany zwykle w
nadmiarze askorbinian zapobiega utlenieniu jonu miedzi (1).1%?

Reakcja CuAAC moze zostaC przyspieszona takze przez zastosowanie
odpowiednich ligandéw wielokleszczowych kompleksujgcych jon miedzi (I).
Zastosowanie takiego kompleksu miedzi () pozytywnie wptywa na przebieg reakciji
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CuAAC. W kompleksie jon miedzi jest stabilizowany; nie ulega utlenieniu. Ponadto
reakcja CUAAC ulega przyspieszeniu przy zastosowaniu kompleksu miedzi (1), w
stosunku do szybkosci reakcji przeprowadzanej bez tego kompleksu.'33 Ponadto w
przypadku zastosowania bardziej wrazliwych substratow (np. biatka) ligand nie
pozwala na zbyt duzg ich ekspozycje wobec jondw miedzi, co zabezpiecza je przed
szkodliwym wptywem jondéw (np. denaturacja biatka powodowana obecnoscig jonu
Cu™).

Przyktadem takiego ligandu jest TBTA.134 Pozwala on utrzymacé stabilno$¢ jonu Cu*
w rozpuszczalniku organicznym, jednak ze wzgledu na swoje hydrofobowe
wiasciwosci (Rys. 44) nie nadaje sie on do zastosowania w roztworze wodnym. W
literaturze znane sg jednak analogiczne ligandy, ktore kompleksujg jon Cu* w podobny
sposob, ale posiadajg dodatkowe grupy hydrofilowe, ktore zwiekszajg ich
rozpuszczalnos¢ w wodzie, np. THPTA (Rys. 44)

A) B)

Rys. 44 Dwa ligandy kompleksujace jon miedzi (l).
A) hydrofobowy ligand TBTA. B) hydrofilowy ligand THPTA

Reakcje cykloaddycji Huisgena mogg katalizowac takze inne metale. Szczegdlnie
interesujgcy jest tutaj przypadek rutenu, ktéry w reakcji RUAAC katalizuje reakcje
prowadzac do otrzymania jedynie 1,5-podstawionego triazolu.'*®> Podobnie
opracowano warunki AGAAC — reakcji katalizowanej kompleksem srebra, w ktorej
powstawat jedynie triazol 1,4-podstawiony.3¢ Mimo tych odkryé, ze wzgledu na swojg
prostote, fatwo$¢ manipulacji warunkami, dostepnos¢ wymaganych odczynnikow i
wszechstronnosc to reakcja katalizowana miedzig pozostaje najczesciej opisywang
reakcjg tego typu w literaturze. Nastepny rozdziat zostanie poswiecony zastosowaniu
reakcji CUAAC w chemii nukleotydow.

9.2. Reakcja CUAAC w chemii nukleotydow

Z uwagi na tatwos¢ przeprowadzenia reakcja CuAAC zyskata duzg popularnosc
takze w chemii nukleotyddw. Reagujgce ze sobg ugrupowania azydkowe i alkinowe sg
relatywnie mate, a ich wprowadzenie do struktury czgsteczki zwigzku naturalnego na
0got nie nastrecza syntetycznych trudnosci. Poza tym, sg to grupy bioortogonalne —
oznacza to, ze reagujg one wylgcznie ze sobg, nie majgc mozliwosci reakcji z innymi,
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powszechnie spotykanymi w przyrodzie grupami funkcyjnymi (aminowe,
karboksylowe, karbonylowe, tiolowe, itp.) Ponadto powstajgcy 1,2,3-triazol jest
zwigzkiem stabilnym i nietoksycznym.3’

W literaturze mozna wyrézni¢ kilka gtownych klas zastosowan reakcji CuAAC
kwaséw nukleinowych i nukleotydow. Jest ona wykorzystywana w syntezie nowych
zwigzkow biologicznie aktywnych, ktére mogg peic role lekdéw.38 Ponadto reakcja
CuAAC znalazta zastosowanie w przytgczaniu kwasow nukleinowych do podiozy
statych oraz nanomateriatow.13% 140 Mozna tez przy jej pomocy potgczyé ze sobg
krotsze fragmenty kwasow nukleinowych, by uzyskac¢ wiekszg strukture.'#! Znajduje
tez zastosowanie w syntezie znakowanych nukleozydow, nukleotydéw oraz kwasow
nukleinowych,142. 143

tatwosc i szybkosc¢ przeprowadzania reakcji CUAAC powoduje, Zze moze ona zostac
wykorzystana w syntezie bibliotek zwigzkdéw, opartych o wspolny schemat budowy.
Przyktad takiego podej$cia zaprezentowano w pracy Lee et al.1#* Fukozylotransferaza
jest enzymem syntetyzujgcym tancuchy glikoproteinowe oraz glikolipidowe na
powierzchni komorek. Zwigzki te majg kluczowe znaczenie dla kontaktu komorek z
otoczeniem, odkryto ich znaczenie w procesach fizjologicznych takich jak poruszanie
sie komorek, embriogeneza, zaptodnienie, ale takze w procesach chorobowych —
takich jak tworzenie przerzutdéw.4% 146 Jako donora reszty cukrowej enzym ten uzywa
nukleotydocukru — guanozynowego difosforanu fukozy (GDP-Fuc). W cytowanej pracy
badacze otrzymali analog GDP zmodyfikowany resztg fosforanu propargilowego w
pozycji B. Zwigzek ten zostat poddany reakcji z 85 réznymi azydkami organicznymi, co
pozwolito otrzymac¢ z wysokg wydajnoscig serie roznych analogéw GDP. (Rys. 45)
Badanie enzymatyczne z enzymem a-1,3-fukozylotransferazg VI (Fuc-T VI) pozwolito
wytoni¢ trzy zwigzki, ktore miaty najwyzsze powinowactwo wobec enzymu. Dalsze
badania powinowactwa pozwolity wytoni¢ jeden zwigzek, ktory okazat sie skutecznym
i selektywnym inhibitorem Fuc-T VI.

H HaPO3, | PO5H, GMP-Morpholidate &
= O 3F0a. 12 = OPO3H, p GDP/
EtsN OctsN, 1H-Tetrazole
69% 41%

Screening
N M -

o) 0O O & )N\ in situ
0-P-0-P-0= o N" N N,

NS
NEN 0 O -
O g HO OH

Rys. 45 Synteza biblioteki zwigzkow - potencjalnych inhibitoréow fukozylotransferazy przy pomocy
reakcji CUAAC. Otrzymane zwigzki zostaty przebadane pod kgtem ich wtasciwosci inhibicyjnych, co
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pozwolito ustali¢ zwigzek bedgcy najlepszym inhibitorem. Zaczerpnieto z Lee et al.1** Copyright ©
2003 American Chemical Society

Ugrupowanie triazolowe moze takze by¢ wigczone w strukture nukleotydu petnigc
role analogu zasady, czy reszty fosforanowej kwasu nukleinowego. Przykladem
takiego zwigzku moze by¢ analog rybawiryny, ktory zawiera 1,2,3-triazol przytgczony
w pozycji 1° rybozy. Zwigzki tego typu moga wykazywaC pewne dziatanie
przeciwnowotworowe i przeciwwirusowe. Przyktadowo wspomniany analog
rybawiryny (Rys. 46) w postaci nukleozydu nie przejawia szczegdlnych wiasciwosci
antynowotworowych, ale w postaci 5’-monofosforanu nukleozydu moze wykazywac
dziatanie terapeutyczne poréwnywalne z rybawiryng.!4’. 4 Duzym problemem w
zastosowaniu tego rodzaju zwigzkow jest cytotoksycznosé, ktora zwykle pojawia sie
gdy zwigzek jest aktywny biologicznie. Kolejny z opracowanych analogéw (ETCAR)
nie wykazat aktywnosci przeciwnowotworowej, wykazat jednak dziatanie
przeciwwirusowe (wirusy FLUAV, FLUBV, PIV-3, RSV), przy jednoczesnie
zwiekszonej cytotoksycznosci.'#% 150 7 kolei modyfikacja polegajgca na wprowadzeniu
dodatkowej grupy metylowej w pozycji alkinu zmniejszyta jego cytotoksycznos$¢, ale
przy jednoczesnym zmniejszeniu aktywnosci przeciwwirusowej.

(0] 0] o] 0}
NH, NH, NH NH,
N N N 2 N
LN N N N
HO— o N HO— o N HO— o N = Ho— o N
HO OH HO OH HO OH HO OH
Rybawiryna Analog rybawiryny ETCAR Analog
zawierajacy 1,2,3- ETCAR z
triazol dodatkowag
grupa
metylowg

Rys. 46 Nukleozydy zawierajgce reszte 1,2,3-triazolu w miejscu zasady azotowej

Analogi takie znajdujg zastosowanie nie tylko w walce z komorkami nowotworowymi
czy wirusami, ale takze mogg wykazywac aktywnos$¢ przeciwbakteryjng. W pracy
Wilkinson et al.*>! zaprezentowano synteze serii analogéw zawierajgcych podstawiony
1,2,3-triazol w pozycji 1’-rybozy jako potencjalnych inhibitoréw Mycobacterium bovis.
(Rys. 47) Otrzymane zwigzki wykazywaty umiarkowang aktywno$¢ przeciwko tej
bakterii, jednak okazaly sie selektywne wobec niej, gdyz w roéwnolegle
przeprowadzonej kontroli nie wykazaty one Zzadnego dziatania przeciw bakteriom E.
coli.
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Rys. 47 Syntez analogéw nukleozyddéw o potencjalnej aktywnosci antybakteryjnej.
(i) — NaNs, BusNHSOs, 1/1 DCM/NaHCOssat), (ii) — reagent alkinowy, Cul, DIPEA, 110 °C, (iii) —
NaOCHs, MeOH/THF. Schemat z pracy Wilkinson et al. 151

Grupa triazolowa moze réwniez petni¢ role analogu reszty fosforanowej. Zwigzki
tego typu mogg wykazywac dziatanie jako analogi pojedynczych nukleotydéw, lub tez
by¢ wigczane w strukture kwasu nukleinowego. W przypadku mononukleotydow
zawierajgcych triazol w pozycji 5> mozna wyrdzni¢ nukleozyd urydynowy wykazujgcy
aktywnos$¢ przeciwgrzybiczg. (Rys. 48) Zwigzek ten jest analogiem urydynowego
difosforanu N-acetyloglukozaminy, ktory jest naturalnym substratem syntazy
chitynowej w syntezie chityny, bedacej sktadnikiem sScian komorkowych grzybdw.
Poniewaz chitynowe sciany komorkowe sg cechg charakterystyczng dla grzybow, nie
posiadajg jej ani rosliny, ani zwierzeta, to zwigzek taki moze by¢ ekologicznym
sposobem na niszczenie grzybow zagrazajgcych uprawom roslin. 152

R= (o) R
e BN O O 5 i e
N:NI NO, R
O><O °

Rys. 48 Analog nukleozydu o dziataniu przeciwgrzybiczym. llustracja na podstawie pracy
Chaudhary et al 152

W przypadku kwaséw nukleinowych grupa triazolowa moze petni¢ role analogu
reszty fosforanowej, ktéry jest dodatkowo tgcznikiem z inng biologicznie aktywng
czgsteczky. Przyktadowo w pracy Godeau'®® wykorzystano 5’-azydotymidyne do
otrzymania serii adduktéw z roznymi czasteczkami lipidowymi. Nastepnie tak
zmodyfikowane nukleozydy zostaty wigczone do tancucha oligonukleotydowego.
Czasteczki lipidow byty w stanie przenies¢ kwas nukleinowy przez btone komdrkowag
komérek z linii Huh7 zainfekowanych wirusem HCV, a nastepnie powstrzymaé
namnazanie sie wirusa.
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Rys. 49 Synteza kwasu nukleinowego zwigzanego z czgsteczkg lipidu za pomocg grupy
triazolowe. Zaczerpnieto z pracy Godeau 153 Copyright © 2008 American Chemical Society

Reakcja CuAAC znalazta zastosowanie do syntezy koniugatéw nukleotydow i
kwaséw nukleinowych z r6znego rodzaju znacznikami. Zwykle nukleozyd zawierajgcy
ugrupowanie azydkowe/alkinowe wprowadza sie do kwasu nukleinowego, a reakcja
CuAAC przeprowadzona jest z udziatem catej czgsteczki oligonukleotydu,54-156
Mozliwe jest tez odmienne podejscie i zmiana kolejnosci etapow, np. grupy funkcyjne
reaktywne w CuAAC wprowadza sie do czgsteczki oligonukleotydu, a nastepnie
przeprowadza CuAAC.*’

Pierwsze podejscie zostato zaprezentowane w pracy Gramlich et al.'>® Badacze
otrzymali w tej pracy trzy analogi amidofosforynéw nukleozydéw: analog urydynowy
zawierajgcy grupe alkinowg, oraz dwa analogi cytydynowe, z ktérych kazdy zawierat
ugrupowanie alkinowe, jednak zabezpieczone na dwa rézne sposoby grupami TMS
oraz TIPS.(Rys. 50 A) Wszystkie trzy analogi zostaty wigczone do tancucha DNA z
wysokimi wydajnosciami z wykorzystaniem syntezy oligonukleotydow w fazie state;.
Tak zmodyfikowane czgsteczki DNA zostaty poddane sekwencyjnej reakcji CUAAC; w
pierwszej reakcji brat udziat analog urydynowy — jedyny posiadajgcy reaktywng grupe
alkinowa. Oligonukleotyd potraktowano roztworem amoniaku, co doprowadzito do
odciecia oligonukleotydu od zloza, a jednoczesnie nastgpito usuniecie grup TMS z
funkcji alkinowych, co umozliwito ich reakcie CuAAC. Po tej reakcji produkt
oczyszczono uzywajgc HPLC i potraktowano roztworem TBAF. Spowodowato to
usuniecie ostatniej grupy zabezpieczajgcej (TIPS) i umozliwito ostatnig reakcje CuAAC
z kolejnym reagentem azydkowymi. (Rys. 50 B)
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Rys. 50 A) Analogi nukleozydéw wykorzystane w syntezie DNA zdolnego do wielokrotnej reakgji
CUuAAC. B) schemat wielokrotnej reakcji CUAAC. Zaczerpnieto z pracy Gramlich et al.’58 Powielono za
zgoda wydawcy (nr licencji 4914840835150)

Odmienne podejscie zastosowano w pracy Schulz et al.'®” Wykorzystano tutaj
naturalnie wystepujgcy proces biologiczny, jakim jest metylacja kornca 5° mRNA kapu
dokonywana przez metylotransferaze mRNA.1%° Gtéwng ideg byto wykorzystanie tego
enzymu do wprowadzenia na koncu 5° mRNA grupy reaktywnej w CUAAC. W tym celu
naukowcy otrzymali specjalnie zmodyfikowany analog S-adenozylometioniny —
zwigzku, ktory jest naturalnym donorem grupy metylowej w komorkach.%0 W tym
przypadku grupe metylowg zamieniono na linker zawierajgcy funkcje alkinowa.
Reakcja przeniesienia linkera na koniec 5 mMRNA byta katalizowana przez
metylotransferaze GlaTgs2. Nowowprowadzona grupa alkinowa umozliwita
wyznakowanie tak zmodyfikowanego mRNA poprzez przeprowadzenie reakcji CUAAC
z azydkowg pochodng barwnika Eterneon.

O)\ﬁ; «NINK ; OHOH
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Rys. 51 Schemat wprowadzania grupy funkcyjnej reaktywnej w reakcji CUAAC za pomocg reakg;ji
enzymatycznej z nastepcza reakcjg CUAAC z barwnikiem fluorescencyjnym.
Zaadaptowano z pracy Schulz et al.15” Powielono za zgodg wydawcy (nr licencji 4914840957347)

9.3. Podsumowanie rozdziatu

Od czasu odkrycia w roku 2002 przez zespoty Sharplessa i Meldala reakcja CUAAC
zyskata ogromng popularnos¢ wsréd chemikéw. Latwosc jej przeprowadzenia, proste
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substraty, selektywnosc¢ i wysokie wydajnosci sprawiajg, ze znalazta ona zastosowanie
w niemal wszystkich polach syntezy chemicznej — od chemii materiatow, przez synteze
polimeréw, nanotechnologie, chemie lekdw, az na otrzymywaniu narzedzi dla biologii
molekularnej konczgc. Reakcja CuAAC znalazta tez zastosowanie w chemii
nukleotyddw, a w literaturze mozna znalez¢ petne spektrum jej zastosowan — zaréwno
w syntezie nukleozyddw, nukleotydow czy catych dtugich czgsteczek kwasow
nukleinowych. Powstajgce w wyniku reakcji CUAAC addukty DNA i RNA znajdujg
zastosowanie jako leki, w syntezie biokoniugatéw, czy nanotechnologii. Jednak
reakcja CuAAC to tylko jedno z narzedzi, jakie jest konieczne do opanowania w
syntezie modyfikowanych nukleotyddw. W nastepnym rozdziale zostang
przedstawione inne metody chemicznej modyfikacji nukleotydow, ktére majg duze
znaczenie z punktu widzenia niniejszej pracy.

10. Metody  chemiczne  stosowane w  syntezie
znakowanych nukleotydow

10.1. Fosforylacja Yoshikawy

Najbardziej podstawowe, wchodzgce w sktad DNA/RNA 5’-fosforany nukleozydow
(A, T, G, C, U) produkowane sg na masowg skale i dostepne handlowo w relatywnie
niskich cenach. Dotyczy to mono-, di- oraz trifosforanéw tych nukleozyddw. Istniejg
jednak nukleotydy zawierajgce modyfikacje w reszcie rybozy, czy w obrebie zasady
azotowej, ktére nie sg dostepne handlowo. W tym przypadku konieczne jest
rozpoczecie syntezy od otrzymania wtasciwego nukleozydu, a nastepnie
przeprowadzenie go w forme ufosforylowang. W przypadku fosforylacji pozycji 5’-O
nukleotydu najlepiej sprawdza sie reakcja opracowana przez Yoshikawe.®! W reakgc;ji
tej nukleozyd zawieszany jest w fosforanie trimetylu, a mieszanina schtadzana jest do
temperatury 0 °C. Nastepnie do reakcji dodawany jest chlorek fosforylu. Fosforylacja
Yoshikawy jest reakcjg bardzo selektywng, w jej przebiegu powstaje wtasciwie jedynie
5-0O fosforylowany nukleozyd. Jest to spowodowane tworzeniem sie adduktu
pomiedzy rozpuszczalnikiem, a czgsteczkg POCIs. (Rys. 52 a) Powstajgcy elektrofil
ma duzg zawade steryczng, przez co preferencyjnie reaguje on z najbardziej
odstonietg, pierwszorzedowg grupg hydroksylowg nukleozydu, ktéra znajduje sie w
pozycji 5'.

Oprécz standardowej fosforylacji Yoshikawy, w ktorej wykorzystywany jest chlorek
fosforylu znane sg tez jej modyfikacje, w ktdrej wykorzystywane sg innego rodzaju
odczynniki fosforylujgce — chlorek tiofosforylu,'62 chlorek metylobisfosfonianowy,63
czy chlorek imidobisfosfonianowy.64 (Rys. 52 b) W ten sposéb mozna otrzymac takze
modyfikowane nukleotydy - odpowiednio 5’-tiofosforany nukleozydéw, 5’-
bisfosfoniany nukleozydéw czy 5’-imidofosforany nukleozydow.
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Rys. 52 a) schemat reakcji fosforylacji Yoshikawy
b) rézne odczynniki fosforylujgce, ktére moga zostac¢ uzyte w zmodyfikowanej reakcji Yoshikawy

10.2. Reakcja aktywacji fosforanow nukleozydow

Reszty fosforanowe nukleotyddw nie zawierajg grupy opuszczajgcej, co sprawia ze
atomy fosforu wchodzgce w ich sktad sg bardzo stabymi elektrofilami. Aby mozliwa
byta jakakolwiek reakcja wykorzystujgca te pozycje jako centrum elektrofilowe, nalezy
zaktywowac reszte fosforanowg przez zamiane jednego z atoméw tlenu na dobrg
grupe opuszczajgcg. W literaturze znanych jest wiele tego typu metod, ktore
wykorzystujg rézne grupy opuszczajgce. Do modyfikacji takich zaliczy¢é mozna
modyfikacje morfolinowg,®®> chlorek fosforylu nukleozydu, 16¢ czy P-imidazolidy
nukleotyddéw.167-16° Modyfikacja morfolinowa wprowadzana jest z uzyciem odczynnika
aktywujgcego reszte fosforanowg (DCC, N,N'-dicykloheksylokarbodiimid). Reakcja ta
moze generowac produkty uboczne, a powstate aktywne pochodne nukleotydow nie
dajg zadowalajgcych wydajnosci w reakcjach sprzegania. Z kolei uzycie chlorku
kwasowego nukleozydu ograniczone jest wtasciwie jedynie do reakcji nastepczej po
reakcji fosforylacji. Wtedy zamiast etapu hydrolizy, wprowadza sie odpowiedni
nukleofil, ktory reaguje z chlorkiem fosforylu nukleozydu. Podejscie takie zastosowano
miedzy innymi w syntezie ATP lub jego analogow.1%¢ 170 Qstatnia z wymienionych
modyfikacji jest najciekawsza z punktu widzenia niniejszej pracy — powstate P-
imidazolidy nukleotydow sg trwate i mozna je przechowywacC w postaci soli litowej,
badz sodowej przez dtugi okres czasu. Reakcja przytgczenia imidazolu przebiega z
bardzo wysokg wydajnoscig, a powstajgcy produkt jest dobrze rozpuszczalny w
rozpuszczalnikach takich jak DMF czy DMSO.

W przypadku reakcji Mukaiyamy i Hashimoto!¢” aktywacja nukleotydu rozpoczyna
sie przez atak trifenylofosfiny na atom siarki 2,2’-ditiodipirydyny. Powstaty addukt jest
nastepnie atakowany przez grupe fosforanowg nukleotydu, co doprowadza do
utworzenia aktywnego centrum elektrofilowego, ktdre jest atakowane przez obecng w
Srodowisku reakcji czgsteczke imidazolu.(Rys. 53) Jednoczes$nie w tym etapie reakcji
tworzy sie bardzo trwaty termodynamicznie tlenek trifenylofosfiny, co jest sitg
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napedowg tej reakcji, a jednocze$nie powodem, dla ktérego zachodzi ona z tak

wysokag wydajnoécia.
Q QPQ CN/TS nikleorycl
- S
@ Cye @é S
=
@ NH, NH,
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Rys. 53 Schemat reakcji tworzenia P-imidazolidu nukleotydu

Drugg metodg utworzenia P-imidazolidu nukleotydu jest opracowana przez
Hoardal®® reakcja z 1,1’-karbonylodiimidazolem (CDI). Rozpoczyna sie ona od ataku
grupy fosforanowej na karbonylowy atom wegla CDI, co prowadzi do utworzenia
aktywnego mieszanego bezwodnika karbaminowo-fosforanowego. Utworzone w ten
sposob centrum elektrofilowe na atomie fosforu jest atakowane przez uwolniong z CDI
czgsteczke imidazolu. Skutkuje to utworzeniem oczekiwanego P-imidazolidu z
jednoczesnym rozktadem odchodzgcego kwasu karbamoiloimidazolowego na
imidazol i dwutlenek wegla. W przypadku rybonukleotydow dochodzi do pobocznej
reakcji utworzenia 2’,3’-weglanu rybozy, ktory jednak moze zosta¢ usuniety przez
hydrolize zasadowa.
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N S N N o X
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Rys. 54 Metoda syntezy P-imidazolidu deoksyrybonukleotydu z wykorzystaniem
karbonylodiimidazolu

Ostatnia z prezentowanych tutaj metod otrzymywania P-imidazolidow nukleotyddéw
rézni sie od poprzednich ze wzgledu na srodowisko reakcji. W przeciwienstwie do
metod Mukaiyamy i Hashimoto czy Hoarda i Otta, ktéore wymagaty zastosowania
polarnego rozpuszczalnika aprotycznego (DMF, DMSO), reakcja Tanaki'®® moze
zosta¢ przeprowadzona w wodzie. Jest to bardzo duza zaleta, gdyz na ogét sole
nukleotyddw sg trudno rozpuszczalne w innych rozpuszczalnikach niz woda, co
zmusza chemikéw do poszukiwania obejscia tego problemu. Dokonuje sie tego na
przyktad otrzymujgc rozpuszczalne w tych rozpuszczalnikach sole trialkiiloamoniowe
nukleotydéw. Jest to jednak rozwigzanie ucigzliwe, gdyz jedyny sposob wymiany
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powszechnie dostepnej handlowo soli sodowej na sdl trialkiloamoniowg nukleotydu to
zastosowanie ztoza jonowymiennego. Metoda aktywacji, ktéra dziata w warunkach
wodnych i moze by¢ zastosowana wobec soli sodowych nukleotydow jest bardzo
interesujgcym uzupetnieniem metod dostepnych do tej pory.

W metodzie Tanaki odczynnikiem wprowadzajgcym ugrupowanie imidazolowe do
reszty fosforanu jest chlorek 2-chloro-1,3-dimetyloimidazoliniowy. Reaguje on z
imidazolem, ktéry jest nastepnie atakowany przez reszte fosforanu nukleotydu.
Powstaje aktywny zwigzek przejsciowy, w ktérym atom fosforu petni role centrum
elektrofilowego, na ktore przebiega atak czgsteczki imidazolu skutkujgcy uzyskaniem
pozgdanego P-imidazolidu.(Rys. 55) Uzytecznos¢ tej metody potwierdzono w pracy
Tanaki otrzymujgc nukleotydocukry z wydajnoscig 41-59%.

/
Cl
e N
/N*\/) \-NH

Rys. 55 Metoda tworzenia P-imidazolidu nukleotydu w wodzie. Wg Tanaka et al.169

10.3. Reakcje aktywowanych nukleotyddw z réznymi nukleofilami

Atom fosforu w zaktywowanej reszcie fosforanowej staje sie centrum
elektrofilowym, ktére moze reagowac z rozmaitymi nukleofilami. W kontekscie syntezy
nowych analogoéw nukleotydéw najistotniejsza jest reakcja, w ktérej nukleofilem jest
inne ugrupowanie fosforanowe. Prowadzi ona do wydtuzenia fancucha fosforanowego
poprzez utworzenie wigzania pirofosforanowego. Doktadny mechanizm tworzenia tego
wigzania nie jest znany. W pracy przegladowej Allena'’* postulowane sg trzy mozliwe
mechanizmy — mechanizm uzgodniony, mechanizm addycji-eliminacji, oraz
mechanizm dysocjacyjny. (Rys. 56) Rdznig sie one kolejnoscig tworzenia i zrywania
wigzan miedzy atomem fosforu, nukleofilem i grupg opuszczajgcg. Rézny jest takze
profil energetyczny kazdego typu reakcji. Mechanizm uzgodniony jest najprostszy i
bardzo przypomina mechanizm typowej substytucji nukleofilowej Sn2. Wystepuje tutaj
stan przejsciowy z atomem fosforu zwigzanym zaréwno z grupg opuszczajgcg jak i
nukleofilem. W miare postepu reakcji wigzanie z nukleofilem wzmacnia sie, a elektrony
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Z wigzania z grupg opuszczajgcg stopniowo lokalizujg sie na jej powierzchni.
Ostatecznie dochodzi do utworzenia wigzania atomu fosforu z nukleofilem i zerwania
wigzania z grupg opuszczajgca. (Rys. 56 concerted pathway) W dwoch pozostatych
mechanizmach dochodzi do utworzenia produktu posredniego. W mechanizmie
addycji-eliminacji najpierw dochodzi do addycji nukleofila do atomu fosforu, a
nastepnie nietrwaty pieciowigzalny produkt przejsciowy rozpada sie z odejsciem grupy
opuszczajgcej. (Rys. 56 addition-elimination pathway) W mechanizmie dysocjacyjnym
najpierw dochodzi do spontanicznego odejscia grupy opuszczajgcej, a dopiero w
drugiej kolejnosci nastepuje atak nukleofila na atom fosforu. (Rys. 56 dissociative
pathway). W obliczeniach zostato wykazane, ze dla monoestréw kwasu fosforowego
preferencyjne sg drugi i trzeci z zaproponowanych mechanizmdéw, a to, jak ostatecznie
przebiegnie reakcja w danym przypadku zalezy od wiasciwos$ci grupy opuszczajgce;.
Im jest ona lepszg grupg opuszczajaca, tym wiekszg preferencje wykazuje w kierunku
mechanizmu dysocjacyjnego. 72
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Rys. 56 Postulowane mechanizmy reakcji substytucji w obrebie reszty fosforanowe;j.
Zaczerpniete z pracy Allenal”* Powielone za zgodg wydawcy (nr licencji 4914841051327)

Powyzszy opis jest prawdziwy dla zaktywowanej reszty fosforanowej reagujgcej z
nukleofilem nieposiadajgcym tadunku. W przypadku zastosowania na przykfad
fosforanu jako nukleofila, reakcja nie zajdzie. Dzieje sie tak, gdyz nawet zaktywowana
reszta fosforanowa posiada ujemnie natadowany atom tlenu. tadunek ten zapobiega
zblizeniu jakiegokolwiek nukleofila, ktory takze nidstby tadunek ujemny. Problem ten
rozwigzuje sie stosujgc chlorki metali dwuwartosciowych — manganu, cynku, bgdz
magnezu.l”® Ich dziatanie jest wielotorowe. Dwuwarto$ciowy jon metalu neutralizuje
tadunki ujemne obydwu reagujgcych reszt fosforanowych, umozliwiajgc ich zblizenie.
Skompleksowane jonami metalu nukleotydy sg lepiej rozpuszczalne w
rozpuszczalnikach aprotycznych (DMF, DMSO). Ponadto jony metalu kompleksujg
atom azotu w reszcie imidazolu powodujgc przesuniecie gestosci elektronowej z
wigzania P-N co dodatkowo je ostabia i zwieksza wtasciwosci elektrofilowe reszty
fosforanowej. (Rys. 57)
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Rys. 57 Postulowane dziatanie jondw metalu na przebieg reakcji tworzenia wigzania
bezwodnikowego. Wyrézni¢ mozna kompleksowanie reszt fosforanowych (1), ktére zwieksza
rozpuszczalnosé reagentow, jednoczesnie maskujgc tadunki ujemne, co umozliwia zblizenie sie reszt
fosforanowych do siebie (2). Dziatanie jonéw cynku powoduje tez ostabienie wigzania P—N (3), co
sprzyja odejsciu grupy opuszczajgcej (imidazolu)

Nukleofilem w reakcji z P-imidazolidem nukleotydu nie musi by¢ jedynie inna anion
fosforanowy. Znane sg reakcje podstawienia grupy imidazolowej przez analogi
fosforanow!’417¢ (w tym nukleotydy!’?), aminy,’”® czy jony nieorganiczne (fluorek,
siarczan).’® 18 Zwykle reakcje te sg przeprowadzane w rozpuszczalniku aprotycznym
(DMF, DMSO) i w przypadku nukleofili anionowych muszg by¢ katalizowane solami
metali, tak jak w przypadku przytgczania pojedynczej reszty fosforanowej. Wyjatkiem
jest reakcja podstawienia reszty imidazolu aming monoalkilowg. Ze wzgledu na brak
tadunku ujemnego obecnego na atomie azotu, reakcja ta przebiega bez koniecznosci
stosowania katalizatora i moze zostac przeprowadzona nawet w wodzie.
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Rys. 58 Potencjat zastosowania P-imidazolidéw nukleotydéw w reakcjach z roznymi nukleofilami

10.4. Synteza i wlasciwosci estréw NHS

Strategia syntezy aktywnych estréw NHS (N-Hydroxysuccinimide) to aktywacja
kwaséw karboksylowych, ktére nastepnie poddawane reakcji z aminami dajg
odpowiednie amidy. Reakcja ta jest bardzo przydatna i znalazta zastosowanie w wielu
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réznych dziedzinach chemii, miedzy innymi w funkcjonalizacji barwnikow
fluorescencyjnych'8!, osadzaniu biomolekut na podtozach statych,® funkcjonalizacji
nanomateriatéw,83 czy tez w wizualizacji makroczgsteczek biologicznych.18 W 1989
roku Knorr zaproponowat uzycie TSTU (tetrafluoroboran N,N,N' N'-Tetrametylo-O-(N-
sukcynimidylo)mocznika) jako odczynnika do syntezy estrow aktywnych.® Reakcje z
tym odczynnikiem przeprowadza sie w DMF lub DMSO, uprzednio deprotonujgc kwas
karboksylowy za pomocg zasady (np. trietyloaminy). Wydajno$ci obserwowane przy
zastosowaniu tej strategii wynoszg 51-89%.18° Estry te mogg bezposrednio zostac
przemienione w amidy w reakcji z odpowiednimi aminami.
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Rys. 59 Schemat reakcji aktywacji kwasu karboksylowego z bezposrednim podstawieniem aminy

10.5. Funkcjonalizacja rybozy w pozycji 2’-O oraz 3’-O

Wspomniana w rozdziale 10.2 reakcja nukleotydu z 1,1’-karbonyloimidazolem (CDI)
zostata przedstawiona jako metoda aktywacji fosforanéw deoksyrybonukleozydéw. W
przypadku rybonukleotyddéw reakcja ta skutkowata nie tylko P-aktywacjg reszty
fosforanowej, ale tez utworzeniem 2’,3’-weglanu rybozy. Wspomniano juz, ze grupa ta
moze zosta¢ usunieta w srodowisku zasadowym. Moze tez postuzy¢ w reakcji
wprowadzenia nowego linkera, ktéry umozliwi przytgczenie funkcjonalnej czgsteczki —
na przyktad znacznika fluorescencyjnego. Metoda ta zostata opisana m.in. w pracy
Warminski et al.'® Po zastosowaniu CDI wobec nukleotydu, jego nadmiar jest
hydrolizowany, a produkt posredni poddawany jest dziataniu odpowiedniej aminy
pierwszorzedowej w obecnosci silnej zasady (DBU). Z uwagi na mozliwos¢ reakcji
aminy z P-imidazolidem nukleotydu, mozliwe jest uzyskanie mieszaniny P-imidazolidu
oczekiwanego nukleotydu z jego amidofosforanowym analogiem. Aby uzyskac czysty
nukleotyd mozliwa jest hydroliza kwasowa obydwu tych form nukleotydu w pH = 1.
Cechg tej metody jest powstawanie w nierobwnych proporcjach izomeréw
zawierajgcych ugrupowanie karbaminianowe w 2’ lub 3’ pozycji rybozy w proporcji 1:1
—1:2 w zaleznosci od nukleotydu.
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3'-0O podstawiony izomer 2'-0 podstawiony izomer

1.CDI, DMSO
2. NHp-CHp-R

Rys. 60 Schemat reakcji wprowadzania linkera przytagczonego za posrednictwem grupy
karbaminianowej. Na podstawie pracy Warminski et al.186

11. Enzymy hydrolizujgce nukleotydy zawierajgce zasade
adeninowg

W niniejszej pracy przy badaniu wiasciwosci sond nukleotydowych postuzono sie
dwoma enzymami -— fosfodiesterazg | z jadu grzechotnika diamentowego
(C.adamanteus) oraz biatkami FHIT — roslinnym (A. thaliana) i ludzkim.

11.1. Fosfodiesteraza | pochodzgca =z jadu grzechotnika
diamentowego (EC 3.1.4.1)

Fosfodiesteraza PDE-I (okre$lana tez skrétem SVPDE snake venom
phosphodiesterase) jest enzymem degradujgcym tancuchy oligonukleotydowe
poprzez rozszczepienie wigzania pomiedzy atomem tlenu 3’-O nukleotydu, a resztg
fosforanu nastepnego nukleotydu. W przypadku pojedynczych nukleotydéw oraz ich
analogow wykazuje on aktywno$¢ fosfohydrolazy degradujgcej wigzanie
bezwodnikowe pomiedzy resztami fosforanowymi a i B.*¥” Enzym ten jest
niespecyficzny, hydrolizuje nukleotydy niezaleznie od obecnej w nich zasady azotowe;j.
PDE-I rozpoznaje substrat po obecnosci reszty 5’-fosforanowej oraz obecnosci grupy
hydroksylowej w pozycji 3. Brak tej grupy powoduje znaczgce trudnosci
rozpoznawania substratu przez enzym, co zostato pokazane w pracy Sillero et al.18
poréownujgc szybko$¢ degradacji nukleotydu GTP oraz trifosforanu 2’,3'-
dideoksyguanozyny (szybko$¢ ulegta pieciokrotnemu zmniejszeniu). Do swojego
dziatania fosfodiesteraza wymaga obecnosci jonédw magnezu (wykazujgc optimum
aktywnosci przy 15 mM stezeniu jondéw Mg?*).189 Inhibitorem tego enzymu jest EDTA,
5 mM stezenie wystarczy, aby catkowicie zablokowa¢ jego aktywnos$¢. PDE-I jest
czesto stosowana do degradacji nukleotydéw, prezentowana byla tez w niniejszej
rozprawie jako uniwersalne narzedzie do badania wiasciwosci sond nukleotydowych
(por. rozdziat 8.3).
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11.2. FHIT (Fragile Histidine Triad protein)

Biatko FHIT jest antyonkogenem. Nalezy ono do rodziny HIT (histidine triad
proteins) biatek wigzgcych i hydrolizujgcych nukleotydy. W toku badan odkryto, ze
niedostateczna lub niewtasciwa ekspresja tych biatek powigzana jest z
wystepowaniem nowotwordw, 190 191

W przypadku biatka FHIT przymiotnik fragile w nazwie odnosi sie do wystepowania
genu FHIT na chromosomie 3 w rejonie FRA3B, ktéry szczegdlnie tatwo moze ulec
degradacji w fazie metafazy podziatu komérkowego. W przypadku antyonkogenu
prowadzi¢ to moze do rozwoju wielu nowotwordw, takich jak nowotwory gtowy i szyi,
przewodu pokarmowego oraz piersi.l9>1%* Z drugiej strony znane sg doniesienia,
wedtug ktorych wywotanie nadekspresji biatka FHIT w komorkach guza hamowato jego
rozwoj; efekt ten nie wystepowat w przypadku wywotania nadekspresji FHIT w
niezrakowaciatych komérkach.%.

Biatko FHIT wykazuje aktywnos¢ hydrolazy degradujgcej oligofosforany 5,5'-
diadenozyny (ApnA) do AMP i odpowiedniego oligofosforanu adenozyny (Apn-1). W
szczegolnosci degraduje ono ApsA, ktorego nagromadzenie moze powodowac
rakowacenie komorkit®. Aktywnos$¢ hydrolazy nie jest konieczna do zatrzymania
wzrostu komorki. W przypadku mutanta pozbawionego zdolnosci katalitycznej
(substytucja H96N), dalej mozliwe jest zwigzanie czgsteczki ApsA. Taki kompleks petni
role czgsteczki sygnatowej odpowiedzialnej za zatrzymanie wzrostu komorki i
skierowanie jej na droge apoptozy.%’

W literaturze opisane sg przyktady monitorowania aktywnosci FHIT z uzyciem sond
opartych o strukture ApsA. Rozwigzanie takie zaproponowano np. w pracy Hacker et
al.'® W pracy tej otrzymano sonde wykazujgcg efekt FRET. Para barwnikéw FRET
(sulfocyjanina 3 i sulfocyjanina 5) zostata przylgczona za pomocg odpowiednich
linkerow w pozycji N-6 obydwu nukleozyddw. Synteze tej sondy przedstawiono ponizej
na rysunku Rys. 61.
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Rys. 61 Schemat syntezy sondy FRET — analogu dinukleotydu ApsA :
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a) 6-azydoheksylamina, etanol, 3 h b) 1. POCIs, fosforan trimetylu, 1 h, 0°C; 2. (BusNH*)2HPOa4",
BusN, DMF, 30 min, RT; 3. 0,1 M TEAB, 30 min, RT; ¢) 1. POCIs,fosforan trimetylu, 1 h, 0°C; 2. 0,1 M
TEAB, 30min, RT; d)1. EtsN, bezwodnik kwasu trifluorooctowego, AcCN, 10 min, RT; 2. N-
metyloimidazol, EtsN, 10 min, 0 °C; 3. 4, 4 A sita molekularne, DMF, 2 h, RT; 4. 0,1 M TEAB, 30 min,
RT; e) 1. 0,1 M NaOH, 3 h, RT; 2. Aktywny ester barwnika Sulfo-Cy3, 0,1 M NaHCO3, DMF, 12 h, RT;
f) TCEP-HCI, woda, metanol, EtsN, 12 h, RT; g) Aktywny ester Sulfo-Cy5-NHS, 0,1 M NaHCO3, DMF,
12 h, RT Schemat zaczerpniety z pracy Hacker et al.1% Powielono za zgodg wydawcy (nr licencji
4914841236117)

Sonda okazata sie skutecznym narzedziem w monitorowaniu aktywnosci
enzymatycznej FHIT. Zostata ona sprawdzona w warunkach in vitro, w eksperymencie
tym dowiedziono, ze w miare inkubacji sondy w obecnosci biatka FHIT intensywnos¢
fluorescencji donora FRET wzrasta, natomiast akceptora FRET — maleje. Zostato to
przedstawione na ilustracji ponizej. (Rys. 62)
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Rys. 62 Zmiana widma fluorescencji sondy — analogu ApsA w czasie inkubacji z biatkiem FHIT.
Wykres zaczerpniety z pracy Hacker et al.1?8 Powielono za zgodg wydawcy (nr licencji 4914841236117)

Sonda spetnia zatozone wymagania i moze stuzy¢ jako narzedzie do badania biatka
FHIT. Uwage zwraca jednak jej synteza. (Rys. 61) Jest ona wieloetapowa, a wydajnos¢
wielu etapow wynosi mniej niz 50%. Jest to niekorzystne, zwtaszcza biorgc pod uwage,
ze barwniki fluorescencyjne oraz modyfikowane nukleotydy majg wysokie ceny, co
znaczgco zwieksza koszty ostatecznego produktu. W przedstawionej rozprawie
zostanie przedstawiony krétszy i wydajniejszy sposob otrzymywania sond przydatnych
w monitorowaniu aktywnosci biatka FHIT. Bedg to sondy mononukleotydowe, ktére
jednak wykazujg zdolnos$¢ wigzania do badanego biatka.

Gtownym substratem wigzanym przez biatko FHIT jest trifosforan diadenozyny, nie
wigze ono natomiast naturalnych mononukleotydéw adenozynowych — AMP, ADP, ani
ATP.1% Mimo to w pracy Guranowski et al. wykazano, ze hydrolizie katalizowanej
przez FHIT ulega¢ moga rozmaite nukleotydy zawierajgce w swojej strukturze AMP.1%°
Przyktady tej aktywnosci zostaty przedstawione na Rys. 63.
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Rys. 63 Przyktady analogow nukleotydéw adenozynowych hydrolizowanych przez FHIT

Doswiadczenia we wspomnianej pracy sugerujg, ze biatko FHIT wykazuje
preferencje wobec nukleotydow zawierajgcych adenozyne i tylko jeden fadunek
ujemny w obrebie reszty fosforanu y. Naturalnie fadunek ten jest zamaskowany przez
drugg adenozyne, jednak nie jest ona niezbedna dla rozpoznania substratu przez
biatko FHIT, nie jest tez ona niezbedna w zwigzaniu substratu do biatka, gdyz
wiekszos¢ wigzan tworzonych jest w obrebie tancucha trifosforanowego oraz pierwszej
adenozyny (Rys. 64). Sugeruje to mozliwo$¢ wprowadzenia innej grupy maskujgcej
tadunek (np. estrowej), co moze umozliwia¢ projektowanie funkcjonalnych sond
mononukleotydowych do badania aktywnosci biatka FHIT.

Rys. 64 Wigzanie analogu ApsA do kieszeni biatka FHIT. Struktura na podstawie Pace et al.?
Copyright (1998) National Academy of Sciences
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Badania wfasne

12. Cele pracy

Gtébwnym celem pracy bytlo opracowanie narzedzi do bezinwazyjnego
monitorowania w czasie rzeczywistym reakcji enzymatycznych katalizowanych przez
pirofosfatazy. Cel ten planowano osiggng¢ poprzez zaprojektowanie, opracowanie
syntezy, a nastepnie otrzymanie i zbadanie wtasciwosci nukleotydéw mogacych stuzy¢
jako sondy (probniki) molekularne. Gtéwnym obiektem badan byly nukleotydy
adeninowe, stanowigce analogi ATP, ale opracowywane metody znakowania
demonstrowano réwniez na przykladach innych nukleotydow, m.in. w celu
potwierdzenia ich uniwersalnosci. Zwigzki projektowano tak, aby ulegaty reakcji
enzymatycznej jednoczesnie zmieniajgc swoje wiasciwosci (np. emisyjne). Emisje
fluorescencji mozna rejestrowaé i wykorzystaCc jako posrednia metode badania
postepu reakcji. Analogi nukleotydéw zaprojektowano tak, aby kluczowym etapem ich
syntezy byta reakcja CUAAC, ktéra jest szybka, wydajna i mozliwa do przeprowadzenia
w srodowisku wodnym, co jest istotnym czynnikiem utatwiajgcym synteze ze wzgledu
na wysokg polarnos$¢ nukleotyddw.

Na realizacje gtdwnego celu pracy skfadat sie szereg zadan:

e Synteza analogéw nukleotydéw i analogéw terminalnego fosforanu
zawierajgcych grupy alkinowe.

Pierwszym celem pracy byto opracowanie wydajnej syntezy szeregu analogow
nukleotyddw, ktore zawieraty terminalne grupy alkinowe, reaktywne w reakcji CUAAC.
Zwigzki takie mogtyby zosta¢ uzyte w syntezie duzych bibliotek analogow nukleotydow
na drodze reakcji CUAAC. Biblioteki te mogtyby zosta¢ uzyte w badaniach HTS (high-
throughput screening) w poszukiwaniu inhibitoréw biatek wigzgcych nukleotydy (jak
np. w pracy Lee et al.1**, por. rozdziat 9.2). Z kolei zastosowanie C-fosfonianéw jako
analogow fosforanéw w strukturach nukleotydéw pozwala eksplorowa¢ nowg klase
zwigzkdéw, ktore mogg wykazywac interesujgce wiasciwosci w oddziatywaniu z
biatkami docelowymi.

Temat ten zostat zapoczgtkowany juz podczas realizacji mojej pracy magisterskiej,
w ramach ktorej opracowatem wstepnie metody syntezy C-fosfonianéw - 3-
butynylowego, 2-propargilowego, oraz etynylowego. W ramach projektu doktorskiego
syntezy C-fosfoniandw propargilowego oraz etynylowego mialy zostaé
zoptymalizowane i przeskalowane. Ponadto zaplanowatem uzupetnienie kolekcji
otrzymanych analogéw o fosforan propargilowy, ktory jest znany w literaturze, jednak
jego synteza wymagata optymalizacji.

Drugim zatozonym celem syntetycznym bylo opracowanie wydajnej syntezy P-
imidazoliddw nukleotydéw zawierajgcych ugrupowanie alkinowe przytgczone w
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obrebie reszty nukleozydu. Otrzymane w ramach realizacji tych zadan zwigzki
planowano przeznaczyc¢ do reakcji sprzegania z wymienionymi wyzej analogami reszty
fosforanowej, w celu otrzymania analogdw nukleotydow zawierajgcych dwie grupy
alkinowe — jedng w obrebie reszty terminalnego fosforanu, a drugg przytgczong do
reszty nukleozydu. Dodatkowym celem pracy byto opracowanie takich warunkow
reakcji aktywaciji i sprzegania, by byta ona uniwersalna i dawata dobre rezultaty dla
dowolnego analogu nukleotydu, niezaleznie od zasady azotowej i dtugosci tancucha
oligofosforanowego.

e Opracowanie warunkéw wydajnej reakcji CuAAC nukleotyddéw ze
znacznikami fluorescencyjnymi.

Zrealizowanie zadan z punktu pierwszego umozliwito synteze sond
nukleotydowych, czyli nukleotydéw zawierajgcych znaczniki fluorescencyjne. W tym
punkcie gtéwnym celem byto zoptymalizowanie warunkéw reakcji CUAAC nukleotydow
zawierajgcych grupy alkinowe z barwnikami zawierajgcymi grupe azydkowg. W wersiji
pierwotnej celem tego punktu byto opracowanie standardowej reakcji CuAAC
nukleotyddéw z jedng grupg alkinowg z pojedynczym barwnikiem zawierajgcym azydek,
oraz nukleotydéw z dwiema grupami alkinowymi z dwoma identycznymi barwnikami w
celu syntezy sond ekscymerowych. W zwigzku z nieoczekiwanymi wynikami
uzyskanymi podczas realizacji tego zadania, narodzita sie rowniez koncepcja
otrzymania serii nowej klasy nukleotydéw — sond wykazujgcych efekt FRET.

e Opracowanie warunkéw sekwencyjnej reakcji CUAAC.

Eksperymenty przeprowadzane w ramach realizacji poprzedniego punktu
zaowocowaly interesujgcg obserwacjg skutkujgca rozszerzeniem planéw badawczych
— zbadaniem reaktywnosci grup alkinowych nukleotydow zawierajgcych dwie grupy
alkinowe. W punkcie tym zaplanowano optymalizacje warunkéw reakcji CUAAC tak,
by mozliwe byto kontrolowane przytgczenie do nukleotydu dwdch réznych znacznikow
w sposob regioselektywny, a cata synteza mozliwa byta do przeprowadzenia bez grup
zabezpieczajgcych. Dodatkowym celem zatozonym w ramach tego zadania byta
synteza nowej klasy nukleotydéw — sond wykazujgcych efekt FRET (pary fluoroforéw
donor-akceptor FRET) oraz sond wygaszeniowych (pary fluorofor-wygaszacz).

e Badania spektroskopowe otrzymanych sond.

Wszystkie sondy molekularne otrzymane w ramach realizacji poprzednich punktow
nalezato zbada¢ pod wzgledem ich wiasciwosci spektroskopowych. Szczegdlnie
interesujgce wydaty sie wtasciwosci sond ekscymerowych oraz FRET. W ramach
realizacji tego punktu zaplanowano oszacowanie intensywnos$ci efektu wykazywanego
przez dang sonde oraz zbadanie wptywu czynnikow, ktore mogg ten efekt zaburzac,
badz wzmacnia¢. Ponadto w ramach tego punktu zaplanowano zbadanie wptywu
substancji niezbednych do prowadzenia reakcji enzymatycznej (jony metali, bufor, itp.)
na intensywnos¢ i stabilnos¢ fluorescencji sondy.
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e Badania enzymatyczne otrzymanych sond.

Sondy, ktére wykazaly stabilng fluorescencje w eksperymentach opisanych w
poprzednim punkcie zostaty przeznaczone do badan enzymatycznych. Podstawowym
celem tych badan bylo sprawdzenie zmian fluorescencji sond w reakcji z
niespecyficzng pirofosfatazg PDE-l. Eksperymenty te konieczne byty dla
potwierdzenia, ze w zaprojektowanych sondach zmiana fluorescencji zwigzana jest
bezposrednio z postepem ich degradacji enzymatycznej. Po potwierdzeniu zaleznosci
miedzy postepem reakcji i zmianami fluorescencji sond, wybrane zwigzki byty
skierowane do reakcji z bardzie] specyficznym enzymem FHIT. Jako poboczny
eksperyment zaplanowano tez doswiadczenie stwierdzajgce przydatnosc
otrzymanych sond w poszukiwaniu inhibitorow pirofosfataz.

e Badania wtasciwosci sond w lizatach komérkowych oraz komérkach in vivo.

Wiasciwosci sond sprawdzonych w warunkach in vitro w reakcji z enzymami,
zaplanowano zbadac¢ w lizatach komorkowych. Eksperymenty te miaty potwierdzié¢
dziatanie sond w bardziej ztozonych mieszaninach biologicznych.

Ze wzgledu na hydrofobowy charakter fluoroforow uzytych do syntezy sond
nukleotydowych, spodziewano sie, ze sondy te wykazg zdolno$¢ penetracji btony
komédrkowej i lokowania sie w cytozolu. Ostatnim celem zaplanowanym w ramach tego
projektu byto sprawdzenie, czy otrzymane sondy nukleotydowe zdolne sg do penetracji
btony komérkowej.
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13. Planowanie, synteza i badanie wtasciwosci sond
nukleotydowych

Niniejsza praca jest kontynuacjg mojego projektu magisterskiego, ktory zaktadat
synteze i zbadanie wiasciwosci nowej klasy nukleotydéw zawierajgcych ugrupowanie
alkinowe przytgczone w terminalnej pozycji tancucha oligofosforanowego. W ramach
pracy doktorskiej syntezy tych zwigzkéw zostaly zmodyfikowane w celu ich
optymalizacji, a do puli zwigzkéw dotgczone zostaty nukleotydy zawierajgce fosforan
propargilu jako analog terminalnego fosforanu. Opracowana metoda okazata sie
wydajna oraz wszechstronna, co pozwolito otrzymac nie tylko analogi nukleotydéw
adenozynowych, ale takze analogi innych nukleotydéw, co opisatem w rozdziatach
14.2 oraz 14.3 (gdzie numery 1 opisujg analogi fosforandéw uzyte w syntezie, a zwigzki
z numerami 2 to nukleotydy zawierajgce grupe alkinowg przytgczong w terminalnej
pozycji oligofosforanu). Dla otrzymanych nukleotydéw 2 zoptymalizowatem warunki
reakcji CUAAC z réznymi znacznikami (w niniejszej pracy opisane numerem 5), co
pozwolito na uzyskanie biblioteki nukleotydow znakowanych w terminalnej pozycji
tancucha oligofosforanowego (opisanych numerem 6), eksperymenty te
przedstawitem w rozdziale 16.2.

Nukleotydy monoznakowane sg zwigzkami ciekawymi i majg potencjalne
zastosowanie w badaniach biologicznych, m. in. jako substraty w syntezie inhibitoréw,
czy tez jako sondy fluorescencyjne przydatne do monitorowania aktywnosci enzymaow.
Mimo to, majg tez wady, z ktdérych najpowazniejszg wydaje sie zaleznosc fluorescencji
zastosowanego znacznika od zasady azotowej, jaka wystepuje w danym analogu
nukleotydu. Aby zminimalizowa¢ ten efekt postanowitem wprowadzi¢ w obrebie
syntetyzowanego analogu dodatkowg grupe alkinowa. Synteze tych nukleotydéw
(opisanych numerem 4, oraz ich prekursoréw opisanych numerem 3) opisatem w
rozdziatach 14.4 — 14.7. Sg to analogi nukleotydéw adeninowych, ale takze innych (C,
G, m’G), ktoére otrzymatem, aby ukaza¢ wszechstronno$¢ opracowanej metody. Dla
otrzymanych podwdjnie sfunkcjonalizowanych analogéow 4 zoptymalizowatem i
przeprowadzitem szereg reakcji CUAAC z barwnikami wykazujgcymi fluorescencije
ekscymerowa, co zostato opisane w rozdziale16.3. Pozwolito mi to otrzymac biblioteke
sond ekscymerowych (zwigzki nr 7) — nukleotydéw, ktére pod wptywem degradacji
enzymatycznej zmieniajg swoje widmo emisji fluorescencji, co pozwala posrednio
monitorowac postep reakcji enzymatycznej. Badania te opisatem w rozdziatach 17.2
oraz 18.2.

W toku optymalizacji reakcji CUAAC zauwazytem, ze grupa alkinowa przytgczona w
terminalnej pozycji oligofosforanu nukleotydow 4 w pewnych warunkach reaguje
szybciej, niz grupa przytgczona do reszty rybozy. Aby potwierdzi¢ te obserwacje
wykonano obliczenia, ktérych wyniki opisatem w rozdziale 16.5. Odkryta réznica
reaktywnosci pozwolita mi na opracowanie warunkéw sekwencyjnej reakcji CUAAC. W
podejsciu tym najpierw przeprowadzatem jedng reakcje CuAAC z wybranym
znacznikiem, a nastepnie kolejng, z innym znacznikiem, bez wydzielania produktu
posredniego. Pozwolito mi to uzyskac¢ kolekcje sond 7 wykazujgcych efekt FRET
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(rozdziat 16.4). Ponadto sprawdzitem, czy selektywnos¢ reakcji CUAAC zalezy od
umiejscowienia grup alkinowych w strukturze nukleotydu. W tym celu otrzymatem
analog ATP zawierajgcy grupe alkinowg w pozycji N6 zasady azotowej (zwigzek 4p,
rozdziat 14.8), ktéry tak samo jak wczesniej otrzymane analogi mogt zosta¢ poddany
sekwencyjnej reakcji CuAAC. Otrzymane sondy FRET zostaty zbadane
spektroskopowo, a ich wiasciwosci potwierdzono w badaniach z enzymami -
modelowg pirofosfatazg PDE-I, a sondy zawierajgce zasade adeninowg takze z
biatkiem FHIT. W obydwu przypadkach mozliwe byto monitorowanie reakcji
enzymatycznej poprzez obserwacje zanikajgcej w czasie emisji fluorescencii
akceptora FRET i rosngcej jednoczesnie emisji fluorescencji donora FRET. Wyniki
tych eksperymentdéw opisatem w rozdziatach 17.3 oraz 18.3.

W ostatnim etapie badan niektére z sond ekscymerowych oraz sond FRET
wykorzystano w eksperymentach dotyczgcych wnikania do komérek w warunkach in
vivo. Okazato sie, ze niektore z tych sond sg w stanie wnika¢ do wnetrza komérek
samoistnie lokujgc sie w cytozolu. Opis tych eksperymentéw przedstawitem w
rozdziatach 18.2 oraz 18.3.

Projekt dotyczgcy sekwencyjnej reakcji CUAAC jest szerszy niz tylko badania
przedstawione w ramach tego doktoratu. Opracowana metoda postuzyta takze do
syntezy analogéw zawierajgcych 7-metyloguanine (4s), ktore zostaty uzyte jako sondy
do monitorowania specyficznej fosfatazy DcpS. Badania te nie sg ujete w tej pracy,
jednak synteza wykorzystanych w nich analogéow nukleotydow zostata ukazana w
rozdziale 14.8.

14. Strategie syntezy nukleotyddw zawierajgcych grupy
alkinowe w strukturze

14.1. Wprowadzenie

Nukleotydy zawierajgce jedng grupe alkinowg przytgczong w obrebie terminalnej
grupy fosforanowej wykorzystatem jako substraty w syntezie najprostszych
fluorescencyjnych sond nukleotydowych. Stosujgc klasyczne metody znane z chemii
nukleotydéw (por. rozdziat 10) zastosowatem sprzeganie aktywnych P-imidazolidow
nukleotydéw z odpowiednimi C-fosfonianami i fosforanami, zawierajgcymi funkcje
alkinowa. Otrzymane nukleotydy zostaly scharakteryzowane za pomocg metod
spektroskopowych, a nastepnie wykorzystane w reakcji CuAAC z rozmaitymi
substratami zawierajgcymi ugrupowanie azydkowe. Struktury produktow reakcji
CuAAC zostaty potwierdzone za pomocg wysokorozdzielczej spektrometrii mas.
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14.2. Synteza analogow reszty fosforanowej zawierajgcych funkcje
alkinowag

W ramach niniejszej pracy opracowano i zoptymalizowano reakcje otrzymywania
trzech analogow reszty fosforanowej zawierajgcych terminalny alkin. W przypadku C-
fosfonianu etynylowego, grupa alkinowa zostata przytgczona bezposrednio, z kolei C-
fosfonian 2-propargilowy zawierat grupe metylenowg wystepujgcg w roli krétkiego
tgcznika. Ostatnia z podjednostek — fosforan propargilu — zawierata ugrupowanie
OCH:2 pomiedzy grupg alkinowg i atomem fosforu. (Rys. 65)
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Rys. 65 Struktury C-fosfonianéw etynylowego i 2-propargilowego, oraz fosforanu propargilowego.

C-fosfonian etynylowy (la) zostat otrzymany na drodze bezposredniej addycji
roztworu bromku etynylomagnezowego w THF do chlorofosforanu dietylu. Powstaty w
reakcji C-fosfonian wykazuje znaczgcg kwasowos¢ alkinowego protonu, ze wzgledu
na efekt indukcyjny sasiadujgcej grupy fosforylowej. W zwigzku z tym reakcja
prowadzona byta z  zachowaniem  dwukrotnego  nadmiaru  bromku
etynylomagnezowego, z ktérego potowa dziatata jako zasada deprotonujgca powstaty
C-fosfonian, a druga potowa ulegata addycji do elektrofilowego atomu fosforu.
Powstaty produkt oczyszczany byt z uzyciem technik chromatograficznych. W drugim
etapie zoptymalizowano warunki usuwania grup etylowych. Standardowa procedura z
wykorzystaniem bromotrimetylosilanu skutkowata addycjg HBr do wigzania potrojnego
i uzyskaniem duzych ilosci niepozgdanego bromowanego produktu ubocznego, ktory
jest bardzo trudny do oddzielenia od pozgdanego C-fosfonianu. Bromowany produkt
uboczny w kolejnych etapach syntez wchodzit w reakcje z aktywnymi P-imidazolidami
nukleotydéw prowadzgc do otrzymania niepozgdanych zwigzkéw. Pierwszym
podejsciem do rozwigzania tego problemu, opracowanym przeze mnie w ramach
pracy magisterskiej, byto zastosowanie 1-pentynu jako scavengera®. Dodany w
stosunku 5:1 wobec C-fosfonianu wigzat on powstajgcy HBr i zmniejszat znaczgco
udziat bromowanego produktu (z 56% do 24%, Rys. 66a, niebieskie i fioletowe widmo).
W drugim podejsciu do optymalizacji tej reakcji, zrealizowanym w ramach badan do
niniejszej rozprawy, zamiast dodatku 1-pentynu, produkt otrzymany po
odbezpieczeniu poddawany byt reakcji eliminacji w mieszaninie DMF i trietyloaminy w
podwyzszonej temperaturze (Rys. 66a, rozowe widmo, b). Podejscie zaktadajgce
synteze, a nastepnie eliminacje bromowodoru okazato sie bardziej korzystne, gdyz w
przeciwienstwie do podejscia zaktadajgcego uzycie 1-pentynu pozwalato na uzyskanie

1 Stowo scavenger zapozyczone z jezyka angielskiego bedzie uzywane w tej pracy ze wzgledu na
brak polskich terminéw, ktére w prosty sposob oddawatyby role, jakg petni ten zwigzek w wymienionej
reakcji.
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czystego produktu, praktycznie niezawierajgcego niepozgdanego produktu ubocznego
(zawartosc¢ ok. 2%). Otrzymany C-fosfonian po usunieciu rozpuszczalnikéw zostat
wyizolowany w postaci soli trietyloamoniowej, ktéra mogta by¢ bezposrednio uzyta w
reakcji sprzegania z P-imidazolidami nukleotydow.

@]
a) c”) 1
- /P"-- - = /P\ u
(0] O (@] O
B I
o 1a
6% 44%
76%
24%
1] . )
98%
2% '
S |
.IIU ‘IQ 8 7 ‘6 5 4 3 2 1 u] ”—%ppm)-3 5 -6 7 8 9 .IIU .Il]. 12 13 14
b)
O — MaB ® 1. TMS-Br. DCM ('p?
o-F~o — Vger o-F~o 2. DMF/TEA, 80°C O™ ~O
D | T I
THF Il 89% EtsNH"
38% 1a

Rys. 66 a) poréwnanie widm 3P NMR C-fosfonianu etynylowego (1a). Niebieskie — przed
zastosowaniem 1-pentynu, fioletowe — z uzyciem pieciokrotnego nadmiaru 1-pentynu, rézowe — po
eliminacji HBr z uzyciem trietyloaminy.

b) Schemat zoptymalizowanej syntezy C-fosfonianu etynylowego.

Synteza C-fosfonianu 2-propargilowego (1b) roéwniez zostata pierwotnie
opracowana w ramach mojego projektu magisterskiego. W reakcji Arbuzowa
tris(trimetylosililo)fosforyn oraz 3-bromo-1-(trimetylosililo)-propynu powstaje pozgdany
C-fosfonian z funkcjg propargilowg zabezpieczong grupg trimetylosililowa.
Zabezpieczajgce grupy trimetylosililowe usuwa sie za pomocg 10% wodnego roztworu
amoniaku. W pierwszym podejsciu grupa trimetylosililowa zabezpieczajgca funkcje
alkinowg byta usuwana dopiero po przytgczeniu C-fosfonianu do nukleotydu, jednak
labilno$¢ grupy karbaminianowej w Srodowisku zasadowym (por. rozdziat 14.5)
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wymusita zmiane Sciezki syntetycznej. W drugim podejsciu do syntezy, opracowanym
w ramach badan do niniejszej rozprawy, po usunieciu rozpuszczalnikow powstaty C-
fosfonian byt zamieniany w pozgdang sél trietyloamoniowg poprzez dodanie nadmiaru
trietyloaminy i kilkukrotne odparowanie z etanolem. W takiej postaci mogt by¢ on
wykorzystany w reakcji sprzegania z P-imidazolidami nukleotydow.

TMS—=— 0
0. __0. I} 1. 10% NHj 5, (o) 1b
TMS™ P TMS Br ™S, P ™S 5 TEA EtOH I
S . oPo
“TMS 90% o
s Z 100% / EtsNH*

Rys. 67 Schemat zoptymalizowanej syntezy C-fosfonianu propargilowego (1b)

Fosforan propargilu (1c) zostat otrzymany na drodze zmodyfikowanej metody
opublikowanej przez Lee et al.1** W metodzie tej kwas fosforowy (lIll) i trietyloamina
rozpuszczane sg alkoholu propargilowym. Reakcje zapoczgtkowuje dodanie jodu,
ktéry powoduje utlenienie atomu fosforu (lll) do fosforu (V), z jednoczesnym
przytaczeniem alkoholu propargilowego. Powstaty fosforan propargilu mozna
wyizolowac poprzez wytrgcenie go cykloheksyloaming z roztworu acetonowego. (Rys.
68) Uzyskang w ten sposob soél fosforanu propargilu mozna bezposrednio uzy¢ w
reakcji sprzegania z P-imidazolidami nukleotydéw, bgdz tez zamieni¢ jg z uzyciem
chromatografii jonowymiennej na sol trietyloamoniowa.

1. 1y, alkohol

HAPO propargilowy E +H3N
—_— I S
3 3 2. Aceton, 0 (l) (0] 2

cykloheksyloamina
73% ( 1c

Rys. 68 Schemat syntezy fosforanu propargilu (1c)

14.3. Nukleotydy zawierajgce pojedynczg funkcje alkinowg w
obrebie reszty oligofosforanu

Otrzymane C-fosfoniany zostaty uzyte w reakcji sprzegania z aktywnymi P-
imidazolidami mono- i difosforanéw nukleozyddw (por. rozdziat 10.2). Reakcja ta byta
prowadzona w DMF z uzyciem 4 — 8-krothego molowego nadmiaru chlorku magnezu.
Postep reakcji monitorowany byt za pomocg RP HPLC i zwykle po 45 — 60 minutach
mozna byto zaobserwowac catkowity zanik substratu nukleotydowego i jego konwersje
do oczekiwanego produktu. Po tym czasie reakcja byta rozcienczana wodg i
oczyszczana za pomocg chromatografii jonowymiennej na anionicie Sephadex w
gradiencie buforu weglanu trietyloaminy. W przypadku nieskutecznego oczyszczenia
produktu z uzyciem chromatografii jonowymiennej stosowano dodatkowe
oczyszczenie za pomocg preparatywnej chromatografii HPLC w uktadzie odwréconych
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faz. Na Rys. 69 przedstawiono przykladowe chromatogramy po zakohczeniu reakcji
sprzegania mono- i difosforanu adenozyny z C-fosfonianem etynylowym. W
zoptymalizowanych syntezach gtownym produktem jest produkt pozgdany, a sygnat
na HPLC pochodzgcy od niego jest gtbwnym sygnatem.
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Rys. 69. Przykladowe chromatogramy reakcji sprzegania P-imidazolidow z trietyloamoniowg solg
C-fosfonianu etynylowego. Dominujgcym sygnatem w obu przypadkach jest sygnat pochodzacy od
pozadanego produktu.

W ramach niniejszej pracy otrzymano wiele réznych nukleotyddéw, réznigcych sie
miedzy sobg uzytym C-fosfonianem, dtugoscig tancucha oligofosforanowego, czy
zasadg azotowa. Na ogét reakcje otrzymywania tych produktow przebiegaty z dobrg
wydajnoscig, ktéra miescita sie w granicach od 40 do 90%. W przypadku nukleotydéw
otrzymanych poprzez przytgczenie C-fosfonianu 1-TMS-2-propargilowego, grupa TMS
byta usuwana poprzez reakcje nukleotydu z 10% wodnym roztworem amoniaku.(Rys.
70) Zwykle po 10 minutach w takich warunkach reakcja zachodzita catkowicie, a
pozgdany nukleotyd uzyskiwato sie iloSciowo poprzez zamrozenie mieszaniny
reakcyjnej i liofilizacje. Po zastosowaniu takiej procedury otrzymuje sie amonowg sol
nukleotydu. Mozna jg jednak tatwo przeksztatci¢ w sol trietyloamoniowg rozpuszczajgc
nukleotyd w roztworze etanolowym z dodatkiem trietyloaminy i nastepnie odparowujgc
go do sucha.

NH, NH;
N 1. 10% NHj 5 N
o o9 ¢l )N 2. TEA, EtOH o o0 ¢ “)N
o f~ofo— o NN - oF~oTo— 5 NTW
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=z 7 Z
T™MS HO OH 2b HO OH 2¢

Rys. 70 Procedura usuwania grupy trimetylosililowej z reszty C-fosfonianu propargilu w
nukleotydzie na przyktadzie nukleotydu 2b

Otrzymane nukleotydy monoalkinowe zostaty przedstawione na ponizszym
schemacie. Opracowana procedura byta na tyle uniwersalna, ze umozliwita réwniez
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synteze takze analogéw innych nukleotydéw — guaninowych oraz urydynowych.
Nukleotydy 2m oraz 2n to produkty sprzegania z C-fosfonianem 3-butynylowym,
ktérego zostat otrzymany wedtug wczesniej opisanej procedury.?°?
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Rys. 71 Nukleotydy uzyskane za pomocg opisanej procedury. Wydajnosci preparatywne
poszczegdblnych produktéw zostaty podane obok ich struktur na schemacie.

Otrzymane nukleotydy zostaty wykorzystane w reakcji CuAAC z substratami
zawierajgcymi azydek (barwniki fluorescencyjne, biotyna, azydonukleozydy). Opis
tych syntez znajduje sie w rozdziale 16.2.

14.4. Synteza analogdw nukleotydow zawierajgcych dwie funkcje
alkinowe — reakcja CDI z C-fosfonianowym analogiem ATP

Analog ATP (2d) zostat poddany reakcji z CDI (1,1’-karbonylodiimidazol) w DMSO
w warunkach promieniowania mikrofalowego. Reakcja ta miata skutkowac
utworzeniem 2',3'-O,0-weglanu nukleotydu, ktéry nastepnie mogtby byc¢
przeksztatcony w karbaminian z przytgczonym linkerem propargilowym. W toku
eksperymentu okazato sie jednak, ze CDI doprowadza do degradacji tancucha

-92-



fosforanowego i usuniecia terminalnej grupy fosforanowej. Wydajno$¢ otrzymywania
pozgdanego produktu byta niezadowalajgca, a w dodatku w reakcji tworzyty sie inne
pochodne nukleotydéw bedgce produktami degradacji substratu. (Rys. 72) W zwigzku
z tym opisana procedura zostata porzucona, a zamiast niej opracowano nowa,
uniwersalng i bardziej wydajna.
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Rys. 72 Produkty reakcji analogu 2d z CDI. W toku eksperymentéw zaobserwowano zdolnos$¢ CDI
do degradacji zmodyfikowanego fancucha oligofosforanowego poprzez odtgczenie terminalnego C-
fosfonianu

14.5. Synteza analogow ATP zawierajgcych dwie funkcje alkinowe
— reakcja CDI z oligofosforanem adenozyny

Wobec wyniku powyzszego eksperymentu przeprowadzono reakcje ADP z 10-
krotnym nadmiarem CDI w DMSO, w warunkach promieniowania mikrofalowego.
Reakcja ta byta prowadzona przez 20 minut, po ktérych oczekiwany produkt byt jedyng
pochodng nukleotydu obecng w mieszaninie. W kolejnym kroku nadmiar CDI zostat
usuniety przez dodanie 25 rownowaznikow molowych wody. Nastepnie do reakciji
zostato dodane DBU oraz propargiloamina.(Rys. 74 Sciezka A) Ze wzgledu na
przewage szybkosci reakcji tworzenia karbaminianu nad reakcjg podstawienia
imidazolu mozliwe jest zatrzymanie reakcji w takim momencie, by wyizolowac¢ produkt
zawierajgcy ugrupowanie karbaminianowe oraz P-imidazolid. Reakcja byfa
zatrzymywana przez zastosowanie roztworu nadchloranu (VII) litu w acetonitrylu, a
uzyskany produkt byt solg litowg rozpuszczalng w DMF i odpowiednig do
przeprowadzenia kolejnych reakcji sprzegania. Reakcja ta zostata przeprowadzona
zaréwno dla di-, jak i mono-, oraz trifosforanu adenozyny. We wszystkich przypadkach
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odniosta oczekiwany skutek i gtdwnymi produktami byty pozgdane nukleotydy. (Rys.
73)
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Rys. 73 Reprezentatywne profile HPLC reakcji syntezy P-imidazolidéw nukleotydéw zawierajgcych
grupe 2'(3’)-O-karbamoilo-(N-propargilowg)

W ramach niniejszej pracy wykorzystano takze inne podejscie do syntezy
aktywnych analogéw nukleotydow. Zaktada ono wprowadzenie dodatkowego kroku
hydrolizy P-imidazolidu, po reakcji z propargiloaming i DBU. W takim podejsciu reakcje
z propargiloaming mozna prowadzi¢ przez diuzszy czas. Ewentualne podstawienie
reszty imidazolu propargiloaming nie ma znaczenia, gdyz po utworzeniu karbaminianu
mieszaning reakcyjng doprowadza sie do pH = 1 za pomocg wodnego roztworu kwasu
solnego. (Rys. 74 $ciezka B) w ten sposob uzyskuje sie odpowiedni oligofosforan
nukleozydu, ktéry moze zostaé poddany oczyszczaniu za pomocg chromatografii
jonowymiennej, a nastepnie ponownej aktywacji. W tym podejsciu synteza wydtuzona
jest o dodatkowe kroki i oczyszczanie, ale dzieki temu uzyskuje sie pewnosc, ze
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pozgdany nukleotyd nie jest zanieczyszczony pochodng zawierajgcg reszte fosforanu
N-propargilowego. (Rys. 74 $Sciezka C) Jest ona nietrwata i moze skutkowac
odtworzeniem substratu — zwigzku trudnego do odizolowania w dalszych etapach
syntezy, ze wzgledu na identyczny tadunek sumaryczny, co produkt oraz identyczny
czas retencji w systemie RP HPLC. Jedynym sposobem wykrycia jej obecnosci jest
zastosowanie spektrometrii mas. Zwigzek ten jest szczegdlnie niepozgdany w
przypadku syntezy wykorzystujgcej efekt sekwencyjnej reakcji CUAAC. (por. rozdz.
16.4) Omowiona powyzej synteza zostata przedstawiona na rysunku Rys. 74.
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Rys. 74 Synteza P-imidazolidow nukleotydéw zawierajgcych 2’(3’)-O-(N-propargilo)karbaminian na
przykfadzie analogéw AMP, ADP i ATP.

W przypadku kazdej syntezy powstawaty izomery podstawione resztg N-
propargilowego karbaminianu w pozycji atomu tlenu 2’-O, bgdz w pozycji atomu tlenu
3’-0. Rézny stosunek ilosci powstajgcych w tej reakcji izomerow, wynoszacy zwykle
okoto 2:3, moze wynikac z przebiegu reakcji tworzenia reszty karbaminianu, podczas
ktérej 2’,3’-O,0-weglan nukleotydu otwiera sie preferencyjnie poprzez utworzenie
bardziej trwatego jonu 2’-O alkoksylowego, co zwieksza udziat izomeru 3’-O
podstawionego.*® Stosunek izomeréw miedzy 2'(3’)-O-karbaminianami nukleotydow
jest staty. Mozliwe jest wyizolowanie pojedynczych izomerow, jednak w czasie
przechowywania (nawet w postaci bezwodnych soli) majg one tendencje do
izomeryzacji z przywroceniem zawartosci ze stanu réwnowagi. Reakcje te znaczgco
przyspiesza zasadowe srodowisko reakcji; przedtuzajgca sie ekspozycja analogu
nukleotydu na wysokie pH moze rowniez prowadzi¢ do usuniecia reszty karbaminianu
i pozostawienia wolnych grup hydroksylowych 2’ i 3’.

Opisang metode syntezy zastosowatem takze do funkcjonalizacji nukleotydéw
innych niz adeninowe. Dokonatem tego poddajgc reakcji difosforany guanozyny oraz
cytydyny. O ile w przypadku 5’-difosforanu guanozyny reakcja zaszta z wydajnoscig
poréwnywalng do nukleotydu adeninowego (97%, stosunek izomerow 35:65 2’-O-
podstawiony:3’-O-podstawiony, (Rys. 75 a,c), o tyle w przypadku 5’-difosforanu
cytydyny warunki te doprowadzity do powstania izomeréw zawierajgcych dodatkowe
ugrupowanie N-propargilomocznikowe w obrebie zasady azotowej. (Rys. 75 d)
Prawdopodobnie wynika to z faktu, ze aminowa grupa egzocykliczna cytozyny jest
silniejszym nukleofilem, niz analogiczne grupy aminowe w adeninie czy guaninie. W
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toku badan, okazato sie, ze jako pierwszy powstaje pozgdany produkt, a podstawienie
grupy egzocyklicznej zachodzi dopiero po dluzszym czasie trwania reakcji. Reakcja ta
biegta jednak zbyt szybko, by mozliwe byto zbadanie, w ktérym momencie
najkorzystniej jest ja zakonczy¢, by uzyska¢ mozliwie wysoki stopien konwersji, przy
jednoczesnym zminimalizowaniu ilosci niepozgdanego produktu.

Rozwigzaniem tego problemu okazato sie dwukrotne rozcienczenie reakcji za
pomocg DMF i schtodzenie jej do 0 °C. W ten sposob przebieg reakcji niepozgdanej
zostat znaczaco spowolniony, co pozwolito ustali¢ moment, po ktérym zaczyna
powstawac niepozgdany produkt i zakonczy¢ reakcje. Zastosowanie tej modyfikaciji
pozwolito uzyskaé oczekiwany produkt z wydajnoscig 57%. (Rys. 75 b, e)
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Rys. 75 Synteza analogéw GDP i CDP z wykorzystaniem opracowanej metody aktywacji
nukleotydéw

Wszystkie P-imidazolidy nukleotydéw zawierajgcych 2’,3’-O,0-karbaminian zostaty
ukazane na rysunku ponizej.
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Rys. 76 Struktury i wydajnosci preparatywne osiggniete w syntezie P-imidazolidéw nukleotydéw z
karbaminianem. Nukleotydy zostaty przedstawione jako izomery 3’, jednak w rzeczywistosci wystepujg
jako mieszanina izomeréw 2’ i 3.
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14.6. Synteza nukleotydow zawierajgcych dwie grupy alkinowe w

strukturze

Aktywne P-imidazolidy nukleotydédw mogg by¢ poddawane reakcji sprzegania z
rozmaitymi czynnikami nukleofilowymi (por. rozdziat 10.3). W mojej pracy reakcja ta
wykorzystywana byta w celu uzyskiwania nukleotydow zawierajgcych dwa
ugrupowania alkinowe — jedno w obrebie nukleozydu, a drugie w obrebie zasady
azotowej. Aktywowany nukleotyd w formie soli litowej oraz odpowiedni C-fosfonian,
badz fosforan propargilu, w postaci soli trietyloamoniowej byty rozpuszczane w DMF.
Nastepnie do reakcji dodawany byt chlorek magnezu, zwykle w nadmiarze 4 — 8-
krotnym w stosunku do substratu nukleotydowego.(Rys. 77) Zazwyczaj czas reakcji
nie przekraczat jednej godziny, a oczekiwany produkt byt gtownym produktem
obserwowanym w mieszaninie. Warunki opracowane dla nukleotydu adeninowego z
powodzeniem sprawdzaty sie takze w przypadku nukleotydéw guanozynowego oraz

cytydynowego.
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Rys. 77 Uogdlniony schemat reakcji sprzegania aktywowanych nukleotydéw z C-fosfonianami oraz
fosforanem propargilu. Opracowane warunki byty skuteczne dla réznych wariantéw zasad azotowych,
dtugosci tancucha oligofosforanowego oraz ré6znych podjednostek fosforanowych.

Metoda ta umozliwia wiec synteze nukleotydéw o réznych zasadach azotowych.
Ponizej zostaty przedstawione struktury uzyskanych analogéw wraz z wydajnos$ciami

preparatywnymi zwigzkow.
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Rys. 78 Struktury zwigzkéw otrzymanych z uzyciem metody opisanej w niniejszym rozdziale.
Nukleotydy zostaty przedstawione jako izomery 3’, jednak w rzeczywistosci wystepujg jako mieszanina

izomeréw 2’ i 3'.
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W celu ustalenia, ktéry z sygnatbw na HPLC odpowiada ktéremu izomerowi
nukleotydu, mieszanina izomeréw analogu ATP 4a zostata rozdzielona, a nastepnie
dla kazdego izomeru nagrano protonowe widmo COSY. (Rys. 79)

Obecnos¢ grupy karbaminianowej w pozycji 2’-O lub 3’-O nukleotydu powoduje
przesuniecie sygnatu odpowiednio 2’H lub 3’H protonu w dét pola. W przypadku
izomeru podstawionego w pozycji 3’-O mozliwe jest nawet tak mocne przesuniecie
sygnatu H3’, ze wystepuje on w nietypowy dla nukleotydéw sposéb pomiedzy
sygnatami H1’ oraz H2' (Rys. 79B). W ten sposéb mozliwa jest identyfikacja i
przyporzgdkowanie poszczegolnych izomeréw — izomer o nizszym czasie retencji to
izomer 2’-O podstawiony, (Rys. 79 A) natomiast ten o dtuzszym czasie retencji jest
nukleotydem podstawionym w pozycji 3’-O. (Rys. 79 B)

|
H1’ H2' | 'qq H3'
N R SR b KV S
| F3.2
=: L34
| — 36
) & 5
: ~4.0
s: La.2
H3 |
_—_f fan] L4.6
S‘ F48
!1; 5.0 g"
ls2 ©
H2‘{1:4E.;| = vui} 5.4
5 . TH L56
8.8 8 )
(8] | 8} O'O OOTO N Leo
H1" < @ (im) HO 0.0 62
HN. [ea
I
lzomer 2'-O podstawiony ree
6.8

|||||||||||||||||||||||||||||||||||
6.7 6,6 6.5 6.4 6.3 6.2 6,1 6,0 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 4.7 46 45 44 43 4.2 4.1 40 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 34 3.3
2 (ppm)

-908 -



) '\] \ \
B |‘."\ I [ I\ | I\ -I |
) __'_____,,.‘ I'».._.,...w.., I '_M)_-' '\.\_W“_N_MGJ‘ ‘\J,Jff l\\w_," "\-ﬁmﬁ'_";-' '-\“” . u_,-‘ N -
[— ;* k3.0
< sz [34
H

e - @) L3.6

___:{ @| o F3.8

j 4.0

e S L4.2

R } o F4.4
_:__} L o 4.6 -
. = |4.8 %t
H2 —— s ) = , =

1 X L5.0

!

H3 __ [s2

) @@ - o

5 o 0 o (foT 156

g -O’T*O’Efo'g_‘oT o NN lee

H1’ _—r:_;j ) m I 0.0 OH 6.0

\ = . NH F6.2

J i |\||\ 6.4

w‘ Izomer 3'-O podstawiony ! Les

6‘.6 EI‘S 6“4 6‘.3 G‘,Z 6‘.1 6‘.0 5‘3 SI.B 5‘.7 5‘{: 5‘.5 5‘.4 5‘,3 5‘.2 5“195(‘-;%::')9 4‘.8 4[7 4‘.6 4‘.5 4‘.4 4‘,3 4‘.2 4‘.1. 4‘.0 3‘.9 3{3 3‘.7 3‘.6 3{5 3“4 3‘.3
Rys. 79 Poréwnanie *H-'H widm COSY izomeréw analogu 4a, 2’-O (A) oraz 3’-O podstawionego
(B). W przypadku obecnosci grupy karbaminianowej w pozycji 3’-O mozna zaobserwowaé
przesuniecie sygnatu od protonu 3’'H pomiedzy sygnaty pochodzgce od protonéw 1’H oraz 2’'H.

14.7. Dalsze modyfikacje analogow nukleotyddéw zawierajgcych
dwa ugrupowania alkinowe

Zwigzki opisane w rozdziale 14.6 sg trwate i mogg by¢ poddawane dalszym
modyfikacjom. Przyktadem takiej modyfikacji moze by¢ reakcja metylowania
przeprowadzona na analogu zawierajgcym zasade guaninowg. Reakcja ta jest
prowadzona w DMSO z uzyciem 8-krotnego nadmiaru jodku metylu.(Rys. 80) Z uwagi
na silng nukleofilowos¢ atomu azotu w pozycji N7 guaniny, w reakcji powstaje jedynie
pochodna 7-metyloguaninowa. Ze wzgledu na obecnos¢ zmodyfikowanej terminalnej
pozyciji tancucha oligofosforanowego, nie istnieje ryzyko tzw. ,przemetylowania”, czyli
przytaczenia grupy metylowej do atomu tlenu jednego z fosforanéw. Dzieki temu
reakcja moze by¢ prowadzona az do catkowitej konwersiji substratu, co maksymalizuje
wydajnosé i utatwia oczyszczanie produktu. Otrzymane w ten sposéb analogi m’GTP
zostaty wykorzystane w syntezie sond przydatnych w badaniu aktywnosci enzymu
DcpS.
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Rys. 80 Uogdlniony schemat reakcji metylowania analogu GTP.
Otrzymane analogi postuzyt do otrzymania nukleotydowych sond fluorescencyjnych przydatnych w
monitorowaniu aktywnosci enzymu DcpS

14.8. Synteza innych nukleotydow zawierajgcych dwie grupy
alkinowe

W toku eksperymentdw konieczne okazato sie otrzymanie i sprawdzenie
reaktywnosci w reakcji CUAAC nukleotydéw, w ktérych grupy alkinowe w obrebie
reszty nukleozydu przytgczone sg w inny sposob niz za pomocg reszty
karbaminianowej. Ze wzgledu na preferencje enzyméw, do badania ktérych miaty by¢
uzyte sondy nukleotydowe, zdecydowano sie na nukleotyd zawierajgcy grupe
propargilowg przytgczong w pozycji 6 zasady adeninowej, oraz na analog zawierajgcy
7-metyloguanine, ktory zawiera grupe aminowg zamiast hydroksylowej w pozycji 2’,
potgczong z resztg 5-heksynowg za pomocg wigzania amidowego. (Rys. 81)

a) 4p //\ b) 4s HsC 0

N— N >NH
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H( HO OH H( HO HN O
X

Rys. 81 Struktury dwdoch analogdéw nukleotydéw zawierajacych dwie grupy alkinowe.
a) analog ATP przeznaczony do badan biata FHIT (4p),
b) analog m’GTP przeznaczony do badan enzymu DcpS (4s)

W przypadku sondy przeznaczonej do badania biatka FHIT konieczne byto
zastosowanie nukleotydu z wolnymi grupami hydroksylowymi w pozycji 2'/3’.
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Spowodowane jest to sposobem utozenia nukleotydu w kieszeni wigzgcej —
wprowadzenie jakiejkolwiek grupy w tej pozycji uniemozliwia rozpoznanie nukleotydu
przez enzym. (por. rozdziat. 11.2)

Drugi z opisywanych nukleotydow miat postuzy¢ jako substrat w syntezie sond do
badania enzymu DcpS. Sondy zaproponowane do tej pory (8h, 8i) nie byly
rozpoznawane przez enzym z powodu braku protonu przy grupie hydroksylowej 2’.
Struktura ponizej (Rys. 82) wyjasnia sposob wigzania nukleotydu do biatka. W celu
zaistnienia takiego wigzania konieczne jest oddziatywanie wigzaniami wodorowymi
pomiedzy grupami hydroksylowymi nukleotydu (na rysunku strzatki 2 i 3), a kwasem
asparaginowym [Asp 210] w kieszeni wigzacej (na rysunku strzatka 1).202
Zaproponowane poprzednio struktury nie posiadaty protonu hydroksylowego w pozycji
2’ lub 3, ktory byt zastgpiony grupg karbaminianowg. W celu obejscia tego problemu
zaproponowano synteze nukleotydu zawierajgcego atom azotu zamiast tlenu w pozycji
2’. W ten sposéb mozliwe byto przytgczenie linkera, bez pozbawienia nukleotydu
mozliwosci utworzenia kluczowego dla oddziatywania wigzania wodorowego.

A

v

Rys. 82 Sposob utozenia nukleotydu w kieszeni wigzgcej DcpS | oddziatywanie grup 2’ oraz 3’ z
resztg kwasu asparaginowego [Asp 210]. Struktura zaczerpnieta Chen et al.2%2 powielone za zgoda
wydawcy (nr licencji 4915400154785)

Nukleotyd 6N-propargiloadenozynowy  otrzymano  wychodzgc z  6-
chloropurynorybozydu. (Rys. 83) Zwigzek ten byt poddany reakcji z propargiloaming w
obecnosci  diizopropyloetyloaminy  (DIPEA) we wrzgcym etanolu. 6N-
propargiloadenozyne uzyskano z wysokg wydajnoscig, a nastepnie zostata ona
poddana reakcji fosforylacji Yoshikawy. Synteza difosforanu zostata wykonana z
wykorzystaniem aktywnego P-imidazolidu 2-cyjanoetylofosforanu™® w reakciji
katalizowanej jonami magnezu w DMF. W ten spos6b ominiety zostat etap aktywacji
nukleotydu, co pozwolito na skrécenie liniowej Sciezki syntezy i podwyzszenie
ostatecznej wydajnosci catego procesu. Grupa cyjanoetylowa zostata usunieta
bezposrednio po reakcji sprzegania z wykorzystaniem promieniowania mikrofalowego,
zasady DBU oraz DTT jako scavengera eliminowanego akrylonitrylu. Po oczyszczeniu
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otrzymanego zwigzku za pomocg chromatografii jonowymiennej, wykonano kolejne
sprzeganie. Nukleotyd poddany byt reakcji z P-imidazolidem 2-propargilofosforanu w
DMF, w obecnosci chlorku magnezu jako katalizatora reakcji. Ostatecznie otrzymano
pozgdany produkt zawierajgcy dwie grupy alkinowe — jedng w pozycji N6 zasady
azotowej, a drugg w terminalnej pozycji taricucha oligofosforanowego.
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Nk propargiloamina, “u__L_ 1.POCI, (MeO);PO PN
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Rys. 83 Schemat syntezy analogu ATP 4p

W przypadku nukleotydu zawierajgcego 7-metyloguanine substratem wyjsciowym
byta 2’-amino-2’-deoksyguanozyna. Zostata ona poddana reakcji z aktywowanym
kwasem 5-heksynowym, a nastepnie fosforylowana metodg Yoshikawy. Otrzymany
nukleotyd aktywowano otrzymujgc P-imidazolid, ktory nastepnie zostat poddany
sprzeganiu z fosforanem trietyloaminy w reakcji katalizowanej chlorkiem cynku. Po
ponownej aktywacji, do nukleotydu przytgczono fosforan propargilu. Produkt kohcowy
uzyskano poprzez metylowanie analogu GTP za pomocg jodku metylu. (Rys. 84)
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Rys. 84 Schemat syntezy analogu 4r oraz 4s.

14.9. Podsumowanie rozdziatu

W rozdziale 14 zostaty przedstawione réznorodne strategie syntezy analogéw
nukleotydéw wykorzystane w niniejszym projekcie doktorskim. Opracowane metody
miaty na celu doprowadzi¢ do uzyskania pozgdanych analogdéw nukleotydéw
zawierajgcych dwie funkcje alkinowe w sposob szybki, wydajny i w jak najmniejszej
ilosci krokéw. Postawiony cel zostat osiggniety, otrzymano 18 réznych analogéw
nukleotydéw zawierajgcych dwie grupy alkinowe. Wydajnosci reakcji miescity sie w
zakresie 10% — 90%, przy czym najnizsze wydajnosci zostaty zaobserwowane w
reakcji metylowania nukleotydéw guaninowych. W przypadku pozostatych
nukleotyddéw, ktérych nie poddano reakcji metylowania wydajnosci byty znaczgco
wyzsze (min. 48% dla analogu guaninowego, maks. 88% dla analogu adeninowego).

15. Barwniki zawierajgce azydek

15.1. Wprowadzenie

W niniejszej pracy analogi nukleotydéw zawierajg dwie grupy alkinowe potencjalnie
reaktywne w reakcji CUAAC. Drugim substratem niezbednym do przeprowadzenia tych
reakcji sg odpowiednie barwniki zawierajgce azydek. W wigkszosci przypadkow
fluorofory te sg dostepne handlowo.

- 103 -



H
N \/\ONO\/\N3 N,

] ( g
5a Pyt

@]

(]

5c PyS

5d Cv

N\Ao/\/ N N\/\O/\/ N,
5b Py 5e PEP

Rys. 85 Barwniki fluorescencyjne uzyte w syntezie sond ekscymerowych

W ramach niniejszej pracy konieczne okazato sie otrzymanie dwoch fluoroforéw
wykazujgcych fluorescencje ekscymerowa. Byly to N-(2-azydoetylo)-2-pirenoacetamid
oraz azydkowa pochodna barwnika cyjanowinylenowego.''! Wszystkie barwniki
fluorescencyjne uzyte w ramach niniejszej pracy przedstawiono na Rys. 85
(ekscymerowe) oraz na Rys. 86 (FRET). Struktury wygaszaczy z serii Tide Quencher
nie sg ujawnione przez firme, ktéra je wytwarza (znane sg jedynie ich wzory

sumaryczne).
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Rys. 86 Barwniki uzyte w syntezie sond FRET.

15.2. Pochodna pirenu zawierajgca grupe etyloazydkowag

Barwnik pirenowy z relatywnie krétkim linkerem byt niezbedny do syntezy sond
ekscymerowych, umozliwiajgcych zbadanie wptywu odlegtosci pary ekscymerowej od
zasady azotowej na intensywnos$¢ fluorescencji. W tym przypadku wyjsciowym
substratem byt kwas 2-pirenooctowy. Zwigzek ten byt optymalny, gdyz linker dtugosci
jednej grupy metylenowej ma minimalng diugos¢, a przy tym nie dochodzi do
sprzezenia ukfadu 1T elektronéw pirenu z elektronami z grupy kwasowej, co mogtoby
znaczgco zmieniaé wiasciwosci spektralne zwigzku. Kwas 2-pirenooctowy zostat
zaktywowany z uzyciem metody NHS.(Rys. 87) Aktywny produkt posredni bez
wydzielania poddano reakcji z 2-azydoetyloaming. Ostatecznie produkt wyizolowano
za pomocg chromatografii silikazelowej, uzyskujgc wydajnosc 67%.
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Rys. 87 Schemat syntezy azydkowej pochodnej barwnika pirenowego (5c¢)
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15.3. Pochodna barwnika cyjanowinylenowego zawierajgca grupe
azydkowa

Synteza barwnika opisanego w pracy Gao et al.''! (por. rozdziat 7.2) zostata
zmodyfikowana przez zastosowanie substratu aldehydowego z dodatkowg grupg N-
etylohydroksylowg zamiast zastosowanego przez autoréw 4-(dimetyloamino)-
benzaldehydu.(Rys. 88) Reakcja ta byta katalizowana piperydyng w etanolu. Trwata 8
godzin, a powstajgcy produkt ulegat wytrgceniu, dzieki czemu mozliwe byto jego
szybkie oczyszczenie przez wirowanie | odmywanie zanieczyszczen zimnym
etanolem. Pomimo obecnosci dodatkowego linkera, produkt reakcji nie odbiegat
wiasciwosciami od tego opisanego w publikacji, co pozwolito na otrzymanie go
podobnymi metodami i z poréwnywalng do opisanej wydajnoscig 73%.

Otrzymany barwnik zostat przeksztatcony w odpowiedni mesylan. Zwigzek ten
zostat wyekstrahowany z mieszaniny i poddany reakcji z azydkiem sodu w DMF w
podwyzszonej temperaturze. Ostateczny produkt zostat wyizolowany technikami
chromatograficznymi i przeznaczony do reakcji z analogami nukleotydéw.
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Rys. 88 Schemat zmodyfikowanej syntezy barwnika cyjanowinylenowego (5d)

16. Reakcja CuAAC w procesie otrzymywania sond
nukleotydowych

16.1. Wprowadzenie

Wszystkie otrzymane nukleotydy zawierajg grupy alkinowe, natomiast opisane
barwniki zawierajg ugrupowanie azydkowe. Podstawg syntez sond nukleotydowych
opisanych w niniejszej pracy jest reakcja CUAAC (por. rozdziat 9.2). Reakcja ta zostata
wybrana ze wzgledu na jej wtasciwosci. Po pierwsze jest to reakcja ortogonalna wobec
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wielu grup funkcyjnych wystepujgcych w nukleotydach i barwnikach fluorescencyjnych.
Jest to szczegdlnie istotne, gdyz w samym nukleotydzie wystepujg grupy funkcyjne o
réznej reaktywnosci — grupy aminowe, karbonylowe, hydroksylowe, czy fosforanowe.
Réwniez réznorodnosc¢ stosowanych fluoroforéw przektada sie na mnogosé grup
funkcyjnych, ktére mogg one zawierac. Z tego wzgledu wybor pary alkin terminalny —
azydek, ktéra nie wystepuje w zwigzkach naturalnych, wydaje sie trafny. Po drugie,
reakcja ta jest mozliwa do przeprowadzenia w wodzie, w szczegolnosci woda nie
przeszkadza w przebiegu tej reakcji. Dla nukleotyddw, ktére sg czgsteczkami bardzo
hydrofilowymi jest to wiec bardzo dobry wybér. Opisywane w poprzednim rozdziale
(por. rozdz. 14) syntezy byly prowadzone w rozpuszczalnikach organicznych, a
nukleotydy musiaty w nich wystepowa¢ w formie soli trietyloamoniowej — jednej z
nielicznych soli, ktdre sg rozpuszczalne w takim srodowisku reakcji. Przeprowadzenie
reakcji w wodzie to znaczgce utatwienie syntezy i brak konieczno$ci wymiany kationu
nukleotydu. Kolejnym aspektem jest wydajnos¢. Produkty reakcji CUAAC powstajg
zazwyczaj z bardzo wysokg wydajnoscig, co jest szczegolnie istotne ze wzgledu na
koszt otrzymania modyfikowanych nukleotydéw, czy tez fluoroforéw. Ponadto, w
reakcji tej powstaje zawsze jeden i ten sam izomer produktu (zawierajgcy podstawione
ugrupowanie 1,4-triazolowe). Przektada sie to na zwiekszenie wydajnosci i brak
koniecznosci pracochtonnego oczyszczania bardzo podobnych chemicznie
produktow.

W pierwszym podejsciu reakcja CuAAC zostata opracowana dla nukleotyddw
zawierajgcych jedng grupe alkinowg, doswiadczenia wynikajgce z tych
eksperymentoéw zostaty pdzniej zastosowane w syntezie nukleotydow zawierajgcych
dwie grupy alkinowe.

16.2. Nukleotydy z pojedynczg grupg alkinowg w reakcji CUAAC

W pierwszym podejsciu zoptymalizowane zostaty warunki reakcji nukleotydow
zawierajgcych grupe alkinowg w obrebie terminalnej reszty fosforanowej. W skalach
reakcji stosowanych w ramach niniejszej pracy najlepsze efekty uzyskiwano poprzez
sporzgdzanie roztworow substratow i uzywanie ich do reakcji. Roztwory nukleotydow
sporzadzano w wodzie, natomiast reagentéw azydkowych w rozpuszczalnikach
organicznych. W zaleznosci od reakcji byty to tert-butanol, DMF lub DMSO. Przedziat
stezen roztworow wyjsciowych nukleotyddw i substratdw azydkowych wahat sie w
zaleznosci od reakcji miedzy 0,4 M i 1,0 M. Stosunek substratu azydkowego do
nukleotydu wynosit miedzy 1 a 1,5 réwnowaznika molowego.

W reakcjach CUAAC katalizator otrzymywano in situ na drodze redukcji jonu Cu?*
— Cu*. Redukcji tej dokonywano poprzez potgczenie wodnych roztwordéw siarczanu
(VI) miedzi (Il) oraz askorbinianu sodu. W tym przypadku stezenia wyjsciowych soli
wynosity od 1,0 M do 2,0 M, w zalezno$ci od reakcji.

Opracowana procedura zaktadata potgczenie roztworéw nukleotydu i substratu
azydkowego, wprowadzenie roztworu siarczanu miedzi, a nastepnie rozpoczecie
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reakcji poprzez dodanie roztworu askorbinianu sodu. Przy potgczeniu roztworu
reagentow azydkowego i alkinowego mozliwe jest zaobserwowanie czy wodny roztwor
nukleotydu nie powoduje wytrgcenia sie zwykle bardziej lipofilowego substratu
azydkowego. Jesli po zmieszaniu nie obserwuje sie zadnego osadu, mozliwe jest
dodanie roztworu siarczanu miedzi. W tym przypadku rowniez moze dojs¢ do
wytrgcenia reagentu azydkowego, co na tym etapie moze zostac¢ jeszcze naprawione
przez rozciehczenie mieszaniny za pomocg rozpuszczalnika organicznego. Reakcja
zostaje rozpoczeta poprzez dodanie roztworu askorbinianu sodu. Takie podejscie
minimalizuje ekspozycje podatnego na utlenienie jonu miedzi (I) na tlen
atmosferyczny. Dodatkowym zabezpieczeniem moze by¢ prowadzenie reakcji w
atmosferze argonu. Zwykle reakcja przeprowadzona w tych warunkach trwata 45 — 60
minut, skutkujgc 100% konwersjg. Reprezentatywny chromatogram obrazujgcy stan
reakcji przed jej rozpoczeciem i po jej zakonczeniu zostat przedstawiony ponizej. (Rys.
89) Dominujgcym produktem obecnym w mieszaninie reakcyjnej zawsze byt produkt
oczekiwany.
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Rys. 89 Chromatogram reakcji azydkowej pochodnej pirenu z analogiem nukleotydu zawierajgcym
C-fosfonian etynylowy w terminalnej pozycji taricucha oligofosforanowego. W toku reakgji caty substrat
nukleotydowy ulegat konwersji do produktu. Po reakcji pozadany produkt byt dominujgcym produktem

w mieszaninie reakcyjnej.

Ponizej zaprezentowano wybrane znakowane nukleotydy i inne addukty otrzymane
Z uzyciem opisanej metody.
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Rys. 90 Struktury niektérych nukleotydéw pojedynczo znakowanych otrzymanych w ramach

niniejszej pracy doktorskiej.

Przedstawione struktury koniugatéw zostaty otrzymane jako dowdd przydatnosci
opracowanej metody. Z uwagi na interesujgce wtasciwosci sond zawierajgcych dwa
znaczniki oddziatujgce ze sobg na sposob FRET, badz tez tworzgce ekscymery,
nukleotydy pojedynczo znakowane nie byty badane w eksperymentach biologicznych.
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Niemniej jednak opracowane metody syntez, a takze zwigzki otrzymane w ramach
niniejszej pracy zostaty wykorzystane w innych projektach. Byty to m. in. projekt
dotyczgcy opracowania szybkiej metody syntezy nowych analogow 5 kornca mRNA
(kapu) przedstawiony w pracach Walczak et al.?%3 294 W pracach tych wykorzystano
rozne analogi zawierajgce grupe alkinowg w terminalnej pozycji fancucha
oligofosforanowego. Zastosowanie reakcji CUAAC umozliwito synteze bardzo duzej
liczby analogdéw kapu zawierajgcych triazol wewnagtrz tarncucha oligonukleotydowego
w krotkim czasie i z wysokimi wydajnosciami, co przy wczesniejszym podejsciu
zaktadajgcym sprzeganie ze sobg dwoch nukleotyddw nie bytoby mozliwe.

Innym przyktadem zastosowania przedstawionych tutaj zwigzkoéw jest praca
Kozarski et al.,?® w ktorej wykorzystano przedstawione C-fosfoniany w celu syntezy
analogow nukleotydow zawierajgcych triazol pomiedzy nukleozydem, a analogiem &’
fosforanu. W ten sposdb mozliwe byto uzyskanie pierwszego matoczgsteczkowego
inhibitora biatka cNIIIB. Ponadto, w badaniu powinowactwa otrzymanych inhibitorow
do biatka cNIIIB wykorzystano sonde-koniugat analogu 5'-difosforanu 7-
metyloguanozyny z fluoresceing, otrzymany z wykorzystaniem metody opracowanej w
ramach niniejszej pracy.

Metoda syntezy analogdéw nukleotydéw znakowanych w terminalnej pozyciji
tancucha oligofosforanowego zostata tez wykorzystana do syntezy sond
fluorescencyjnych ukazanej w pracy Kasprzyk et al.2°® W pracy tej wykorzystano
analog trifosforanu 7-metyloguanozyny znakowany pirenem w terminalnej pozycji
tancucha oligofosforanowego. Sonda taka wykazywata ponad 30-krotne zwiekszenie
emisji fluorescenciji pirenu pod wptywem wigzania z enzymem DcpS, w poréwnaniu do
emisji fluorescencji sondy niezwigzanej. Dzieki tej wlasciwosci mogta postuzy¢ do
pomiaru aktywnosci enzymu DcpS w czasie, a takze do szybkiego wyznaczania
wartosci ICso roznych inhibitorow tego biatka.

16.3. Nukleotydy z dwiema grupami alkinowymi w reakcji z dwoma
jednakowymi reagentami azydkowymi — synteza sond ekscymerowych

Nukleotydowe sondy ekscymerowe to analogi nukleotydow, do ktérych przytgczono
dwa identyczne barwniki wykazujgce fluorescencje ekscymerowg. Do ich syntezy
zostaty wykorzystane nukleotydy zawierajgce dwie grupy alkinowe (4a-o) — jedng w
obrebie rybozy, druga natomiast w obrebie terminalnej reszty fosforanu. W
zastosowanym podejsciu nukleotydy te zostaty poddane podwdjnej reakcji CUAAC z
nadmiarem barwnika fluorescencyjnego zawierajgcego grupe azydkowg. Podejscie
takie znaczgco uproscito synteze i umozliwito otrzymanie pozgdanych sond w jednej
reakcji CuUAAC.

Nukleotydy adenozynowy, cytydynowy, oraz guanozynowy byty uzywane w reakcji
CuAAC jako mieszanina izomerdw 2°,3’. Nukleotydy zawierajgce 7-metyloguanozyne
byty rozdzielane na poszczegodlne izomery 2’ i 3’ oraz poddawane reakcji CUAAC jako
czyste izomery.
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Doswiadczenia zdobyte w syntezie nukleotydéw pojedynczo znakowanych
znaczaco utatwity opracowanie skutecznej syntezy sond ekscymerowych. Z uwagi na
hydrofobowos¢ fluoroforow ekscymerowych, proporcja rozpuszczalnikéw zostata
zmieniona znaczgco na korzysc rozpuszczalnika organicznego (DMSO) i oscylowata
w granicach od okoto 22% wody (dla najbardziej hydrofilowego barwnika
cyjanowinylowego (5d)) do okoto 12% wody (dla najbardziej hydrofobowego
fenyloetynylopirenu (5e)). Nadmiar barwnika w stosunku do analogu nukleotydu
ustalono na 3-krotnie wyzszy. Katalizator — jon miedzi (I) generowany byt in situ
poprzez dodanie kolejno wodnych roztwordw siarczanu miedzi oraz askorbinianu sodu
do mieszaniny substratow. Reakcja trwajgca miedzy 1 — 3 h pozwolita otrzymac z
sondy zawierajgce barwniki pirenowe i cyjanowinylowe z wydajnosciami w granicach
30 — 99%. (Rys. 91)
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Rys. 91 Przykfadowe chromatogramy z reakcji otrzymywania sond ekscymerowych z barwnikiem
cyjanowinylowym (a), oraz z pirenem (b). Sygnat pochodzacy od pozgdanej sondy jest sygnatem
dominujgcym w obrazie reakcji (nie liczac sygnatu nadmiaru barwnika)
Sygnat o czasie retencji tr = 2,5 min pochodzi od komplekséw miedziowych z EDTA.

Reakcje nukleotydow z barwnikiem fenyloetynylopirenowym w opisanych
warunkach skutkowaty jedynie pojedynczo podstawionym nukleotydem — badanie za
pomocg spektrometrii mas pozwolito dowies¢, ze jest to produkt podstawiony w
obrebie grupy alkinowej przytgczonej do reszty terminalnego fosforanu. Aby mozliwe
byto petne przereagowanie substratu, konieczna byta zmiana warunkow reakcji. Po
pierwsze, nadmiar barwnika ustalono na 5-krotny wobec stezenia analogu nukleotydu.
Kolejng modyfikacjg byto zastosowanie 4-krotnie wyzszego stezenia jondw miedzi
oraz askorbinianu sodu w odniesieniu do standardowych warunkéw reakcji. Ponadto
do reakcji wprowadzono ligand THPTA (por. rozdz. 9). W ten sposéb mozliwe byto
uzyskanie sond zawierajgcych dwie reszty fenyloetynylopirenowe z wydajnosciami w
granicach 85 — 95%. (Rys. 92)
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Rys. 92 Chromatogramy mieszaniny reakcyjnej przed i po reakcji nukleotydu z
fenyloetynylopirenem. Ksztatty sygnatéw barwnika oraz sondy, ktdra go zawiera obrazujg, ze jest on
bardzo hydrofobowy i badanie tych reakcji w uktadzie odwréconych faz moze by¢ utrudnione. Duzy
sygnat o czasie retencji tr = 2,5 min pochodzi od komplekséw miedziowych z EDTA.

Opracowana metoda okazata sie uniwersalna w kontekscie nukleotydéw
zawierajgcych dwie grupy alkinowe. Zostata ona wykorzystana w syntezie 19 nowych
sond nukleotydowych, zawierajgcych rézne reszty C-fosfonianu, bgdz fosforanu
propargilu w terminalnej pozycji reszty fosforanu, rézne zasady azotowe i rézne
barwniki. Ponizej zaprezentowano zwigzki otrzymane za pomocg opisywanej metody
(Tabela 1). Sondy zawierajgce 7-metyloguanine (7j-r) zostatly otrzymane przez mgr.
Michata Kopciata z Laboratorium Chemii Bioorganicznej UW. Zostaty one tutaj
pokazane, aby dowiesc¢, ze warunki reakcji opracowane w ramach niniejszej pracy sg
odpowiednie dla nukleotydow zawierajgcych rozne zasady azotowe.
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16.4. Roznica reaktywnosci grup alkinowych pozostajgcych w
réznym otoczeniu chemicznym i synteza sond zawierajgcych dwa
rézne fluorofory

Nietypowy alkin jakim jest C-fosfonian etynylowy charakteryzuje sie bezposrednim
sgsiedztwem potréjnego wigzania i reszty fosforylowej. Z powodu obecnosci grupy
wyciggajgcej elektrony, alkin ten jest ubogi w elektrony, przez co tatwiej moze ulegac
deprotonacji i tworzy¢ sole z jonem miedzi (l). Sprzyja to jego reaktywnosci w reakciji
CuAAC. Aby sprawdzi¢ stusznos¢ tego rozumowania przeprowadzono eksperyment
kompetycyjny w reakcji CUAAC dwdch nukleotyddw z jednym barwnikiem azydkowymi
w stosunku 1:1:1. Nukleotydy te byly C-fosfonianowymi analogami ATP, réznigcymi
sie miedzy sobg resztg C-fosfonianowg w obrebie terminalnego fosforanu. Pierwszy
zawierat C-fosfonian etynylowy, drugi natomiast C-fosfonian 3-butynynlowy, ktéry
pomiedzy resztg fosforylu i grupg alkinowg zawiera dwie grupy metylenowe. Testowym
substratem azydkowym byt N-(2-azydoetylo)-2-pirenoacetamid (por. rozdz. 15.2).
Zwigzek ten zostat wybrany ze wzgledu na swojg znaczgcg hydrofobowos$é, dzieki
ktérej produkty mozna byto tatwo oddzieli¢ od substratow, a takze od siebie nawzajem.

Reakcje prowadzono przez 1 godzine przy zastosowaniu standardowych warunkow
reakcji CUAAC (0,1 réwnowaznika molowy CuSOs i 0,4 réwnowaznika molowego
askorbinianu sodu) w mieszaninie DMSO i wody (odpowiednio 74/26). Po tym czasie
mieszanina reakcyjna zostata zbadana. Stwierdzono, Zze produkt powstaty z
nukleotydu zawierajgcego C-fosfonian etynylowy to 78% produktéow, podczas gdy
produkt powstaty z nukleotydu zawierajgcego C-fosfonian 3-butynylowy to tylko 22%
sumy produktow.(Rys. 93) Potwierdzito to hipoteze, ze grupa alkinowa bedgca w
bezposrednim sgsiedztwie tancucha oligofosforanowego ma zwiekszong reaktywnos¢é
w reakcji CuAAC w stosunku do grup alkinowych niezawierajgcych grup
wyciggajgcych elektrony w swoim sgsiedztwie
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Rys. 93 Eksperyment poréwnujacy reaktywnos¢ C-fosfonianéw zawierajgcych alkiny — 3-
butynylowy oraz etynylowy w reakcji CUAAC.

Doswiadczenia z syntezg sond ekscymerowych pokazaty réznice reaktywnosci
miedzy grupg alkinowg znajdujgcg sie w obrebie tancucha oligofosforanowego oraz tg
przytgczong do reszty rybozy. Po bardziej wnikliwej analizie wszystkich produktow
wystepujgcych w mieszaninie reakcyjnej, w ktorej nie wystgpita 100% konwersja widac
jedynie nukleotyd z resztg pirenu przytgczong do alkinu sgsiadujgcego z resztg
fosforanu, nie ma natomiast produktu, w ktérym przereagowataby tylko reszta alkinowa
w obrebie rybozy, co ustalono za pomocg analizy metodg tandemowej spektrometrii
mas (Rys. 94).207
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Rys. 94 Analiza nieznanego sygnatu o nizszym czasie retencji niz sonda ekscymerowa. Analiza
fragmentacyjna wskazata, ze jest to nukleotyd z pirenem przytaczonym do grupy alkinowej obecnej w
obrebie reszty oligofosforanu. Wartos¢ zadnego z sygnatéw nie odpowiadata zadnemu fragmentowi
analogu z barwnikiem pirenowym przytaczonym do grupy N-propargilokarbaminianowe;.

Wyniki sugerowaty, ze jest mozliwe takie dobranie warunkow, by selektywnie
przeprowadzi¢ reakcje z jednym barwnikiem azydkowym tylko w obrebie grupy
alkinowej przytgczonej do reszty fosforanu, a nastepnie kolejng reakcje, juz z innym
barwnikiem, w obrebie grupy alkinowej przytgczonej do reszty rybozy. Obserwowana
réznica reaktywnosci moze by¢ wykorzystana do otrzymania sond nukleotydowych
zawierajgcych dwa rozne barwniki, ktore mogtyby ze sobg oddziatywac, np. przez
bezpromienisty transfer energii (FRET).

Pilotazowy eksperyment majgcy potwierdzi¢ te przypuszczenia zostat
przeprowadzony z uzyciem analogu ADP zawierajgcego C-fosfonian 2-propargilowy w
terminalnej pozycji fancucha oligofosforanowego. Wodny roztwor nukleotydu i cyjaniny
3 zawierajgcej ugrupowanie azydkowe w DMSO w stosunku molowym 1:1 zmieszano
i dodano do niego wodny roztwor siarczanu miedzi (0,4 rownowaznika molowego) oraz
wodny roztwér askorbinianu sodu (4 rownowazniki molowe). Reakcja po godzinie data
niemal wytacznie jeden zwigzek zawierajgcy nukleotyd z cyjaning 3 przytgczong
wytgcznie w obrebie reszty C-fosfonianu. Nastepnie do reakcji dodano roztwor
azydkowej pochodnej cyjaniny 5 w DMSO (1 réwnowaznik molowy) oraz roztwory
siarczanu miedzi (0,4 réwnowaznika) oraz askorbinianu sodu (4 réwnowazniki
molowe). W efekcie po godzinie zaobserwowano zanik wczesniej zidentyfikowanego
adduktu i pojawienie sie nowego sygnatu, ktéry po zbadaniu za pomocg spektrometrii
mas okazat sie oczekiwanym nukleotydem zawierajgcym pare Cy3-Cy5. (Rys. 95)
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Rys. 95 Sekwencyjna reakcja CUAAC z analogiem ADP. W kazdym etapie, oczekiwany produkt byt
dominujgcym sktadnikiem mieszaniny. Sygnaty o czasie retencji okoto 2,5 minuty pochodza od
kompleksu Cu-EDTA. Produkt uzyskany w sekwencyjnej reakcji CUAAC poddano analizie MS/MS.
Dopasowane sygnaty od jonéw fragmentacyjnych, ktére swiadczg o otrzymaniu oczekiwanego
izomeru zostaty naniesione na wykres. Zaden z sygnatéw MS nie pasowat do jonu, ktéry mogtby
pochodzi¢ od odwrotnie podstawionego izomeru.

Przeprowadzone eksperymenty byty podstawg opracowania nowej metody syntezy

sond zawierajgcych dwa rozne fluorofory. W toku badan, okazato sie, ze dla
regioselektywnosci i maksymalizacji wydajnosci reakcji musi by¢ spetnione kilka
warunkéw:

e Reagent azydkowy (ktéry zwykle jest bardziej hydrofobowy) powinien byé
rozpuszczony w mieszaninie reakcyjnej. Ma to szczegolne znaczenie w przypadku
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bardzo hydrofobowych barwnikéw (m. in. wygaszacze fluorescencji z serii Tide
Quencher). W celu uzyskania jak najlepszych wynikow zawarto$¢ wody powinna
stanowi¢ maksymalnie 10% objetosciowych mieszaniny reakcyjnej.

¢ Mieszanina reakcyjna powinna by¢ jak najbardziej stezona. W pierwszym etapie
reakcji stezenie reagentow alkinowego i azydkowego powinno miesci¢ sie w
przedziale 13 — 16 mM, w drugim etapie stezenia te powinny miesci¢ sie w
przedziale 9 — 11 mM. Przy tym powinien by¢ zachowany warunek pierwszy.

¢ Istotna jest forma w jakiej wystepuje jon miedzi. Sekwencyjnos¢ reakcji moze
wynika¢ z kompleksowania jonu miedzi przez tancuch oligofosforanowy, co utatwia
reakcje z pobliskg grupg alkinowg (argumenty przemawiajgce za tg hipotezg
przedstawiono w rozdz. 16.5). Implikuje to konieczno$¢ uzycia jonu miedzi
pozbawionego czynnikéw kompleksujgcych takich jak THPTA, czy TBTA w
pierwszym etapie reakcji. Z kolei w drugim kroku reakcji sekwencyjnej ligand taki
moze by¢ pomocny w przeprowadzeniu kolejnej reakcji CUAAC z grupg alkinowa,
ktdra nie jest przytaczona do tahcucha fosforanowego.

e Askorbinian sodu powinien zosta¢ uzyty w odpowiednim nadmiarze (zwykle
molowo 4 — 10-krotno$¢ wobec zastosowanego stezenia jonéw miedzi). Pozwala
to na wytworzenie katalizatora in situ, poprzez redukcje jonu miedzi (1), utrzymanie
redukujgcego srodowiska reakcji przeciwdziatajgc tlenowi rozpuszczonemu w
rozpuszczalnikach, a ponadto askorbinian petni role zasady pozwalajgcej na
tatwiejszg deprotonacje alkinu w pierwszym kroku reakcji CUAAC.

e Przed rozpoczeciem reakcji, wskazane jest usuniecie tlenu z naczynia
reakcyjnego za pomocg strumienia argonu, a takze uzywanie odgazowanych
rozpuszczalnikow.

Opracowana metoda pozwolita otrzymac szereg sond wykazujgcych efekt FRET
oraz efekt wygaszenia fluorescenciji. Otrzymane sondy roznity sie miedzy sobg zasadg
azotowg (adenina, guanina, 7-metyloguanina), dtugoscig tancucha
oligofosforanowego (di-, trifosforany nukleozydéw), zastosowanymi barwnikami
fluorescencyjnymi, oraz umiejscowieniem grupy alkinowej w obrebie reszty
nukleozydu (grupa 2’-O/3’-O-karbaminianowa, grupa 2’-aminowa, bgdz pozycja 6N
adeniny). Opracowana metoda sekwencyjnej reakcji CuAAC okazata sie wiec
uniwersalna wobec nukleotydéw zawierajgcych dwie grupy alkinowe, pod warunkiem,
ze jedna z nich przytgczona jest do terminalnego fosforanu. Tabela 2 ze strukturami
otrzymanych zwigzkow wraz z wydajnosciami reakcji zostata zaprezentowana ponizej.
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Tabela 2
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R1\N o
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P~otP~0 o Zasada
X O

n

- o]
N=N E;O OH
R Struktura ogodlna nukleotyddéw 8a — 8i.
Numer | Zasada | n X Ri1 R2 Izomer Wydajnos¢
[%6]
8a Ade 1 CH:2 Cy3 Cy5 2'+3 76
8b Ade |1| CH: Cy5 Cy3 2'+3’ 56
8c Ade |[2]| OCH: Cy5 Cy3 2'+3’ 73
8d Ade |[2| OCH: Cy3 Cy5 2'+3 72
8e Ade |2]| OCH: TQ2 5-FAM 2'+3 84
8f Ade |[2| OCH: TQ3 Cy3 2+3 48
89 Ade 2 OCH:2 Wit. B12 | 5-FAM 2'+3’ 36
8h m’Gua | 2| OCH: Cy5 Cy3 3 45
8i m’Gua | 2| OCH: Cy3 Cy5 2 43
57
8] D 57
& O
8k Fofefo G 24
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Struktura ogodlna nukleotyddéw 8| — 8s.

Numer | Zasada R1 R2 Wydajnosc¢ [%]

8l m’Gua Cy5 Cy3 46

8m m’Gua Cy3 Cy5 49

8n m’Gua SCy5 Cy3 45

80 m’Gua Cy3 SCy5 22

8p m’Gua SCy5 SCy3 34

8r m’Gua TQ3 5-ROX 48

8s Gua Cy5 Cy3 47

16.5. Woyjasnienie regioselektywnosci reakcji CUAAC za pomocg

metod obliczeniowych

Réznica reaktywnosci dwdch grup alkinowych nukleotydéw otrzymanych w ramach
niniejszej pracy jest tak znaczna, ze umozliwia kontrolowanie reakcji i selektywne
przytgczanie znacznikdbw w okreslone pozycje czgsteczki. Jak pokazano w rozdziale
16.4, wiasciwos¢ te mozna wykorzystaé w syntezie sond nukleotydowych
zawierajgcych dwa rézne znaczniki. Aby wyjasnic¢ efekt wyzszej reaktywnosci grupy
alkinowej przytgczonej w obrebie oligofosforanu postawiono dwie hipotezy:

e O reaktywnosci mogt decydowac wptyw grupy fosforylowej, ktéra wyciggajgc
elektrony z reszty alkinowej utatwia zdeprotonowanie go i rozpoczecie reakcji
CuAAC

e tancuch oligofosforanowy kompleksuje jony miedzi, ktére znajdujgc sie w
poblizu grupy alkinowej tatwiej mogg wejS¢ w reakcje z nig i rozpoczgc
reakcje CuAAC.

Powyzsze hipotezy zostaty zweryfikowane za pomocg obliczeh wykonanych przez
dr. Marcina Katka z Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego dla
nastepujgcej reakcji modelowe;j:
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Rys. 96 Schemat reakcji dla ktérej przeprowadzono obliczenia

Jako mechanizm reakcji CUAAC przyjeto ten opisany przez Ahlquist et al.'3° Z uwagi
na stopien skomplikowania ukfadu i liczbe jego stopni swobody model uproszczono;
zasade azotowg zastgpiono resztg imidazolu, nukleotyd jest tylko 3’-O podstawiony,
grupa karbaminianowa tworzy wigzanie wodorowe z grupg 2’-OH, a pierscien rybozy
przyjmuje konformacje 3’-endo.

W toku badan okazato sie, ze reakcja jest nieodwracalna ze wzgledu na znaczng
réznice energii miedzy substratami i produktem (>60 kcal/mol). Kontrola tej reakcji jest
zatem Scisle kinetyczna, zalezna od szybkos$ci utworzenia pierwszego wigzania C—N
powstajgcego triazolu.

Pierwsza hipoteza okazata sie nie by¢ prawdziwa, gdyz selektywnos¢ w matym
stopniu zalezy od elektronowych wiasciwosci reszty alkinowej. Duzo wiekszy udziat
ma tutaj kwestia kompleksowania jonu miedzi przez rézne indywidua chemiczne
obecne w srodowisku reakcji. Ze wszystkich zasad Lewisa obecnych w srodowisku
reakcji, to witasnie reszta oligofosforanowg pochodzgca z drugiej czgsteczki
nukleotydu najtrwalej kompleksuje jon miedzi (taki kompleks ma najnizszg energie ze
wszystkich kompleksow, ktére mogg wystepowac w reakciji, tj. anionem siarczanowym,
DMSO, woda, itd.).

Rezultat obliczen zostat przedstawiony ponizej wraz z podanymi wzglednymi
energiami powstatych uktadow. (Rys. 97)

+MeN;

0 kcal/mol
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Rys. 97 Obraz stanu przejsciowego w reakcji CUAAC w przypadku, gdy pierwszg grupg reagujaca
jest C-fosfonian etynylowy (a), lub grupa N-propargilokarbaminianowa (b)

Z obliczen wynika, ze reakcja CUAAC z resztg C-fosfonianu etynylowego jest o 4,7
kcal/mol faworyzowana w stosunku do reakcji CuAAC 2z resztg N-
propargilokarbaminianu. Przekfada sie to na okoto 1000-krotnie wiekszg reaktywnos¢
alkinu przytgczonego do C-fosfonianu. Prawdopodobnie réznica ta jest spowodowana
liczbg wigzan koordynacyjnych, ktére moze utworzy¢ reszta oligofosforanu z jonem
miedzi (1); im jest ich wiecej, tym energia takiego kompleksu jest nizsza i tym bardziej
jest on faworyzowany.

16.6. Podsumowanie rozdziatu

Reakcja CuAAC okazata sie przydatna w syntezie nukleotydowych sond
fluorescencyjnych. Opracowane warunki reakcji pozwolity uzyskaé¢ szereg réznego
rodzaju adduktéw nukleotydow z rozmaitymi reagentami azydkowymi, m.in.
dinukleotyddéw zawierajgcych triazol jako analog fosforanu, nukleotydéw znakowanych
biotyng, czy nukleotydow znakowanych fluorescencyjnie. Zarobwno metoda, jak i
otrzymane za jej pomocg zwigzki majg potencjat jako inhibitory czy sondy
nukleotydowe, co zostato wykazane w pracach wykorzystujgcych pojedynczo
znakowane nukleotydy.203: 206

W przypadku sond zawierajgcych jeden znacznik fluorescencyjny istnieje ryzyko, ze
jego fluorescencja bedzie zalezna od rodzaju zasady azotowej wystepujgcej w
nukleotydzie. Wprowadzenie do struktury dwéch znacznikéw oddziatujgcych ze sobg
znaczgco zmniejsza wptyw zasady azotowej na fluorofory. Dlatego tez opracowano
warunki wydajnej reakcji CuUAAC nukleotydow zawierajgcych dwie grupy alkinowe z
dwoma jednakowymi fluoroforami wykazujgcymi fluorescencje ekscymerows.
Podejscie takie umozliwia w jednej reakcji uzyskaC w szybki i prosty sposob
funkcjonalng sonde fluorescencyjng. Opracowana metoda pozwolita mi otrzymac 11
sond nukleotydowych  znakowanych dwoma identycznymi  znacznikami
fluorescencyjnymi. Zwigzki te réznity sie miedzy sobg zasadg azotowg (A, G, lub C)
zastosowanym znacznikiem oraz rodzajem zastosowanego analogu terminalnego
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fosforanu, co pokazato, ze opracowana metoda jest uniwersalna i mozliwa do
zastosowania do wielu roznych analogéw nukleotyddw.

Przy opracowywaniu optymalnych warunkow podwojnej reakcji CUAAC okazato sie,
ze dwie grupy alkinowe obecne w czgsteczce nie sg réwnocenne pod wzgledem
reaktywnosci w CuAAC. W toku eksperymentow stwierdzitem, ze grupa alkinowa
przytaczona do reszty oligofosforanu jest znacznie bardziej reaktywna niz grupa
alkinowa przytgczona w obrebie nukleozydu. Doswiadczenia pokazaty, ze efekt ten
jest niezalezny od liczby fosforanéw, czy tez zasady azotowej. Zjawisko to zostato
wyjasnione za pomocg obliczen, ktore wykazaty, ze znaczgcg role petni tutaj
kompleksowanie jonu miedzi przez tancuch oligofosforanowy. Sprawia to, ze jon
miedzi znajduje sie w dogodnej pozycji do utworzenia adduktu z grupg alkinowg
przytgczong do terminalnego fosforanu i rozpoczecia reakcji CuAAC.

Opisana powyzej roznica reaktywnosci zostata wykorzystana w syntezie sond
nukleotydowych wykazujgcych efekt FRET. Opracowana metoda byta uniwersalna, co
wykazatem otrzymujgc 18 sond fluorescencyjnych o zréznicowanym stopniu
ztozonosci. Warto podkresli¢, ze metoda ta jest skuteczna nie tylko w przypadku
przytagczania prostych znacznikéw fluorescencyjnych, ale réwniez czgsteczek tak
ztozonych jak witamina Bi2.

Opracowana metoda pozwala z jednej ogdlnej struktury nukleotydu z dwiema
grupami alkinowymi w szybki sposob otrzymac wiele sond z ré6znymi znacznikami
fluorescencyjnymi, w zaleznosci od potrzeb. Rodzaj znacznika moze by¢ dostosowany
do ograniczen aparatury, do tego czy sonda ma by¢ uzyta w warunkach in vitro, czy in
vivo, w konhcu do tego czy znacznik ma petni¢ dodatkowe funkcje (np. transport
dokomorkowy).

Wiasciwosci fluorescencyjne otrzymanych zwigzkoéw zostaty zbadane w badaniach
spektroskopowych, ktére zostang opisane w kolejnych rozdziatach.

17. Badania spektroskopowe sond nukleotydowych

17.1. Wprowadzenie

W projektowaniu i syntezie fluorescencyjnych sond nukleotydowych istotne jest
dobranie znacznikow tak, by mogty ze sobg oddziatywac¢ w okreslony i przewidywalny
sposéb. W przypadku sond ekscymerowych, dwa znaczniki powinny wystepowac w
dosc bliskiej odlegtosci od siebie, tak by mozliwe byto utworzenie wzbudzonego
dupleksu. W przypadku sond FRET i sond wygaszeniowych, znaczniki powinny
oddziatywac ze sobg, skutkujgc transferem energii miedzy donorem i akceptorem. Po
zaprojektowaniu i otrzymaniu takich uktadéw konieczne jest sprawdzenie, czy zwigzek
posiada zatozone witasciwosci, a ponadto czy moze zosta¢ uzyty jako narzedzie do
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monitorowania zatozonego procesu biochemicznego. W rozdziale 17 omodwione
zostang wtasciwosci spektroskopowe sond fluorescencyjnych.

17.2. Wiasciwosci fluorescencyjne sond ekscymerowych

Pojawienie sie zjawiska fluorescencji ekscymerowej wymaga bliskiej odlegtosci
pomiedzy barwnikami tworzgcymi pare ekscymerowg (ok. 1 nm, por. rozdz. 7.1).
Nukleotydy sg stosunkowo duzymi czgsteczkami, dzieki czemu znaczniki przytgczone
do reszty terminalnego fosforanu oraz do reszty nukleozydu mogg byc¢ przestrzennie
odseparowane. Jednak ze wzgledu na elastyczno$¢ tancucha oligofosforanowego,
zasady azotowej, jak i linkerow, ktorymi przytgczone sg fluorofory, mozliwe jest
tworzenie wzbudzonych duplekséw. Dodatkowym czynnikiem wzmacniajgcym ten
efekt, jest srodowisko; w polarnym rozpuszczalniku, jakim jest woda, hydrofobowe
fragmenty czgsteczki zblizajg sie do siebie, co pozwala na obnizenie ich energii.

Eksperymenty przedstawione w tym rozdziale (z wyjgtkiem eksperymentu NMR ze
zwigzkiem 6i) zostaty wykonane przez mgr Renate Kasprzyk, natomiast ich
interpretacja i analiza zostaty wykonana przez autora niniejszej pracy.

Sonda ekscymerowa wykazuje fluorescencje ekscymerowg. Jednak proces ten
powinien wystepowaé wylgcznie wewnatrzczgsteczkowo, nie moze byé natomiast
nastepstwem oddziatywahn miedzyczgsteczkowych. Aby to zbadac¢ otrzymano
nukleotydy znakowane wylgcznie jednym znacznikiem fluorescencyjnym
przytgczonym do reszty terminalnego fosforanu. Nastepnie poréwnano parami kazdg
z sond, z jej monoznakowanym odpowiednikiem przy charakterystycznej dla znacznika
dtugosci fali wzbudzenia fluorescencji.(Rys. 98) W przypadku monoznakowanych
nukleotydéw w badanych stezeniach praktycznie nie wystepowato pasmo fluorescenciji
ekscymerowej. Oznacza to, ze pasma widoczne dla sond ekscymerowych sg efektem
oddziatywan wewnatrzczgsteczkowych miedzy barwnikami.
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Rys. 98 Poréwnanie fluorescencji sond ekscymerowych i odpowiadajgcych im monoznakowanych
nukleotydéw. Konturem oznaczono widmo wzbudzenia barwnikéw, kontur z wypetnieniem pokazuje
ich widma emisji. Widma nagrywano w stezeniu 4 uM dla sond pirenowej (6d, 7¢) i
fenyloetynylopirenowej (6j, 7d), oraz 1 uM dla sond z barwnikiem cyjanowinylowym (6i, 7e).

Nastepnie wyznaczono wydajnosci kwantowe fluorescencji wszystkich otrzymanych
sond. Najwyzsze wartosci wydajnosci fluorescencji sposrod sond przedstawionych na
Rys. 98 posiadata sonda 7d zawierajgca fenyloetynylopiren (25,5%). Sonda pirenowa
7c wykazywata tylko nieznacznie nizszg wydajnos¢ kwantowg (21,5%), natomiast
sonda 7e zawierajgca barwnik cyjanowinylowy charakteryzowata sie bardzo niskg
wydajnoscig kwantowg (0,3%). W kolejnym eksperymencie sprawdzono, czy zasada
azotowa ma wptyw na wydajnos¢ kwantowg fluorescencji ekscymerowej. W tym celu
poréwnano cztery sondy pirenowe, réznigce sie miedzy sobg jedynie zasadg azotowg
— adeninowg, guaninowg, 7-metyloguaninowg, oraz cytozynowg. Wynik
eksperymentu, przedstawiony na Rys. 99 wskazuje, ze sondy rdznig sie catkowitg
wydajnoscig fluorescencji, w zaleznosci od zasady azotowej, jednak dla kazdej sondy
dominujgce pasmo pochodzi od fluorescencji ekscymerowej. Oznacza to, ze
zaproponowany sposoOb przytgczenia barwnikow ekscymerowych jest uniwersalny,
oczekiwane wtasciwosci fluorescencyjne moze wykazywac¢ sonda bedgca analogiem
dowolnego nukleotydu.
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Rys. 99 Poréwnanie widm sond roznigcych sie zasadg azotowa.

Kolejnym elementem struktury sond, ktéry moze mie¢ znaczacy wptyw na ich
wiasciwosci fluorescencyjne jest dtugos$c¢ linkerow, ktére tgczg barwnik z nukleotydem.
Istotna jest zaréwno dtugosé¢ linkera, ktory tgczy barwnik z nukleotydem, jak i typ
analogu terminalnej reszty fosforanu. Ponizej zaprezentowano osobne poréwnania
tych dwéch wtasciwosci. (Rys. 100) Z porédwnania widaé, ze im dtuzszy linker, tym
wyzszg wydajnos¢ fluorescencji wykazuje sonda, a roznice tej wartosci mogg w
skrajnym przypadku wynosi¢ nawet 10%. (Rys. 100a). Zmiany te mogg wynika¢ z

- 127 -



oddalenia ekscymeru od zasady azotowej, ktébra moze w tym uktadzie petni¢ role
wygaszacza fluorescencji. Z kolei wptyw analogu terminalnego fosforanu jest
wiasciwie zaniedbywalny, sondy réznigce sie miedzy sobg w tym zakresie wykazywaty
zmiany wydajnosci fluorescencji wynoszgace maksymailnie okoto 3%. (Rys. 100b)
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Rys. 100 a) porownanie widm emisji fluorescencji sond i ich wydajnosci kwantowej w zaleznosci od
dtugosci linkera tgczgcego fluorofor z nukleotydem. b) poréwnanie widm emisji fluorescenciji sond i ich
wydajnosci kwantowej w zaleznosci od zastosowanego analogu terminalnego fosforanu.

Kolejng wazng cechg skutecznej sondy nukleotydowej jest stabilnos¢ fluorescencii
w szerokim zakresie pH. Kluczowy jest zwlaszcza zakres pH 7 — 9, na ktéry przypada
najwyzsza aktywnosc¢ badanych enzymodw i w ktorym zwykle dokonuje sie pomiarow.
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W przypadku sond pirenowych i fenyloetynylopirenowych zmiany byty zaniedbywalne.
Przyktadowo sonda pirenowa zachowata statoS¢ intensywnosci fluorescenciji
ekscymerowej w czasie 30 minut w pH 7 oraz 8. W pH 6 wida¢ byto nieznaczny spadek
obserwowanej intensywnosci fluorescenciji, jednak nie przekroczyt on 15% w czasie
30 minut. (Rys. 101)
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Rys. 101 Wykres wzglednej intensywnosci fluorescencji ekscymerowej sond pirenowej (a) i
cyjanowinylowej (b) w roznych warunkach pH. Najwieksza zmiana fluorescencji sondy pirenowe;j
obserwowana byta dla pH = 6 (Bufor Tris-HCI), jednak w pH 7 oraz 8 (bufor Tris-HCI) stabilno$é
fluorescencji zostata zachowana. W przypadku sondy z barwnikiem cyjanowinylowym stabilno$¢

ekscymeru w obserwowanym zakresie czasu zachowana byta jedynie w pH = 6.

Sondy zawierajgce barwnik cyjanowinylowy okazaty sie nietrwate w zadanym
zakresie pH. Fluorescencja ekscymerowa sondy 7e nie zanikata w czasie jedynie w
pH = 6, jednak pH = 7 i wyzsze powodowaty znaczgcy spadek intensywnosci
fluorescencji ekscymerowej.(Rys. 101b) W przypadku pH 8 i 9 spadek wynosit powyzej
20% juz po 30 minutach. Dla wskazania mozliwych przyczyn tego efektu
przeprowadzono eksperyment z nukleotydem zawierajgcym tylko jeden znacznik
cyjanowinylowy. Zwigzek ten byt inkubowany w buforach o réznych pH w zakresie 2-
9, a nastepnie badany przy pomocy RP HPLC. Pojedynczo znakowany nukleotyd
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wykazat brak trwatosci i powolny rozktad juz w pH = 5. (Rys. 102a) Powstajgcy produkt
zostat poddany analizie MS, jednak jedyng roznicg w stosunku do substratu byto
zwiekszenie masy o +18 Da, co sugeruje addycje wody do czgsteczki nukleotydu. W
toku dalszych badan podjetych, w celu zrozumienia obserwowanego zjawiska
przeprowadzony zostat kolejny eksperyment z wykorzystaniem techniki *H NMR. Po
24 godzinach pomiaréw okazato sie, ze sonda byta trwata przy pD = 6, natomiast dla
pD = 9 uzyskano obraz widma zdegradowanego zwigzku. (Rys. 102b)
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Rys. 102 a) badanie HPLC analogu ATP z przytgczonym pojedynczym znacznikiem
cyjanowinylowym w buforach o réznym pH. b) poréwnanie widm *H NMR po 24 godzinach inkubaciji
analogu ATP z przylgczonym barwnikiem cyjanowinylowym w buforach o pD =6 i pD = 9.

Niestety powstajgcy produkt nie byt mozliwy do zidentyfikowania na podstawie
widma protonowego. Jedng z hipotez, dlaczego barwnik ten obniza intensywnosc¢
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fluorescenciji jest przytgczanie sie jonu hydroksylowego do zaktywowanego grupg
nitrylowg wigzania podwdjnego.(Rys. 103) W ten sposob dochodzi do przerwania
systemu wigzan 11, co prowadzi do zaniku fluorescencji. Ponadto, wyjasnienie to
koreluje z czasem retencji nowopowstajgcego zwigzku na RP HPLC - zawierajgc
grupe hydroksylowa, jest on bardziej polarny, co wyjasnia, czemu ma on krotszy czas
retencji w uktadzie RP HPLC niz substrat, z ktérego powstaje.
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Rys. 103 Proponowany mechanizm degradacji sond cyjanowinylowych w pH powyzej 6

Sondy cyjanowinylowe (7b, 7e) zostaty wykluczone z dalszych badan, ze wzgledu
na niestabilnos¢ barwnika w warunkach eksperymentu enzymatycznego. Mimo to nie
jest wykluczone, ze znalaztyby one zastosowanie w badaniu fosfohydrolaz aktywnych
wpH 2 - 6.

Kolejng istotng cechg sondy fluorescencyjnej jest jej stabilnos¢ wobec innych
indywiduéw chemicznych, jakie mogg znajdowal sie mieszaninie reakcyjnej.
Szczegolnie waznym sktadnikiem, ktéry jest konieczny w badaniach wielu r6znych
pirofosfataz sg sole metali, takich jak magnez, mangan, czy wapn. Sole te petnig role
kofaktorow enzyméw, jednak jako zwigzki jonowe mogg wptywaé na stabilnosc
ekscymerow i rozpuszczalnos¢ sond nukleotydowych. W przypadku sondy 7f
zawierajgcej piren, zwiekszanie stezenia chlorku magnezu powodowato obnizenie
intensywnosci pasma fluorescencji ekscymerowej. Mimo to w zakresie stezen 1 mM —
5 mM, pasmo ekscymeru byto pasmem dominujgcym w widmie emisyjnym tej sondy.
(Rys. 104a) Sytuacja przedstawiata sie inaczej w przypadku sondy
fenyloetynylopirenowej 7i. (Rys. 104b) Okazato sie, ze ekscymer jest nietrwaty juz w
stezeniu MgCl2 powyzej 1 mM, a co gorsza nastepuje wtedy agregacja sondy i
wytrgcenie jej z roztworu. (Rys. 104d)
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Rys. 104 Poréwnanie widm emisji fluorescencji sondy pirenowej 7f a) i fenyloetynylopirenowej b).
Spadek intensywnosci pasma ekscymerowego (gdzie jako 100% intensywnosci fluorescenciji
wyznaczono warto$¢ przy braku chlorku magnezu) przedstawiono na wykresie c).
Na zdjeciach d) przedstawiono stan mieszaniny reakcyjnej w kuwecie w przypadku 5 mM i 1 mM
stezenia chlorku magnezu. Zdjecie wykonano przy naswietlaniu lampg UV (365 nm).
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17.3. Wiasciwosci fluorescencyjne sond FRET

Fakt, Zze nukleotydy zawierajgce dwa barwniki tworzgce pare ekscymerow
faktycznie wykazywaty efekt ekscymerowy, oraz opracowanie nowej strategii syntezy
sekwencyjnych reakcji CUAAC, stanowity istotng zachete do zaprojektowania sond
nukleotydowych z dwoma rdéznymi znacznikami wykazujgcymi efekt FRET.
Oddziatywanie FRET moze odbywa¢ sie miedzy znacznikami oddalonymi
maksymalnie o 10 nm. Jest to znacznie wieksza odlegtos¢ niz w przypadku
fluorescencji ekscymerowej, co dodatkowo sugerowato, ze sondy FRET mogg by¢
duzo bardziej czute w stosunku do sond ekscymerowych. Jako pierwsze otrzymano
sondy bedgce analogami ADP. Ze wzgledu na obecnosc¢ jedynie dwoch reszt
fosforanowych, barwniki powinny by¢ maksymalnie zblizone do siebie, co powinno
maksymalizowac efekt FRET. Widma emisji i wzbudzenia zostaty przedstawione na
przyktadzie analogu ADP 8a (Rys. 105). Wybrane dtugosci fal wzbudzenia zostaty
dostosowane do cyjanin 3 i 5. W eksperymentach dotyczgcych efektu FRET pary Cy3-
Cy5 dtugos¢ fali wzbudzenia fluoroforéw ustalono na 500 nm. Pomimo, ze optymalna
dtugos¢ fali do wzbudzenia cyjaniny 3 wynosi 544 nm, to przy tej dtugosci fali
wzbudzeniu mogtaby ulec rowniez cyjanina 5, ale nie bytby to wynik oddziatywania
fluoroforow ze sobg. Z punktu widzenia niniejszej pracy najwazniejsze jest
stwierdzenie, czy efekt FRET rzeczywiscie wystepuje. Na Rys. 105 na to pytanie
odpowiada wykres opisany jako ,Em 500”. Swiatto o dtugoséci fali 500 nm wzbudza
jedynie cyjanine 3 (pasmo emisji w granicach 550 — 650 nm). Mimo to pasmo emisji
Cy3 obserwowane na widmie jest nieznaczne w poréwnaniu z pasmem w granicach
650 — 750 nm, ktore jest charakterystyczne dla cyjaniny 5. Wyjasnieniem tego zjawiska
jest wiasnie wystepowanie efektu FRET i przekazanie energii na sposob
bezpromienisty od donora (Cy3) do akceptora (Cy5).
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Rys. 105 Przyktadowe widma emisji i wzbudzenia sondy 8a - analogu ADP — sondy FRET.
Pomiary przeprowadzono w 50 mM buforze Tris-HCI o pH 8.

W kolejnym kroku sprawdzono, czy wtasciwosci emisyjne sondy mogqg zaleze¢ od
kolejnosci przytgczenia znacznikdw. W tym celu poréwnano witasciwosci emisyjne
sondy 8a w 50 mM buforze Tris-HCl o pH = 8 z izomeryczng sondg 8b.

W przypadku obu sond ksztatt widm emis;ji fluorescenc;ji byt identyczny. Na Rys. 106
ukazano widma emisji zarejestrowane przy wzbudzeniu sond swiattem o dtugosci fali
544 nm. Panel a) przedstawia widma emisji obydwu nukleotydéw znormalizowane do
maksimum emisji cyjaniny 5 (660 nm), natomiast panel b) przedstawia widma emis;ji
znormalizowane do maksimum emisji cyjaniny 3 (560 nm). Pozwolito to pokazac, ze
widma wzbudzenia obu sond sg niemalze identyczne. Nieznacznie wiekszy efekt
FRET z dwoch badanych zwigzkéw prezentuje sonda 8b, w ktorej akceptor FRET jest
przytgczony w obrebie reszty oligofosforanu.

Warto zauwazy¢ tez, ze efekt FRET ma znaczgcy udziat we fluorescencji obydwu
sond — fala wzbudzenia charakterystyczna dla cyjaniny 3 (500 nm) wywotata znacznie
wyzszg emisje cyjaniny 5 (660 nm) niz cyjaniny 3 (560 nm).
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Rys. 106 a) natozone widma emisji analogéw ADP normalizowane do maksimum emisji cyjaniny 5.
b) natozone widma emisji analogéw ADP normalizowane do maksimum emisji cyjaniny 3.

W nastepnym kroku przeprowadzitem podobne badania dla sond trifosforanowych
8c, 8d, 8j, analizujgc nie tylko wptyw kolejnosci, ale rowniez miejsca podstawienia na
wiasciwosci spektroskopowe. W tym przypadku najwieksza réznica wystepowata dla
sond o podobnej strukturze, jednak zawierajgcych odwrotnie podstawione znaczniki —
8c 18d. (Rys. 107) W tym przypadku jeszcze wyrazniej ujawnita sie roznica pomiedzy
odwrotnie wyznakowanymi sondami. Najkorzystniejsze bowiem okazato sie
przytgczenie akceptora FRET w obrebie reszty oligofosforanowej, a donora w pozyciji
2'/3' rybozy (sonda 8c). Spowodowato to maksymalizacje efektu FRET w poréwnaniu
z innymi zaproponowanymi strukturami. W przypadku sondy 8j, zmiana miejsca
przytaczenia donora FRET (z pozycji 273" rybozy na pozycje 6N adeniny)
spowodowata znaczgce ostabienie efektu FRET, jednak wcigz efekt ten byt wiekszy,
niz w przypadku umieszczenia barwnikéw odwrotnie — czyli donora w obrebie reszty
nukleozydu (w pozycji 2'/3' rybozy), a akceptora w obrebie reszty oligofosforanowej,
tak jak w przypadku sondy 8d.
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Rys. 107 a) natozone widma fluroescencyjnych analogéw ATP normalizowane do maksimum
emisji cyjaniny 5. b) natozone widma fluroescencyjnych analogéw ATP normalizowane do maksimum
emisji cyjaniny 3.

Podobne zestawienie przygotowano dla sond zawierajgcych 7-metyloguanozyne.
Sondy rozpuszczone w 50 mM buforze Tris-HCI pH 8 wzbudzano swiattem o dtugosci
fali 500 nm. Pomimo zmiany linkera tgczgcego fluorofor z resztg rybozy, utrzymata sie
tendencja widoczna juz dla sond adeninowych, ze nukleotyd zawierajgcy akceptor
FRET przytaczony do reszty fosforanu wykazuje wiekszg wydajnos¢ FRET w stosunku
do sondy, w ktorej akceptor FRET przytgczony jest w obrebie rybozy. W
przedstawionym na Rys. 108 przypadku widac¢, ze nukleotydy spetniajgce te
zaleznos$¢, 8n oraz 8l, wykazujg silniejszy efekt FRET w poréwnaniu z 8m, w ktérego
strukturze donor FRET znajduje sie w obrebie oligofosforanu, a akceptor FRET
przytgczony jest do reszty rybozy. Zwigzki 8n i 8| rdznigce sie obecnoscig grup
sulfonowych w obrebie cyjaniny 5 majg znormalizowane widma emisji fluorescenciji
praktycznie identyczne — a zwiaszcza identyczny jest stosunek intensywnos$ci pasm
fluorescencji donora i akceptora. Sugeruje to, ze zmiana znacznika Cy5 na sulfoCy5
nie zmienia wtasciwosci spektralnych sondy, moze jednak wptywac na jej stabilnos¢ w
srodowisku reakcyjnym, co zostanie opisane w dalszej czesci tego rozdziatu.
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Rys. 108 a) natozone widma fluroescencyjnych analogéw m’GTP normalizowane do maksimum
emisji cyjaniny 5. b) natozone widma fluroescencyjnych analogéw m?GTP normalizowane do
maksimum emisji cyjaniny 3.

llosciowe podsumowanie stosunku intensywnosci emisji cyjaniny 3 do
intensywnosci emisji cyjaniny 5 zostato przedstawione na wykresie ponizej.(Rys. 109)
Z przedstawionych danych wytania sie ogolny wniosek, ze korzystniejsze z punktu
widzenia efektywnosci efektu FRET jest umiejscowienie donora fluorescencji w
obrebie reszty rybozy. W odwrotnym przypadku dochodzi do ostabienia efektu FRET
o ponad potowe. By¢ moze jest to zwigzane z bliskoscig i fatwoscig oddziatywania
donora FRET z zasadg azotowg. Umieszczenie go na koncu elastycznego tancucha
oligofosforanowego, badz bezposrednie przytgczenie go do zasady azotowej, utatwia
oddziatywanie z nig. Umieszczenie go w pozycji 2’-0,3’-O rybozy, w stosunku cis do
zasady azotowej utrudnia donorowi FRET oddziatywanie z nig.

ga 8b

8n g|

8m

0 I I
\ J\ J\ )

Y Y !
ADP ATP m’GTP

Rys. 109 Stosunek intensywnosci emisji cyjaniny 5 do cyjaniny 3 dla ré6znych sond nukleotydowych
(analogi ADP, ATP i m’GTP) wzbudzanych przy dlugosci fali 500 nm. Najnizszy jest on dla
nukleotyddéw, w ktérych cyjanina 3 (donor FRET) przytgczona jest w terminalnej pozyciji faricucha
oligofosforanowego.

Fluorofory cyjaninowe to zwigzki niepolarne. Pomimo, ze posiadajg w swojej
strukturze dodatnio natadowany atom azotu, sg przede wszystkim rozbudowanym
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uktadem weglowodoréw. Przytgczenie do nukleotydu zwieksza ich rozpuszczalnos¢ w
wodzie, jednak wcigz zwigzki te pozostajg hydrofobowe, co moze przektadac sie na
trwatosc fluorescencji w warunkach prowadzenia reakcji enzymatycznych.

Sondy pozostawione w buforze Tris-HCI pH 8 stopniowo zmniejszajg intensywnos¢
efektu FRET. W skrajnym przypadku intensywnosc fluorescencji cyjaniny 5 wywotanej
wzbudzeniem uktadu FRET $wiattem o dtugoséci fali 500 nm moze zmaleé¢ o 50% w
czasie 35 minut, jak pokazane zostato to na przyktadzie zwigzku 8. (Rys. 110a)
Jednym z wyjasnien tego zjawiska byta agregacja cyjaniny 5. Mogto to powodowac
trudnos¢ w bezpromienistym transferze energii z cyjaniny 3. Co ciekawe, intensywnos¢
fluorescencji cyjaniny 3 ulega temu efektowi w znacznie mniejszym stopniu (ok. 20%
w czasie 35 minut). (Rys. 110b) Jako jeden ze sposobdw rozwigzania tego problemu
zaproponowano wprowadzenie do mieszaniny detergentu Tween 20. Dziatanie to
zapobiegto tworzeniu sie agregatow cyjanin i umozliwito utrzymanie fluorescencji na
wzglednie statym poziomie. Zastanawiajagcy moze by¢ wzrost o niemal 40%
intensywnosci fluorescencji cyjaniny 3. By¢ moze zwigzane jest to z faktem dziatania
detergentu na pare FRET i odseparowanie donora od akceptora, co skutkuje
przerwaniem transferu energii i wzrostem intensywnosci fluorescencji donora.
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Rys. 110 a) intensywnos¢ fluorescenciji cyjaniny 5 (donora) w sondzie 8| w zaleznoéci od
zastosowanego stezenia Tween 20 w czasie. b) intensywnos$¢ fluorescenciji cyjaniny 3 (akceptora) w
sondzie 8l w zaleznosci od zastosowanego stezenia Tween 20 w czasie.
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Powyzsze doswiadczenia pokazaty, ze efekty niespecyficznych zmian fluorescencji
w czasie mogg wynikac¢ z kwestii niepolarnosci barwnikow fluorescencyjnych, jednak
detergent nie jest idealnym rozwigzaniem tego problemu. W kolejnym podejsciu
podobnemu doswiadczeniu poddano sonde (8n), ktéra zawierata cyjaning 5 z
przytgczonymi grupami sulfonowymi. Modyfikacja akceptora FRET zostata wybrana
jako istotniejsza, gdyz intensywnosc¢ fluorescencji cyjaniny 5 zanikala w duzo
wiekszym stopniu, niz cyjanina 3. Podejscie to okazato sie trafne. Juz w buforze Tris-
HCl pH 8 pozbawionym Tween 20 zwigzek ten zachowat w przyblizeniu statg
intensywnos¢ fluorescencji zaréwno donora, jak i akceptora FRET. (Rys. 111) Spadek
intensywnosci fluorescencji cyjaniny 5 wynidst okoto 10% przez 35 minut reakcji, zas
w tym samym czasie spadek intensywnosci fluorescencji cyjaniny 3 wyniost okoto 5%.
Zastosowanie dodatkowo detergentu Tween 20 spowodowato utrzymanie statej
intensywnosci fluorescencji cyjaniny 5, za to nie wptyneto znaczgco na intensywnosc
fluorescenciji cyjaniny 3. Co ciekawe, takze w tym przypadku nadmiar Tween 20 okazat
sie niekorzystny — wida¢ to na wykresie dotyczgcym cyjaniny 3; gdzie stezenie 0,1%
oraz 0,2% Tween 20 powoduje wzrost intensywnosci fluorescenc;ji cyjaniny 3, co moze
by¢ spowodowane oddaleniem donora i akceptora FRET przez czgsteczki detergentu.
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Rys. 111 a) intensywnos¢ fluorescenciji sulfocyjaniny 5 (donora) w sondzie 8n w zaleznosci od
zastosowanego stezenia Tween 20 w czasie. b) intensywnosc fluorescenciji cyjaniny 3 (akceptora) w
sondzie 8m w zaleznosci od zastosowanego stezenia Tween 20 w czasie.
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Warto zwréci¢ uwage, ze takie zachowanie pary donor-akceptor w obecnosci
detergentu wyklucza hipoteze, ze zachodzi zjawisko fotoblakniecia (photobleaching).
Proces ten polega na zniszczeniu fluorofora przez wielokrotne naswietlanie go i moze
zdarzy¢ sie w przypadku wielokrotnie powtarzanego pomiaru. Odpowiadatoby to
zmniejszajgcej sie intensywnosci fluorescencji badanych sond w czasie. Poniewaz
jednak wprowadzenie detergentu ogranicza ten efekt, wlasciwszg hipotezg wydaje sie
to, ze hydrofobowe fluorofory mogg agregowac, co doprowadza do stopniowego
zaniku fluorescenciji.

W przypadku sond zawierajgcych pare fluorofor-wygaszacz (8e, 8f, 8k), wptyw
detergentu na intensywnos$¢ fluorescenciji nie byt znaczny. Pokazano to na przyktadzie
sondy 8f w buforze Tris-HCI pH 8 (Rys. 112). Poniewaz jest to sonda wygaszeniowa,
ktora z zatozenia wykazuje niskg intensywnos¢ fluorescencji, szumy pomiarowe sg
stosunkowo duze, niemniej mozna zaobserwowac, ze srednia fluorescencja pozostaje
stabilna. Interesujgcym zjawiskiem jest podwyzszenie intensywnosci fluorescencji
sondy inkubowanej w roztworze z Tween 20. Moze sugerowac, ze detergent utrudnia
oddziatywanie sktadnikéw pary FRET i powoduje ich odseparowanie, a co za tym idzie
— zmniejszenie efektu wygaszenia fluorescenciji.
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Rys. 112 a) intensywnos¢ fluorescenciji cyjaniny 3 w sondzie 8f w roztworze wodnym oraz w
roztworze wodnym z 0,05% Tween 20 w czasie b) znormalizowana do wartosci poczatkowej
intensywnosc fluorescencji cyjaniny 3 w sondzie 8f w roztworze wodnym oraz w roztworze wodnym z
0,05% Tween 20 w czasie.

Podobnie jak w przypadku sond ekscymerowych istotnym aspektem jest obecnos$é
soli magnezu i ich wptyw na stabilno$¢ efektu FRET wykazywanego przez sondy
nukleotydowe w roztworze. Jony magnezu sg niezbedne do dziatania wielu enzymom
w tym PDE-I oraz FHIT. Z tego wzgledu wykonano eksperyment, w ktérym zbadano
stabilnos¢ fluorescencji przy wzbudzeniu A = 500 nm w buforze Tris-HCI z dodatkiem
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0,05% Tween 20, w obecnosci 5 mM soli MgCl2 (stezenie soli uzywane w badaniach
enzymatycznych). Zmiany intensywnosci fluorescencji dwoch sond (8l, 8n)
przedstawiono na Rys. 113. Podobnie jak w przypadku eksperymentu w buforze
pozbawionym soli magnezu sonda 8n z sulfocyjaning 5 utrzymuje w przyblizeniu statg
intensywnos¢ fluorescencji obydwu fluoroforéw. W przypadku sondy 8| widac¢
obnizenie fluorescencji cyjaniny 5 i wzrost intensywnosci fluorescencji cyjaniny 3 o
~25%.

Z przedstawionych eksperymentow wynika, ze sondy generalnie sg stabilne w
roztworach wodnych pod warunkiem zapewnienia obecnosci detergentu, ktory
uniemozliwi agregacije lipofilowych cyjanin. Wprowadzenie cyjaniny zawierajgcej grupy
sulfonowe zwieksza stabilnos¢ fluorescencji w poréwnaniu z analogicznymi sondami
zawierajgcymi niesulfonowane cyjaniny. Mimo to takze w przypadku sond z
sulfonowanymi cyjaninami wskazane jest zastosowanie detergentu, gdyz zabieg ten
praktycznie catkowicie niweluje obnizanie wydajnosci FRET w czasie. (Rys. 113)
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Rys. 113 Inkubacja sondy 8l oraz 8n w buforze Tris-HCI pH 8 + 0,05% Tween 20 + 5 mM MgClz. a)
wykres intensywnosci fluorescenc;ji cyjaniny 3 (560 nm) w czasie. b) wykres intensywnosci
fluorescencji cyjaniny 5 (660 nm) w czasie.

17.4. Podsumowanie rozdziatu

Badania przedstawione w tym rozdziale miaty na celu spektroskopowg
charakterystyke sond nukleotydowych ekscymerowych jak i tych wykazujgcych efekt
FRET, oraz wyselekcjonowanie sond, ktore w warunkach prowadzenia
eksperymentéw (obecnos¢ jondw metali, buforu, detergentu) nie zmieniajg swoich
wiasciwos$ci fluorescencyjnych, bgadz robig to w nieznacznym stopniu. Ws$réd sond
ekscymerowych najwigkszy stosunek intensywnosci pasm ekscymerowego do
monomerowego wykazaty sondy z pirenem (7a, 7c, 7f). Sondy zawierajgce
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fenyloetynylopiren (7d, 7i) miaty ten stosunek nizszy, jednak wcigz pasmo
ekscymerowe pozostato pasmem dominujgcym, podobnie jak w przypadku sond z
barwnikami cyjanowinylowymi (7b, 7e). Eksperymenty wykazaty, ze fluorescencja
ekscymerowa wystepuje niezaleznie od zasady azotowej, jednak ma ona wptyw na jej
intensywnos¢. Podobnie wptyw na intensywnos$¢ ma dtugosc linkeréw, ktore tgczg
fluorofory z nukleotydem; im sg one dtuzsze, tym bardziej intensywne jest pasmo
ekscymerowe, co moze sugerowac, ze wydtuzenie linkeréw utatwia fluoroforom
przybranie optymalnej orientacji do utworzenia ekscymeru. Inne mozliwe wyjasnienie
to kwestia bliskosci zasady azotowej, ktdra jako kolejny chromofor w otoczeniu moze
wptywac na fluorescencje ekscymerowg zwigzku. Oznaczatoby to, ze im krotszy jest
linker, tym blizej uktad ekscymerowy znajduje sie zasady azotowej i tym bardziej jest
on przez nig wygaszany. Fluorescencja ekscymerowa nie jest stata w czasie i pewne
czynniki mogg powodowac jej spadek. Sondy z barwnikiem cyjanowinylowym zostaty
zupetnie wykluczone z dalszych badan, gdyz okazaty sie one nietrwate w warunkach
pH > 7 i barwnik cyjanowinylowy w tych warunkach ulegat czesciowo chemicznej
degradacji. Sondy z barwnikiem fenyloetynylopirenowym (7d, 7i) z kolei sg wrazliwe
na wysokie stezenie kationébw magnezowych w roztworze, co przejawia sie agregacjg
sond i ich wytrgceniem z roztworu. Ostatecznie doswiadczenia opisane w tym
rozdziale pozwolity wyselekcjonowac sondy uzyteczne w badaniach enzymatycznych,
ktore zostang opisane w kolejnym rozdziale.

Opisane doswiadczenia pozwolity takze wysnu¢ wnioski na temat projektowania
sond wykazujgcych efekt FRET i ich racjonalnego uzycia w badaniach
spektroskopowych. Przede wszystkim istotne jest, by akceptor FRET przytgczony byt
do reszty oligofosforanu, natomiast donor FRET przytgczony w obrebie reszty rybozy.
Prawdopodobnie ma to zwigzek z oddziatywaniem donor — zasada azotowa.
Przemawia za tym roéwniez fakt, ze donor przylgczony do zasady azotowej nie
doréwnuje efektywnoscig FRET do sond zawierajgcych donor przytgczony do reszty
rybozy.

Stabilnos¢ efektu FRET w roztworze wodnym stopniowo zanika w czasie, co moze
wigza¢ sie z agregacjg lipofilowych cyjanin. PrzeciwdziataC temu moze wymiana
barwnika na bardziej hydrofilowy lub zastosowanie detergentu, ktérego nadmiar moze
jednak doprowadzi¢ do rozdzielenia pary FRET i obnizenia wydajnosci transferu
energii. Sondy zawierajgce barwniki z serii Tide Quencher nie ulegajg podobnym
efektom, jednak trudno spekulowa¢ o przyczynach tego zjawiska, gdyz struktury tych
barwnikéw nie zostaty ujawnione przez producenta. Sole magnezu, niezbedne dla
dziatania niektorych pirofosfataz, nie majg znacznego wptywu na efektywnoscé
wewnatrzczgsteczkowego transferu energii.
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18. Sondy nukleotydowe w badaniach enzymatycznych i
komorkowych

18.1. Wstep

W niniejszym rozdziale opisane zostang eksperymenty w ktérych sondy adeninowe
zostaty wykorzystane do monitorowania aktywnosci enzymoéw — PDE-I jako modelowej
pirofosfatazy, oraz biatka FHIT. Niektére z sond zostaty sprawdzone w warunkach
inkubacji z komdérkami eukariotycznymi.

Sondy zawierajgce 7-metyloguanine zostaty uzyte w monitorowaniu aktywnosci
enzymu DcpS (decapping scavenger) jednak nie jest to bezposrednio tematyka
niniejszej pracy i w zwigzku z tym wyniki tych badan nie zostaty tu opisane.

18.2. Sondy ekscymerowe w badaniach enzymatycznych i
komorkowych.

Adeninowe sondy ekscymerowe zostaty poddane reakcji z fosfodiesterazg z jadu
weza (PDE-I, por. rozdz. 11.1). Ze wzgledu na niskg specyficznos¢ substratowg enzym
ten jest doskonatym narzedziem do sprawdzenia, czy degradacja oligofosforanu
faktycznie prowadzi do oczekiwanego skutku, czyli obnizenia fluorescencji
ekscymerowej. Pomiary spektroskopowe przedstawione w rozdziale 18.2 zostaty
wykonane przez mgr Renate Kasprzyk (z wyjatkiem eksperymentu dot. degradacji
sondy 7f, przedstawionego na Rys. 114), natomiast badania z uzyciem zywych
komérek HelLa zostaty wykonane przez dr. inz. Pawta Sikorskiego. Analiza i
interpretacja otrzymanych wynikow zostata wykonana przez autora niniejszej pracy.

W pilotazowej reakcji w buforze Tris-HCI, pH 8, 5 mM MgCl2, sonde pirenowg (7f)
poddano reakcji z enzymem PDE-I. (Rys. 114) Postep reakcji mozna byto obserwowac
poprzez wzrastajgcg intensywnosc¢ fluorescencji monomerowej (Aex = 345 nm, Aem =
378/397 nm) i malejgcg réwnoczesnie intensywnos¢ fluorescencji ekscymerowej (Aem
=490 nm). Sondy nukleotydowe w reakcji z enzymem PDE-| sg degradowane poprzez
hydrolize wigzania pirofosforanowego a,3. Po reakcji enzymatycznej produkty
degradacji mogg swobodnie od siebie oddyfundowac, co w niskich stezeniach, przy
ktérych badane sg te zwigzki powoduje zanik emisji ekscymerowej. W celu
potwierdzenia tej hipotezy i wykluczenia niespecyficznych oddziatywan enzymu z
fluoroforami wykonano eksperyment degradacji sondy 7f z wykorzystaniem techniki
HPLC-MS réwnolegle wobec badan spektrofluorymetrycznych. Przedstawione
przebiegi reakcji (Rys. 114 b, d) majg podobny przebieg, co $wiadczy o tym, ze zmiana
intensywnosci pasm ekscymerowego i monomerowego zalezy wytgcznie od postepu
hydrolizy nukleotydu. Podwdjne sygnaty HPLC widoczne na (Rys. 114 c¢) pochodzg od
izomeréw 2’-0, 3’-O podstawionych.
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Rys. 114 Reakcja degradacji enzymatycznej sondy 7f. a) zbierane w minutowych odstepach widma
emisji sondy ekscymerowej. Strzatkami oznaczono tendencje zmiany intensywnosci fluorescencji w
czasie reakcji. Zdjecia przedstawiajg wyglad kuwety reakcyjnej naswietlanej swiattem UV odpowiednio
0, 5, 30, 120 minut od rozpoczecia reakcji b) Wykres zmieniajgcej sie znormalizowanej intensywnosci
fluorescencji ekscymeru i monomeru w czasie. ¢) chromatogramy HPLC wykonywane w ciggu
pierwszej godziny reakcji (0, 1, 5, 10, 15, 30, 60 min.) d) znormalizowana intensywnos¢ pikow
odpowiadajgcych zawartosci substratu i produktu w mieszaninie. Eksperyment HPLC-MS zostat

wykonany przez mgr Dominike Strzelecka.

W osobnym eksperymencie sonde 7f oraz nukleotyd 6k poddano reakcji z PDE-I.
(Rys. 115) Podczas tej reakcji zadne znaczgce zmiany nie zaszty we fluorescenciji
pojedynczo znakowanego nukleotydu, co wskazuje, ze wzrastajgca fluorescencja
monomerowa w przypadku sondy 7f pochodzi wytgcznie z dysocjacji ekscymeru.

- 144 -



"‘."I\Ij"oj\oj*oﬁ‘o o </: | \’)N "“"N_B"‘O‘F"\o’g*o";‘o o </: | \j
/__/N o N (e}
O—/—_O HO OH O—-/__O o] O OH
<‘NH <‘NH m
S 6k s 70 A
() { ) o o)
2 25} :
E .....wwhw
S 20t = :
:
= 1 5 | ._,.. ]
c o 7f
() i .
& 10 : ® 6k
4 .
5 5t . 1
q_ ]
= 0r ™ ‘
0 20 40 60 80 100
Czas (min)

Rys. 115 Poréwnanie zmian intensywnosci pasma odpowiadajgcego dtugosci fali 378 nm w reakcji
PDE-I dla sondy 7f oraz nukleotydu 6k.

Sondy adeninowe poddane reakcji z enzymem PDE-I ulegaty degradacji z rézng
szybkoscig w zaleznosci od budowy czgsteczki. Ponizej wartosci zostaty zebrane
wartosci odpowiednich czaséw péttrwania (Tabela 3).

Tabela 3

t12 (min) .

Sonda | w reakcji z Sonda W reztglllfc('imsz)DE-l
PDE-| )

7a 19,7 79 10,2

7c 21,9 7h 9,3

7d* 3,9 7i* 6,1
7 93 * Wyznaczone przy 10-krotnie wyzszym

’ stezeniu enzymu

Ws$rdd analogéw ATP zawierajgcych barwnik pirenowy mozna wyrdzni¢ analogi z
fosforanem propargilowym (7f-h) jako te, ktére sg najlepiej rozpoznawane przez
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enzym. Czasy pottrwania analogow zawierajgcych ugrupowania C-fosfonianowe
(7a,c) sg 2-krotnie dtuzsze. Analogi zawierajgce ugrupowanie fenyloetynylopirenowe
(7d,i) sg substratami dla PDE-l i ich czasy poftrwania sg krotkie, jednak w
eksperymentach z nimi uzyto 10-krotnie wyzszg ilos¢ enzymu, aby przyspieszy¢
reakcje. Przy zastosowaniu tego samego stezenia enzymu, co dla sond zawierajgcych
piren, reakcja byta zbyt powolna, by zaobserwowac¢ znaczgce zmiany intensywnosci
fluorescencji. Z tego powodu mozna wnioskowac¢, ze sondy te sg zdecydowanie
gorszymi substratami dla enzymu PDE-| w poréwnaniu z sondami zawierajgcymi piren.

Sondy nukleotydowe okazaly sie substratami dla PDE-I, a zmiany ich widma
fluorescencji zachodzgce w reakcji enzymatycznej pozwolity na monitorowanie jej
postepu w czasie. W kolejnym kroku sprawdzono, czy sondy te mogg by¢ uzyte w
poszukiwaniu inhibitorow enzymu PDE-l. W tym celu przeprowadzono reakcje
enzymatyczne z sondg 7f, do ktorych dodano w roznych stezeniach dwa znane
inhibitory PDE-I: ApCH2pF oraz ApCH2ppF.?% (Rys. 116 a)

a) ApCH,pF NH2  ApCH.,ppF NH;
N X N X
N N
) ¢ ¢ I: 2 9 9 ¢ 1/:
Fhicimo— o NN Friofeio o NN
O H, O O O H, O
HO OH HO OH
b) c)
1.5 T T T T T 15 T T T T T

g S
> 2
exc. 345 nm/em. 378 nm 0.0 exc. 345 nm/em. 490 nm
e ApCHoppF @ ApCHzppF
@ ApCHopF
_05 e ApICHzpFI . . . _05 : . ' ' .
3 -2 -1 0 1 2 3 3 -2 - 0 1 2 3
logCinh logCinh

Rys. 116 a) Struktury inhibitoréw uzytych w eksperymencie, b),c) Krzywe inhibicji wyznaczone w
eksperymencie z enzymem PDE-| oraz sonda 7f, wyznaczone poprzez pomiar zmian fluorescenciji
monomerowej (b) lub ekscymerowej (c) sondy.

Wartosci 1Cso wyznaczono poprzez przeprowadzenie reakcji enzymatycznych z
réznymi stezeniami inhibitorow. Predkos¢ tych reakcji zmierzono stosujgc detekcje
zaréwno przy dtugosci fali 378 nm (emisja monomerowa), jak i przy dtugosci fali 490
nm (emisja ekscymerowa). (Rys. 116 b,c) Wyniki wraz z odniesieniem do wartosci
literaturowych stwierdzonych innymi metodami biofizycznymi umieszczono w tabeli
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ponizej. (Tabela 4) Korelacja warto$ci ICso dwoch przebadanych inhibitorow sugeruje,
ze metoda korzystajgca z opisywanych sond nukleotydowych ma potencjat jako
narzedzie do przesiewowego sprawdzania potencjalnych inhibitorow enzymoéw

hydrolizujgcych tancuch oligofosforanowy nukleotyddw.

Tabela 4
Inhibitor ICs0 (uM) wg emisi ICs0 (UM) g emisj ICso (M) Wartosc
PDE-I monomeru (378 nm) ekscymeru (490 nm) Wyznaczona Inng
metodg?°®
ApCH,pF 0.549 £ 0.029 0.946 £ 0.190 1,21 £ 0.26
ApCHzppF 11.441 £ 0.497 14.694 £ 3.069 17,97 £ 5.34

Eksperyment z enzymem PDE-| byt zastosowany jako proof of concept pokazujgcy
potencjat sond nukleotydowych. Kolejnym krokiem byto sprawdzenie, czy
obserwowana in vitro zmiana widma fluorescencji bedzie widoczna takze w
ekstraktach komérkowych. W komérkach znajduje sie wiele enzymow degradujgcych
ATP, jednak obecnosc¢ wielu sktadnikéw komérkowych mogta spowodowac trudnosci
w obserwaciji fluorescencji. Eksperyment przeprowadzono z uzyciem ekstraktu z
komérek HEK 293-F Gibco w 50 mM buforze Tris-HCI pH 8, w 30 °C wykorzystujac
sondy 7f oraz 7h, jako kontrole wykorzystujgc nukleotyd 6k. Zgodnie z oczekiwaniami
w czasie inkubacji mozna bylo zaobserwowac¢ wzrost intensywnosci fluorescencji
monomerowej oraz spadek intensywnosci fluorescencji ekscymerowej sond 7f oraz
7h.(Rys. 117) W przypadku sond inkubowanych w roztworze pozbawionym komorek
HEK mozna byto zaobserwowac spadek fluorescencji ekscymerowej (~10% w czasie
90 min.), jednak nie byt on tak znaczny jak w przypadku sond inkubowanych z
ekstraktem komérkowym.

NH, NH; NH,

6k 7% oo 7h o,
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Rys. 117 a) wzgledna zmiana w czasie intensywno$ci fluorescencji monomerowej b) wzgledna
zmiana w czasie intensywnosci fluorescencji monomerowej ¢) zmiana w czasie stosunku
intensywnosci fluorescencji ekscymerowej do intensywnosci fluorescencji monomerowej. Na
wszystkich wykresach skala osi rzednych zostata sptaszczona, w celu zachowania przejrzystosci
wykresu.

Ze wzgledu na obecnos¢ tancucha trifosforanowego nukleotydy i ich analogi sg
zwigzkami bardzo polarnymi i przez to ich transport bierny do wnetrza komorki jest
praktycznie niemozliwy (por. rozdz. 2.4). Analogi nukleotydéw zawierajgce wysoce
niepolarne grupy funkcyjne mogg jednak penetrowaé btone komoérkowg. W
eksperymencie nukleotydy 7i oraz 6j zawierajgce ugrupowanie fenyloetynylopirenowe
(najbardziej niepolarny ze wszystkich zastosowanych barwnikéw) byty inkubowane z
komérkami HelLa przez godzine. Po tym czasie komorki zostaty przemyte buforem
PBS i utrwalone paraformaldehydem. Nastepnie przeprowadzono obserwacje
komérek z uzyciem mikroskopu konfokalnego. Obraz byt odbierany w zakresie
dtugosci fal 300 — 420 nm dla monomeru PEP, oraz 495 — 800 nm dla ekscymeru PEP.
Na przedstawionych zdjeciach (Rys. 118) wida¢, ze zaréwno sonda 7i jak i nukleotyd
6] zlokalizowaty sie wewnatrz cytozolu komérek HelLa. W zakresie fluorescencii
monomerowej widoczna jest fluorescencja zaréwno 6j jak i 7i. W przypadku sondy 7i
nie jest jasne, czy obserwowana emisja to resztkowa fluorescencja monomerowa
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wystepujgca takze w sondzie z dwoma fluoroforami, czy wynik degradacji sondy i
odseparowania barwnikow. Z kolei w zakresie fluorescencji ekscymerowej emisje
wida¢ przede wszystkim w komoérkach inkubowanych z sondg 7i. Slady emisji
ekscymerowe] widoczne w komorkach inkubowanych z nukleotydem 6] mogg
wskazywac na agregacje nukleotydu (bgdz samego barwnika, jesli nukleotyd zostat
zdegradowany przez enzymy) w okreslonych przedziatach komaérki.

monomer excimer monomer excimer

Rys. 118 Obraz z mikroskopu konfokalnego komérek HelLa po inkubacji z sondg 7i oraz 6j. Aex =
340 nm. Sondy zlokalizowaty si¢ w cytozolu, poza jagdrami komérkowymi. W przypadku sondy 7i
barwnik pirenowy daje odpowiedz zaréwno w zakresie fluorescencji monomerowej, jak i
ekscymerowej. W przypadku nukleotydu 6j barwnik daje przede wszystkim odpowiedz w zakresie
fluorescencji monomerowej, wykazujgc jedynie stabg fluorescencje ekscymerowa.

1uM7i

1uM 7i

Sondy zawierajgce piren w ogolnosci nie byly zdolne do penetracji btony
komorkowej. Wyjgtkiem byta sonda 7h zawierajgca barwnik Py (5a). Prawdopodobnie
na skutek obecnosci dtuzszego linkera weglowodorowego, nukleotyd ten byt na tyle
niepolarny, zeby przedosta¢ sie przez btone komorkowg. Ponizej zaprezentowano
zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego komérek Hela inkubowanych z sondg
7h. (Rys. 119) Podobnie jak w przypadku wczes$niejszego eksperymentu widac, ze
nukleotydy lokujg sie w cytozolu poza jgdrem komorkowym. Na zdjeciach mozna
obserwowac fluorescencje zarébwno monomerowg, jak i ekscymerowg. Obecnosé
fluorescencji monomerowej moze wynika¢ podobne jak w poprzednim przypadku,
badz to z resztkowych pasm fluorescencji monomerowej sondy, badz to z faktu, ze
sonda zostala w pewnym stopniu zdegradowana, co skutkuje emisjg
charakterystyczng dla monomeru pirenu.
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Rys. 119 Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego komoérek HelLa inkubowanych z sondg 7h.

18.3. Sondy FRET w badaniach enzymatycznych i komérkowych

Nukleotydy zawierajgce w swej strukturze pary FRET zostaty poddane reakcji z
enzymem PDE-I. Eksperymenty wykonywano w warunkach, w ktorych fluorescencja
sond i wykazywany przez nie efekt FRET byty najwyzsze — 50 mM bufor Tris-HCI o pH
8, 5 mM MgCl2 oraz 0,05% Tween 20. Stezenie sondy wynosito 100 nM, enzymu PDE-
| zas 3,2 nM. Pomiary wykonywano w temperaturze 30 °C. W rozdziale 18.3
eksperymenty z wykorzystaniem komérek Hela zostaty przeprowadzone przez dr. inz.
Pawta Sikorskiego, natomiast analiza i interpretacja wynikow zostaty wykonane przez
autora niniejszej pracy.

W pierwszym eksperymencie reakcji z enzymem PDE-I poddano analogi ADP — 8a
oraz 8b. Zgodnie z oczekiwaniami obydwa nukleotydy okazaty sie substratami dla
PDE-I, a w miare postepu reakcji mozna bylo obserwowa¢ zmieniajgce sie
intensywnosci fluorescencji pasm cyjaniny 3 (A = 560 nm) i cyjaniny 5 (A = 660 nm).
(Rys. 120)
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Rys. 120 a) zmiana fluorescencji cyjaniny 3 (560 nm) i cyjaniny 5 (660 nm) w sondzie 8a w
obecnosci i pod nieobecnos¢ enzymu PDE-I. b) zmiana fluorescencji cyjaniny 3 (560 nm) i cyjaniny 5
(660 nm) w sondzie 8b w obecnosci i pod nieobecnos¢ enzymu PDE-I.

Obydwie badane sondy nie wykazujg stabilnego efektu FRET w zaproponowanych
warunkach i nawet pod nieobecnos¢ enzymu (konturowe symbole na wykresie) majg
sktonnos$¢ do spadku wydajnosci efektu FRET. Mimo to widac, ze zmiany te réznig sie
istotnie w sytuacji, gdy w mieszaninie reakcyjnej znajduje sie enzym PDE-Il. Spadek
intensywnosci fluorescencji cyjaniny 5 jest znacznie gwattowniejszy w poréwnaniu z
reakcjg kontrolng w obydwu przypadkach. Analogicznie, wzrost intensywnosci cyjaniny
3 jest intensywniejszy w mieszaninie reakcyjnej zawierajgcej enzym, w stosunku do
mieszaniny kontrolnej. Uwage zwraca takze réznica pomiedzy badanymi sondami.
Sonda 8a zmienita intensywno$¢ fluorescencji cyjaniny 3 i cyjaniny 5 odpowiednio do
420% oraz 25% wartosci poczatkowych. W przypadku sondy 8b wartosci koncowe
wynoszg odpowiednio 537% oraz 20% wartosci poczatkowych. Zjawisko to moze
sugerowac, ze enzym PDE-I preferuje nukleotyd zawierajgcy wiekszy podstawnik
(cyjanina 5) przytgczony do reszty oligofosforanu.

Potwierdzeniem tej obserwacji jest analogiczny eksperyment przeprowadzony dla
analogow ATP — 8c oraz 8d.(Rys. 121) W tym przypadku intensywnosc¢ fluorescencji
donora (cyjanina 3) na koniec reakcji wzrosta w przyblizeniu dwukrotnie w stosunku
do wyjsciowej intensywnosci fluorescencji dla sondy 8d oraz okoto 3,5-krotnie w
stosunku do wyjsciowej intensywnosci fluorescencji sondy 8c. Intensywnos¢ akceptora
(cyjanina 5) w obu przypadkach zmieniata sie podobnie i pod koniec reakcji wynosita
okoto 20% wartosci wyjsciowe;j.
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Rys. 121 a) zmiana fluorescencji cyjaniny 3 (560 nm) i cyjaniny 5 (660 nm) w sondzie 8c w
obecnosci i pod nieobecnos$¢ enzymu PDE-I. b) zmiana fluorescenciji cyjaniny 3 (560 nm) i cyjaniny 5
(660 nm) w sondzie 8d w obecnosci i pod nieobecnos$¢ enzymu PDE-I.

W przypadku sondy z cyjaning 3 przylgczong w obrebie zasady azotowej zmiany
byt jeszcze nizsze. Wynosity one dla cyjaniny 3 — okoto 2,5-krotnosS¢ poczatkowej
wartosci intensywnosci fluorescenciji, a w przypadku cyjaniny 5 okoto 1/3 poczatkowej
wartosci intensywnosci fluorescenciji. (Rys. 122)

HN > N-Cy3 HN 7 N-Cy3 o
o : ~ N XN N=N R N XN N=N S 9
bbb N Poe! bo S . 78O
\\\\\\ —_— P
o 8 o 8 (¢} 8 o o NN Tris-HCI o 3 0 o NTON Cys\,\{y
CLETE MgCl, N=N
N=N 8j HO OH Tween 20 HO OH
1.0 r3.0
E L20 5
o 2
8 0.5 &
< o
(=] L 3
= +PDEI 10 3
0.0 T T 0.0
0 50 100
Czas (min)

Rys. 122 zmiana fluorescenciji cyjaniny 3 (560 nm) i cyjaniny 5 (660 nm) w sondzie 8j w obecnosci i
pod nieobecnos¢ enzymu PDE-I.

Pomimo zastosowania detergentu Tween 20 w mieszaninach reakcyjnych, efekt
FRET wykazywany przez sondy adeninowe nie jest stabilny. Mimo to, wystepuje
znaczgca réznica pomiedzy uktadami, do ktorych wprowadzono enzym PDE-I oraz
tymi, ktore petnity role kontroli negatywnej. W kolejnym podejsciu postanowiono
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sprawdzi¢, jak na przebieg reakcji enzymatycznej wptynie zastosowanie analogéw
nukleotydéw zawierajgcych sulfocyjaniny. W badaniach spektroskopowych grupy
sulfonowe przytgczone do znacznikow w sondach nukleotydowych sprawdzaty sie
duzo lepiej niz zastosowanie detergentu Tween 20 (por. rozdz. 17.3). Badanie wptywu
sulfocyjanin na reakcje z enzymem PDE-I sprawdzono w eksperymencie z analogami
trifosforanu  7-metyloguanozyny. W eksperymencie tym poréwnano trzy sondy
zawierajgce sulfocyjaniny (8n, 8p) oraz sonde 8l jako kontrole. W przypadku sondy 8p
plateau jest osiggniete najszybciej. Mimo to wzrost intensywnosci fluorescencii
sulfocyjaniny 3 jest jedynie okoto dwukrotny, z kolei spadek intensywnosci
fluorescencji sulfocyjaniny 5 wynosi 50% (Rys. 123c,d). Moze to oznaczac, ze reakcja
nie przebiegta do konca, gdyz prawdopodobnie rozbudowany substrat, jakim jest
sulfocyjanina 3, utrudniata wigzanie nukleotydu z enzymem. W przypadku sondy 8l
wzrost intensywnosci fluorescencji cyjaniny 3 siega ponad 350%, jednak reakcje
kontrolne pokazujg, ze sonda ta wykazuje niestabilny w czasie efekt FRET. (Rys.
123a). Najlepsza kombinacja fluoroforbw wystepuje w sondzie 8n. Obecnos¢
sulfocyjaniny 5 zapewnia stabilnos¢ efektu FRET w czasie (w mieszaninie kontrolnej,
bez enzymu PDE-I zmiany praktycznie nie zachodzg, Rys. 123b), natomiast mniejszy
z dwaéch fluoroforéw przytgczony do reszty rybozy (cyjanina 3) nie utrudnia wigzania
sondy z enzymem PDE-I.
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Rys. 123 a) zmiana fluorescencji cyjaniny 3 (560 nm) i cyjaniny 5 (660 nm) w sondzie 8| w
obecnosci i pod nieobecnos¢ enzymu PDE-I. b) zmiana fluorescencji cyjaniny 3 (560 nm) i
sulfocyjaniny 5 (660 nm) w sondzie 8n w obecnosci i pod nieobecnos¢ enzymu PDE-I. ¢) zmiana
fluorescencji sulfocyjaniny 3 (560 nm) i sulfocyjaniny 5 (660 nm) w sondzie 8p w obecnosci i pod
nieobecnos$¢ enzymu PDE-I. d) przyblizenie wykresu z punktu c.

Sondy zawierajgce pary FRET (8e, 8f, 8g, 8k, 8r), z ktorej akceptor petni role
wygaszacza (quencher) majg bardzo stabe wtasciwosci emisyjne. Dopiero reakcja z
pirofosfatazg PDE-I powoduje degradacje tancucha fosforanowego i odseparowanie
fluoroforu i wygaszacza, co powoduje przyrost fluorescenciji proporcjonalny do postepu
reakcji hydrolizy. Zwigzki te zostaty zbadane w reakcji z enzymem PDE-I w 50 mM
buforze Tris-HCI, 5 mM, stezenie sondy 100 nM, stezenie enzymu 3,2 nM, temperatura
30 °C. W tym przypadku nie stosowano Tween 20, gdyz jak pokazano w rozdziale 17.3
nie tylko nie poprawia on rozpuszczalnosci sondy, ale wrecz moze obniza¢ wydajnos¢
efektu FRET.

W pierwszym podejsciu w reakcji z PDE-I przetestowane zostaty sondy 8e, 8f oraz
8g. Na Rys. 124 przedstawiono znormalizowang do wartosci poczatkowych
intensywnos¢ fluorescencji poszczegodlnych sond odczytywang w maksimum ich emisiji
(525 nm dla sond z fluoresceing, 8e, 8g, 560 nm dla sondy z cyjaning 3, 8f). Uwage
zwraca roznica w zdolnosci wygaszania fluorescencji poszczegdlnych wygaszaczy.
Sondy z witaming B12 oraz Tide Quencher 3 zwiekszyty swojg intensywnosc¢
fluorescencji w maksimum emisji ponad 5-krotnie. W przypadku Tide Quencher 2
(zwigzek 8e) reakcja trwata dtuzej, jednak intensywnos¢ fluorescencji wzrosta w
przyblizeniu 20 razy. Zwigzek 8e stanowi interesujgcy przyktad czutej sondy, ktéra
moze byC¢ wykorzystywana w badaniach enzymatycznych. Pozostate dwie sondy
wykazaty mniejszg czuto$¢, jednak szybkie osiggniecie plateau sugeruje, ze enzym
PDE-I wykazuje do nich wyzsze powinowactwo niz do sondy 8e.
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Rys. 124 Znormalizowana intensywno$¢ fluorescencji sond 8e, 8f oraz 8g w czasie reakcji z PDE-I.

Analogiczny eksperyment z PDE-I przeprowadzono dla wygaszeniowej sondy 8Kk.
Reakcje przeprowadzono w 50 mM buforze Tris-HCI, 5 mM, stezenie sondy 100 nM,
stezenie enzymu 3,2 nM, temperatura 30 °C. Podobnie jak w powyzszym przypadku
nie uzywano detergentu Tween 20. Sonda 8k wykazata dobre powinowactwo do
enzymu, a plateau zostato osiggniete juz po 20 minutach reakcji. Intensywnos¢
fluorescencji rodaminy X (5k) wzrosta w przyblizeniu do 660% wartosci poczgtkowe.
Wyniki uzyskane w eksperymencie sugerujg, ze sonda 8k nie jest tak czuta sonda jak
8e, jednak enzym PDE-| wykazuje do niej duzo wyzsze powinowactwo w poréwnaniu
z sondg 8e.
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Rys. 125 Znormalizowana intensywnos¢ fluorescencji sond 8k w czasie reakcji z PDE-I
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Ostatnim etapem badan enzymatycznych byt eksperyment, w ktérym sprawdzono
uzyteczno$¢ sond nukleotydowych do sledzenia reakcji z bardziej specyficznym
enzymem. Do eksperymentow wybrano biatko FHIT (por. rozdz. 11.2). Ze wzgledu na
SposOb wigzania naturalnego substratu ApppA analogi nukleotydow zawierajgce
zablokowane grupy hydroksylowe 2’,3’-OH nie sg dobrymi substratami dla biatka FHIT
i nie byty one w ogole wigzane przez enzym. Z tego powodu w eksperymentach
wykorzystano sonde wykazujgcg efekt FRET 8j i sonde wygaszeniowg 8k. W
badaniach wykorzystano dwa homologi biatka FHIT — ludzki (hFHIT) oraz roslinny,
pochodzacy z rzodkiewnika pospolitego (atFHIT). Eksperymenty przeprowadzono w
50 mM buforze Tris-HCI o pH 7,5, z dodatkiem 5 mM chlorku magnezu, 0,05% Tween
20 (tylko w przypadku 8j), w 37 °C. Stezenie nukleotydu wynosito 100 nM, enzymu 5
nM.

Z dwoch homologéw to ludzki FHIT wykazat sie wiekszg tolerancjg dla
zastosowanych modyfikacji. W przypadku roslinnego enzymu i sondy 8j intensywnos¢é
fluorescencji cyjaniny 3 po 110 minutach wynosita 173% pierwotnej, natomiast
intensywnos¢ fluorescencji cyjaniny 5 — 71% poczagtkowej. (Rys. 126a) Relatywnie
niska zmiana wynika prawdopodobnie z niskiego powinowactwa atFHIT do sondy 8j,
gdyz w eksperymentach z innymi enzymami sonda ta wykazata zdolnos¢ do duzo
wiekszej zmiany intensywnosci fluorescencji obydwu znacznikéw (Rys. 122, Rys.
126b). W przypadku hFHIT koncowe intensywnosci fluorescencji wynosity 300%
intensywnosci pierwotnej cyjaniny 3 oraz 24% intensywnosci pierwotnej cyjaniny
5.(Rys. 126b) Wieksza tolerancja enzymu hFHIT jeszcze silniej zostata ukazana w
przypadku eksperymentu z sondg wygaszeniowg 8k. Prawdopodobnie ze wzgledu na
rozmiar rodaminy X wigzanie z enzymem atFHIT w ogdle nie byto mozliwe, a reakcja
praktycznie nie zaszta, co pokazuje wykres na Rys. 126c¢. Zmiany fluorescencji w
mieszaninie zawierajgcej enzym sg w przyblizeniu takie same jak zmiany fluorescenc;ji
w mieszaninie kontrolnej. W przypadku ludzkiego homologu enzymu FHIT zmiany sg
wyrazne, a intensywno$¢ fluorescencji rodaminy wzrasta w czasie reakcji niemal
dwukrotnie.
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8j: R, = Cy5 (5h), R, = Cy3 (5f)
8k: R, = TQ3 (6n), R, = 5-ROX (5K)
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Rys. 126 a) zmiana fluorescencji cyjaniny 3 (560 nm) i cyjaniny 5 (660 nm) w sondzie 8j w
obecnosci i pod nieobecnosé enzymu atFHIT. b) zmiana fluorescencji cyjaniny 3 (560 nm) i
sulfocyjaniny 5 (660 nm) w sondzie 8j w obecnosci i pod nieobecnosé enzymu hFHIT. ¢) zmiana
fluorescencji rodaminy (591 nm) w sondzie 8k w obecnosci i pod nieobecnos¢ enzymu atFHIT. d)
zmiana fluorescencji rodaminy (591 nm) w sondzie 8k w obecnosci i pod nieobecno$¢ enzymu hFHIT.

W ostatnim etapie badan sondy wykazujgce efekt FRET zostaty sprawdzone ze
wzgledu na ich zdolnos¢ do penetracji btony komorkowej zywych komorek. W tym celu
wykorzystano sonde 8b zawierajgcag pare cyjanin 3 i 5. Roztwor sondy o stezeniu 0,1
MM byt inkubowany z komorkami Hela przez godzine. Po tym czasie komérki zostaty
przemyte buforem PBS i utrwalone paraformaldehydem. Nastepnie przeprowadzono
obserwacje komorek z uzyciem mikroskopu konfokalnego, rejestrujgc emisje
fluorescencji w zakresie 560 — 630 nm i 640 — 700 nm, przy wzbudzaniu osobno
akceptora i donora FRET (odpowiednio 555 nm oraz 639 nm). Wynik zostat
zaprezentowany na zdjeciu ponizej (Rys. 127). Podobnie jak w przypadku sond
ekscymerowych mozna zaobserwowac, ze nukleotydy znakowane fluorescencyjnie
byty w stanie przedosta¢ sie przez btone komodrkowg i usytuowac¢ w cytozolu.
Jednoczesnie wida¢ ciemne obszary wewngtrz komérek, co sugeruje, ze btona
jadrowa jest trudniejsza do pokonania i najwyzsze stezenie sondy wystepuje w
cytozolu. Na zdjeciach a i b, wida¢ fluorescencje odpowiednich barwnikéw po
naswietlaniu Swiattem o charakterystycznych dla nich dtugosciach fali wzbudzenia.
Zdjecie c, przedstawia emisje fluorescencji cyjaniny 5, powstatg poprzez naswietlanie
Swiattem o dtugosci fali charakterystycznej dla wzbudzenia cyjaniny 3, co dowodzi, ze
sondy te wykazujg efekt FRET po ulokowaniu sie w cytozolu.
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Rys. 127 Zdjecia z mikroskopu konfokalnego komérek HelLa inkubowanych z sondg 8b. a) emisja
donora po naswietleniu swiattem o dtugosci fali charakterystycznym dla wzbudzenia donora b) emisja
akceptora po naswietleniu Swiattem o dtugosci fali charakterystycznym dla wzbudzenia akceptora c)
emisja akceptora po naswietleniu swiattem o dlugo$ci fali charakterystycznym dla wzbudzenia donora
d) barwnik Hoechst stuzgcy wizualizacji jagder komérkowych e) zdjecie bez filtrow f) natozenie obrazéw
c,d, e.

18.4. Podsumowanie rozdziatu

Sondy przedstawione w niniejszym rozdziale wykazaty przydatno$¢ w badaniach
aktywnosci enzymow hydrolizujgcych nukleotydy. Wszystkie sondy okazaty sie
podatne na degradacje za pomocg enzymu PDE-|. Eksperymenty te pozwolity zbadac,
czy fluorescencja zmieniajgca sie w czasie reakcji faktycznie odpowiada postepowi
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reakcji enzymatycznej, co bylo mozliwe dzieki poréwnaniu zmieniajgcych sie
intensywnosci fluorescencji barwnikow z wynikami otrzymanymi za pomocg techniki
HPLC-MS.

Wstepne doswiadczenia pokazaty, ze sondy mogg byC wykorzystane w
poszukiwaniu inhibitorow enzymow hydrolizujgcych nukleotydy. Dotgd pokazano to na
przyktadzie enzymu PDE-I, a wyniki ICso dla znanych inhibitoréw tego enzymu okazaty
sie porédwnywalne z wartosciami wyznaczonymi z uzyciem innych metod. Sondy
fluorescencyjne zostaty tez uzyte do monitorowania reakcji bardziej specyficznych
pirofosfataz. Sondy zawierajgce 7-metyloguanine postuzylty do badan aktywno$ci
enzymu DcpS, jednak nie jest to bezposrednio zwigzane z tematyka niniejszej pracy.
Sondy adeninowe zostaty uzyte w monitorowaniu aktywnosci dwéch homologow
enzymu FHIT —ludzkiego (hFHIT) i roslinnego (atFHIT). Ludzki enzym wykazat wyzszg
tolerancje na rozbudowane fluorofory przytgczone do zasady azotowej. Zaroéwno
sonda 8j jak i 8k okazaty sie przydatne w monitorowaniu jego aktywnosci. Mniejszg
tolerancje wykazat enzym pochodzenia roslinnego. W jego przypadku sonda
wygaszeniowg 8k nie zostata zdegradowana w ogdle. Prawdopodobnie duze
znaczenie ma tutaj kwestia zawady sterycznej fluorofora. Im jest on wiekszy, tym
stabiej sonda oddziatuje z enzymem.

Niektore z otrzymanych sond, zawierajgcych barwniki Py-, PEP, Cy3, Cy5, okazaty
sie zdolne do penetracji btony komérkowej i lokowania sie w cytozolu. Jest to istotna
obserwacja, gdyz zwykle transport dokomérkowy zwigzkéw tak polarnych jak
nukleotydy sprawia wiele trudnosci. Obecnie we wspotpracy z Instytutem Chemii
Fizycznej PAN prowadzone sg badania nad wykorzystaniem opracowanych przeze
mnie sond do badania aktywnosci enzymow hydrolitycznych w zywych komérkach
metodg FLIM.

19. Podsumowanie

Gtéwnym celem pracy byto opracowanie sond nukleotydowych - narzedzi
przydatnych w bezinwazyjnym monitorowaniu w czasie rzeczywistym reakcji
enzymatycznych katalizowanych przez pirofosfatazy. Tego typu zwigzki mogg znalez¢
zastosowanie w monitorowaniu przebiegu reakcji katalizowanych przez te enzymy,
poszukiwaniu inhibitoréw pirofosfataz, czy w koncu w obserwacji proceséw degradacji
nukleotydéw w warunkach in vivo.

Projekt sktadat sie z dwoch gtownych czesSci — syntetycznej, w ramach ktorej
opracowano, zoptymalizowano i przeprowadzono synteze analogdéw nukleotyddéw
mogacych stuzy¢ jako sondy molekularne, oraz spektroskopowej, w ramach ktorej
zbadano wtasciwosci spektroskopowe otrzymanych zwigzkéw, a takze okreslono ich
podatnosc¢ na hydrolize enzymatyczng, oraz zdolno$¢ do penetracji btony komoérkowej
i lokalizowania sie w cytozolu.

Na realizacje czesci syntetycznej sktadaty sie nastepujgce zadania:
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e Synteza analogéw nukleotydow i analogéw terminalnej reszty fosforanu
zawierajgcej grupy alkinowe.

W ramach tego punktu zoptymalizowano synteze analogdw terminalnej reszty
fosforanu — C-fosfonianu etynylowego, C-fosfonianu 2-propargilowego, oraz fosforanu
propargilu. Wymienione zwigzki otrzymano z wysokimi wydajnosciami, a nastepnie
uzyto ich w reakcjach z P-imidazolidami nukleotydow, uzyskujgc szereg analogéw
nukleotydéw zawierajgcych jedng, bgdz dwie grupy alkinowe w strukturze. Otrzymane
zwigzki byty analogami réznych nukleotydéw — adenozyny, guanozyny, cytydyny,
urydyny, oraz 7-metyloguanozyny. tgcznie uzyskano 16 analogéw nukleotydow
zawierajgcych jedng grupe alkinowg przytgczong do reszty terminalnego fosforanu,
oraz 17 analogow nukleotydéw zawierajgcych dwie grupy alkinowe - jedng
przytaczong do reszty terminalnego fosforanu, a drugg w obrebie reszty nukleozydu.

e Opracowanie warunkow wydajnej reakcji CUAAC nukleotyddw ze znacznikami
fluorescencyjnymi.

W ramach realizacji tego zadania zoptymalizowano warunki reakcji CuAAC
nukleotyddw zawierajgcych jedng lub dwie grupy alkinowe z reagentami zawierajgcymi
grupe azydkowg. Odpowiednio dobrane stezenia reagentéw, katalizatora, oraz
odpowiednie proporcje rozpuszczalnikbw pozwolity na uzyskanie znakowanych
nukleotyddéw i sond nukleotydowych z dobrymi wydajnosciami. Pojedynczo znakowane
nukleotydy byly analogami nukleotyddéw purynowych, uzyskano ich 11 z dobrymi
wydajnosciami. Ponadto, wykorzystujgc reakcje CuAAC, otrzymano 19 sond
ekscymerowych bedgcych analogami trifosforanéw adenozyny, guanozyny, cytydyny,
oraz 7-metyloguanozyny.

e Opracowanie warunkéw sekwencyjnej reakcji CUAAC.

W toku eksperymentow zwigzanych z optymalizacjg syntezy sond ekscymerowych
okazato sie, ze grupa alkinowa przytgczona do terminalnej reszty fosforanu nukleotydu
jest bardziej reaktywna w reakcji CUAAC niz grupa alkinowa przytgczona do reszty
rybozy. Wykonanie eksperymentéw optymalizacyjnych pozwolito ustali¢ najlepsze
warunki dla regioselektywnej reakcji CUAAC. Podejscie takie umozliwito przytgczenie
kolejno dwoch réznych znacznikéw do struktury nukleotydu, bez koniecznosci
wykorzystania grup ochronnych, ani wydzielania produktu posredniego. W ten sposéb
mozliwa byta synteza 18 analogéw trifosforanéw guanozyny, adenozyny, oraz 7-
metyloguanozyny, zawierajgcych w swej strukturze dwa rézne znaczniki.

Druga czes$¢ projektu obejmowata spektroskopowg charakterystyke otrzymanych
sond nukleotydowych. Badania te zrealizowano w nastepujgcych etapach:

e Badania spektroskopowe otrzymanych sond nukleotydowych.

Analogi nukleotydéw zawierajgce dwa barwniki fluorescencyjne, czy to identyczne
(w przypadku sond ekscymerowych), czy tez rozne (w przypadku sond FRET), aby
byty uzyteczne w roli narzedzi do monitorowania postepu reakcji enzymatycznych,
powinny wykazywac okreslone witasciwosci fluorescencyjne. Kazda z otrzymanych
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sond zostata oceniona pod wzgledem witasciwosci emisyjnych (wystepowanie FRET
lub emisji ekscymerowej) oraz ich stabilnosci w czasie. Ponadto na tym etapie
stwierdzono, jak badane sondy zachowujg sie w roztworach zawierajgcych popularne
sktadniki buforéw do prowadzenia reakcji enzymatycznych (jony metali, substancje
buforujgce, etc.). W wyniku przeprowadzonych eksperymentow niektore z sond zostaty
wykluczone z dalszych badan (np. sondy zawierajgce barwnik cyjanowinylowy, ze
wzgledu na jego nietrwatos¢ w pH > 7), inne z kolei wymusity zmiane standardowych
warunkéw reakcji enzymatycznych (np. sondy z PEP wymagaty nizszego stezenia soli
metalu, a sondy z parg Cy3-Cy5 wymagaly obecnosci detergentu Tween20).
Doswiadczenia zdobyte przy realizacji tego etapu projektu pozwolity na
przeprowadzenie badan enzymatycznych otrzymanych sond.

e Badania enzymatyczne sond nukleotydowych.

Optymalne warunki s$rodowiska reakcji opracowane w ramach badan
spektroskopowych pozwolity na wykorzystanie sond do monitorowania reakciji
enzymatycznych w czasie rzeczywistym. W pierwszym etapie kazda z sond zostata
poddana reakcji z niespecyficznym enzymem PDE-l. W przypadku kazdej sondy w
miare trwania reakcji widmo fluorescencji zmieniato sie. W przypadku sond
ekscymerowych pojawiaty sie pasma fluorescencji monomerowej, w przypadku sond
FRET pojawiato sie pasmo fluorescencji charakterystyczne dla donora FRET, w
przypadku sond wygaszeniowych wzrastato pasmo fluorescencji zastosowanego
fluorofora. W celu wykluczenia niespecyficznych efektéw zanikania fluorescencji,
wykonano dodatkowe eksperymenty z wykorzystaniem HPLC-MS, co stanowito
niezalezny od fluorescencji sposoéb detekcji produktéw reakcji enzymatyczne;.
Eksperymenty z PDE-| wykazaty, ze zmiana fluorescencji odpowiada postepowi reakcji
enzymatycznej, co potwierdzito, ze sondy nukleotydowe faktycznie mogg by¢ uzywane
w celu monitorowania postepu reakcji enzymatycznej. Pozwolito to wykorzystac¢ sondy
w badaniu aktywnosci bardziej specyficznych enzymow — DcpS (sondy zawierajgce 7-
metyloguanozne, eksperymenty nieujete w niniejszej rozprawie) oraz FHIT (sondy
zawierajgce adenozyne). W obydwu przypadkach sondy nukleotydowe umozliwity
obserwacje reakcji enzymatycznej w czasie rzeczywistym, bez potrzeby ingerowania
w uktad reakcyjny.

e Badania wtasciwosci sond w komorkach i lizatach komdrkowych

W kolejnym etapie badan sprawdzono wtasciwosci sond w lizatach komérek HEK.
Pomimo ztozonego $rodowiska reakcji, sondy byly rozpoznawane przez komérkowe
pirofosfatazy. Postep reakcji mozna byto obserwowac sledzgc zmieniajgce sie widmo
fluorescencyjne sondy nukleotydowe;.

W ostatnim etapie badan sondy zostaty przebadane ze wzgledu na ich zdolnos¢ do
wnikania do wnetrza komoérek HeLa. Wybrane sondy (zawierajgce barwniki Py-, PEP,
oraz pary Cy3-Cy5) okazaty sie zdolne do penetracji btony komdrkowej i lokowania sie
w cytozolu. Obserwacja ta jest istotna, gdyz z jednej strony stanowi interesujgcy
spos6b dostarczania bardzo polarnych zwigzkow, jakimi sg nukleotydy, do wnetrza
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komérek, a z drugiej strony moze pozwoli¢ na badanie aktywnosci pirofosfataz
wewngtrz komorki w warunkach in vivo.
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CzescC eksperymentalna

20. Informacje ogdine

20.1. Odczynniki chemiczne uzyte w pracy

Wszystkie odczynniki uzyte w pracy zostaty zakupione w firmach: Merck, wczesniej
Sigma-Aldrich  (wiekszo$¢ odczynnikdw chemicznych), Carbosynth (analogi
nukleozydow), oraz Lumiprobe (barwniki fluorescencyjne zawierajgce azydek). W
eksperymentach uzywana byta woda ultraczysta (miliQ, MQ). Chromatografie
jonowymienng Sephadex wykonywano z uzyciem rozcienczonych wodnych roztworow
weglanu trietyloamoniowego (TEAB) o wyjsciowym stezeniu 1,2 M. Bufory do HPLC
zawierajgce octan amonu byty przygotowywane z uzyciem acetonitrylu lub metanolu
HPLC Gradient Grade for LC-MS, statego octanu amonu oraz 50% kwasu octowego,
a nastepnie odgazowywane i przefiltrowane poprzez sgczenie pod zmniejszonym
cisnieniem. Bufory zawierajgce acetonitryl oraz metanol przechowywane byty w
temperaturze pokojowej, natomiast bufory bedgce roztworami kwasu octowego i
octanu amonu przechowywane byty w temperaturze 4 °C.

20.2. Syntezy z uzyciem reaktora mikrofalowego

Reakcje wspomagane mikrofalowo przeprowadzono z uzyciem jednomodowego
aparatu CEM Discover z generatorem mikrofal o czestosci 2,45 GHz. Reagenty oraz
magnetyczny element mieszajgcy umieszczano wewnatrz fiolki wykonanej z grubego
szkta z membrang. Rekcje przeprowadzano przy nastepujgcych parametrach:
program ,dynamic power mode”, Pmax =5 W i Tmax W przedziale 40-50 °C z tolerancjg
zmian temperatury = 1 °C. Temperatura, ciSnienie i moc panujgca wewnatrz naczynia
z reakcjg byly monitorowane za pomocg sensoréw znajdujgcych sie w wyposazeniu
aparatury.

20.3. Chromatografia jonowymienna

Wiekszos¢ analogow nukleotydow otrzymanych w duzej skali (co najmniej 50 mg)
oczyszczane byto za pomocag jonowymiennej chromatografii kolumnowej na ztozu
DEAE-Sephadex (forma HCOgs’). Po zakonczeniu reakcji poprzez rozcienczenie jej
wodg, mieszanina byta naktadana na zloze, przemywana wodg (do momentu, gdy
eluat nie generowat osadu po zmieszaniu z 1% wodnym roztworem AgNOs), a
nastepnie rozpoczynano elucje gradientowg w liniowym gradiencie buforu TEAB w
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wodzie MQ: 0 — 0,6 M dla zwigzkéw o tadunku sumarycznym (-1), 0 — 0,8 M dla
zwigzkow o tadunku sumarycznym (-2), 0 -1,0 M dla zwigzkéw o tadunku
sumarycznym (-3), oraz 0 — 1,2 M dla zwigzkow o tadunku sumarycznym (-4). Zebrane
frakcje byly analizowane ze wzgledu na ich absorbancje przy dtugosci fali A = 260 nm.
Zwigzki we frakcjach przekraczajgcych warto$¢ absorbancji 1,0 analizowano za
pomocg techniki HPLC-MS.

Zebrane frakcje byly fgczone, ich stezenie byto oznaczane na podstawie pomiaru
milijednostek optycznych (mODU = absorbancja x objetos¢ roztworu) w 0,1 M buforze
fosforanowym (pH 6 dla analogédw zawierajgcych 7-metyloguanine, pH 7 dla
pozostatych nukleotyddéw). Do roztworow dodawany byt etanol 96% w celu utatwienia
rozktadu buforu TEAB, a nastepnie otrzymany roztwor odparowywany byt do statej
masy. Resztki wilgoci usuwano przez kilkukrotne odparowywanie z acetonitrylem.
Otrzymane trietyloamoniowe sole nukleotydéw byly przechowywane w temperaturze
—20°C.

20.4. Chromatografia HPLC

Analizy metodg HPLC byly przeprowadzane ze uzyciem aparatu Agilent Tech.
Series 1200 przy uzyciu kolumn RP: Supelcosil LC-18-T HPLC (4,6x250 mm, przeptyw
1,3 ml/min), Supelcosil LC-8 HPLC (4,6x250 mm, przeptyw 0,75 ml/min) oraz Eclipse
XDBC18 (4,5x150 mm, przeptyw 1,0 ml/min). Detekcja UV zastosowana do wszystkich
nukleotydéw prowadzona byta przy A = 254 nm, w przypadku sond i znakowanych
nukleotydéw dodatkowa detekcja z uzyciem detektora DAD ustawiona byta na dtugosé¢
fali charakterystyczng dla maksimum absorbcji przytgczonego znacznika. Metody
HPLC stosowane do analizy mieszanin reakcyjnych zostaty podane ponizej. Metoda F
postuzyta wytgcznie do monitorowania degradacji sondy nukleotydowej za pomocg
enzymu PDE-I.

Eluent Gradient
Metoda Eluent A B eluentu B w Kolumna
czasie 15 min.

Icosil
A | 0.05 M bufor octanowy (pH 5.9) | MeCN 0-100% S“E(e:_cgs'
Supelcosil

— 0
B 0.05 M bufor octanowy (pH 5.9) | MeOH 0-100% LC-18-T
Icosil
C 0.05 M bufor octanowy (pH 5.9) | MeCN 0-50% SUEE_C;SI
Supelcosil

— 0
D 0.05 M bufor octanowy (pH 5.9) | MeOH 0-50% LC18-T
Supelcosil

— 0
E 0.05 M bufor octanowy (pH 5.9) | MeOH 0-25% LC18-T
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Eclipse XDB-

F 0.01 M bufor octanowy (pH 5.9) | MeCN 0-75% c18

20.5. Otrzymywanie substratow w formie soli trietyloamoniowe;j.

Z wzgledu na to, ze nukleotydy dostepne sg komercyjnie w formie réznych soli
(sodowe, potasowe, amoniowe, lub tez jako wolne kwasy), przed zastosowaniem ich
w syntezach chemicznych przeprowadzanych w rozpuszczalnikach takich jak DMF czy
DMSO konieczne jest przeprowadzenie ich w sdl trietyloamoniowa.

Substraty zakupione w formie kwasow (np. AMP) zawieszane byty w 50% wodnym
roztworze etanolu, a nastepnie do zawiesiny dodawano n+1 nadmiar trietyloaminy,
gdzie n to liczba tadunkéw ujemnych w czgsteczce. Otrzymana zawiesina byta
mieszana az do catkowitego rozpuszczenia nukleotydu. Po tym czasie woda i etanol
byty usuwane pod zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie produkt byt suszony poprzez
3-4-krotne odparowanie z acetonitrylem.

Substraty dostepne jako sole litowcéw zamieniano na sole trietyloamoniowe z
uzyciem kolumny wypetnionej kationitem Dowex 50 W x 8 w formie soli
trietyloamoniowej. Po natozeniu wodnego roztworu nukleotydu, byt on wymywany
wodg MQ do czasu, az wyptywajgcy eluat nie wykazywat absorbancji przy A = 260 nm
wyzszej niz 0,9 A.U. Rozpuszczalniki z uzyskanego roztworu byty usuwane pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie produkt byt suszony poprzez 3-4-krotne
odparowanie z acetonitrylem.

Substraty dostepne w postaci soli amoniowej rozpuszczane byty w wodzie, do ktérej
dodawano réwng objetos¢ 96% etanolu, a nastepnie do roztworu dodawano n+1
nadmiar trietyloaminy, gdzie n to liczba tadunkéw ujemnych w czgsteczce.
Rozpuszczalniki z uzyskanego roztworu byty usuwane pod zmniejszonym cisnieniem,
a nastepnie produkt byt suszony poprzez 3-4-krotne odparowanie z acetonitrylem.

20.6. Wyznaczanie ilosci zwigzku

Ze wzgledu na to, ze nukleotydy uzyskiwano w formie soli trietyloamoniowych, ktore
nie zawsze miaty ustalong i statg stechiometrie, a ponadto mogty by¢ hydratami,
wyznaczanie ilosci takich zwigzkdédw na podstawie masy nie jest precyzyjne. Zamiast
tego dla kazdej partii zwigzku wyznaczano ilos¢ jednostek optycznych na mg
(mODU/mg). Dokonywano tego poprzez rozpuszczenie nawazki zwigzku w wodzie (3—
5 mg zwigzku/300-500 pl wody), a nastepnie badanie absorbancji otrzymanego
roztworu do momentu uzyskania trzech zblizonych wynikéw. W celu uzyskania liczby
jednostek optycznych na mg, otrzymang wartos¢ podstawiano do wzoru:

Absorbancja X objetoS¢ roztworu

masa zwiazku
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Jednostki optyczne uzyskane na podstawie pomiaréw absorbancji zwigzane sg z
iloscig zwigzku wyrazong w molach nastepujgcg zaleznoscia:

Jednostki optyczne ] ]
= liczba moli

wspotczynnik ekstynkcji

Wykorzystujgc dwie podane wyzej zaleznosci mozna byto powigzac liczbe moli
substancji w jej masie,. Wspotczynniki ekstynkcji dla nukleotydow w pH 7 sg
stabelaryzowane i zostaty podane ponizej:

Zasada azotowa Wspotczynnik ekstynkciji
w nukleotydzie: dla A =260 nm [M-tcm]
Guanina 12 080
7-metyloguanina 11 400?
Adenina 15 020
6-propargiloadenina 19 950
Cytozyna 7070
Urydyna 9 660
1 — pochodne 7-metyloguaninowe analizowane sg w buforze o pH = 6.

20.7. Spektrometria mas i spektroskopia NMR

Struktury oraz czysto$¢ wiekszosci nukleotyddw i innych produktéw uzyskiwanych
w skali powyzej 50 mg zostaty potwierdzone za pomocg wysokorozdzielczej
spektrometrii mas (HR MS), oraz spektroskopii protonowego oraz fosforowego
jadrowego rezonansu magnetycznego. Struktura produktéw reakcji CUAAC (sondy
nukleotydowe oraz inne addukty nukleotydéw ze znacznikami azydkowymi) zostata
potwierdzona za pomocg wysokorozdzielczej spektrometrii mas. Widma masowe
rejestrowano na aparacie Thermo Scientific LTQ OrbitrapVelos z dodatnig lub ujemng
jonizacjg typu elektrosprej (HR MS (-) ESI lub HR MS (+) ESI). Przed rejestracjg widm
NMR zwigzki byty oczyszczane za pomocg HPLC.

Pomiary wykonywano w temperaturze 25 °C korzystajgc na spektrometrze Bruker
AVANCE Ill HD 500 MHz o czestotliwosci rezonansowej 500 MHz (*H NMR) i 202 MHz
(3P NMR) lub ze spektrometru Varian UNITY-plus 400 MHz o czestotliwosci
rezonansowej 400 MHz (*H NMR) i 162 MHz (3P NMR).

Prébki do analizy przygotowywane byty poprzez rozpuszczenie 1 — 10 mg zwigzku
w 600 pl odpowiedniego deuterowanego rozpuszczalnika. Widma analizowano za

- 166 -



pomocg oprogramowania MestReNova 12.0 (Mestrelab Research S.L.). Przesuniecia
chemiczne *H NMR (dH) oraz 3!P NMR (dP) wyrazono w ppm i odniesiono
odpowiednio do 3-(trimetylosillilo)-2,2',3,3'-tetradeuteropropionianu sodu (TSP) oraz
20% kwasu fosforowego(V) w D20 (wzorzec zewnetrzny).

20.8. Badania spektroskopowe i spektrofluorymetrycznie

Widma absorpcyjne byty nagrywane w temperaturze pokojowej za pomocag
spektrofotometru Cary 100 UV-Vis (Agilent) z przystawkg Dual Cell Peltier. Widma
wzbudzenia i emisji fluorescencji byty nagrywane z uzyciem spektrofluorymetru Cary
Eclipse (Agilent) zaopatrzonego w lampe ksenonowg. Pomiary wykonywano w
termostatowanych kuwetach o wymiarach 10 x 4 mm. Bufory byty odgazowywane pod
zmniejszonym cisnieniem przed kazdg serig pomiarow.

Widma absorpcyjne wykonywane byty w 50 mM buforze Tris-HCI o pH 8 (sondy z
pirenem, PEP oraz sondy FRET) lub w 50 mM buforze MES-KOH o pH 6 (sondy z
barwnikiem cyjanowinylowym) w temperaturze pokojowej, w kuwetach o wymiarach
10 x 2 mm (dtugosc¢ drogi optycznej — 10 mm). Widma fluorescencyjne byty nagrywane
w 50 mM buforze Tris-HCI o pH 8 (sondy z pirenem, PEP oraz sondy FRET) lub w 50
mM buforze MES-KOH o pH 6 (sondy z barwnikiem cyjanowinylowym) w 30 °C w
kuwecie kwarcowej o wymiarach 10 x 4 mm.

20.9. Eksperymenty z enzymem PDE-I

Enzym PDE-I (EC 3.1.4.1) z jadu weza (C. adamanteus) zostat zakupiony w formie
zliofilizowanej z Sigmy-Aldrich. Roztwor wyjsciowy o stezeniu 1 mg/ml zostat
przygotowany przez rozpuszczenie odpowiedniej ilosci enzymu w 50% roztworze
glicerolu w 110 mM buforze Tris-HCI o pH 8,9, zawierajagcym dodatkowo 110 mM NaCl
oraz 15 mM MgClz i byt przechowywany w temperaturze -20 °C.

Przed przeprowadzeniem eksperymentdéw enzym byt rozcienczany za pomocg 50
mM buforu Tris-HCl o pH 8 do stezenia 10 pg/ml. Reakcje prowadzono w temperaturze
30 °C w 50 mM buforze Tris-HCI o pH 8, z dodatkiem 5 mM chlorku magnezu (1 mM
MnCl2 w przypadku sond z PEP). Uzyte w reakcjach stezenie nukleotydow w
przypadku sond ekscymerowych wynosito 1 uM, w przypadku sond FRET 0,1 uM.
Stezenie enzymu w przypadku sond ekscymerowych wynosito 98,5 ng/ml (w reakcjach
z sondami z pirenem), 1 ug/ml (w reakcjach z sondami z PEP), lub 0,5 ug/ml w
przypadku sond FRET. W przypadku sond z pochodnymi cyjanin 3 i 5, dodatkowo
stosowano detergent Tween 20, ktérego stezenie w koncowej mieszaninie reakcyjnej
wynosito 0,05%.

Eksperymenty z monitorowaniem aktywnosci enzymu PDE-| z uzyciem HPLC-MS
przeprowadzono w opisanych wczesniej warunkach (50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl2)
stezenie sondy 7f 1 uM, stezenie enzymu PDE-I 99 ng/ml. Wykonane zostaty 3
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powtdrzenia, kazde w temperaturze 30 °C. State objetosci reakcji (10 pl) byty
pobierane z niej przed dodaniem enzymu (t = 0 min), a nastepnie w punktach
czasowych 1, 5, 10, 15, 30 oraz 60 minut. Prébki od razu po pobraniu byty zamrazane
w cieklym azocie i rozmrazane tuz przed wprowadzeniem do uktadu HPLC-MS. Do
analizy chromatograficznej wykorzystano metode F (por. rozdz. 20.4), detekcji
dokonywano za pomocg spektrometru masowego z potrojnym kwadrupolem (Sciex
QTRAP 3200) w trybie jonizacji ujemnej.

21. Syntezy chemiczne

21.1. Wstep

C-fosfonian 1b, C-fosfonian etynylowy dietylu (1c) oraz nukleotydy zawierajgce
jedng grupe alkinowg (2a — 2I) zostaty otrzymane w ramach pracy magisterskiej,?*
opis syntez tych zwigzkdw nie zostanie tutaj powtorzony.

21.2. C-fosfonian etynylowy (1a)

C-fosfonian etynylowy dietylu (1 g, 6,17 mmol) rozpuszczono w e
20 ml DCM, w kolbie okrggtodennej zaopatrzonej w mieszadetko 'O/B\O'
magnetyczne.  Nastepnie do  roztworu dodany  zostat
bromotrimetylosilan (4,89 ml, 5,67 g, 37 mmol) i powstatg H HNEt;"

mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 4 godziny. Nastepnie
nadmiar bromotrimetylosilanu zostat usuniety poprzez odparowanie, a pozostaty olej
rozpuszczono w 86 ml DMF i 86 ml trietyloaminy (62 g, 617 mmol). Roztwor ten
mieszano w temperaturze 90 °C przez 3 h. Po tym czasie rozpuszczalniki usunieto pod
zmniejszonym cisnieniem, a surowy produkt rozpuszczono w wodzie (20 ml) i 2-krotnie
przemyto chloroformem (2 x 20 ml). Nastepnie wode usunieto pod zmniejszonym
cisnieniem, a produkt suszono w eksykatorze prézniowym z nad tlenkiem fosforu.
Uzyskano 1,68 g (5,5 mmol, 89%) produktu w postaci brgzowego zelu. *H NMR (400
MHz, D20, 25 °C) &4 3.17 (6H, q, J = 7.4 Hz), 3.08 (1H, d, J =12.1 Hz), 1.25 (9H, t, J
= 7.4 Hz), 3'P NMR (162 MHz, D20, 25 °C) &r -10.75 (1P, d, J = 13.2 Hz), HRMS (-)
ESI m/z obliczono dla [M-H] = C2H203P: 104.9747, otrzymano: 104.9732.
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21.3. Fosforan propargilu (1c)

Kwas fosforowy (1) (2,0 g, 24,4 mmol) rozpuszczono w alkoholu 0]
propargilowym (42,2 ml, 732 mmol) i do roztworu dodano 'O/IS\O'
trietyloamine (10,12 ml, 73,2 mmol). Po 5 minutach mieszania do 6

reakcji zaczeto dodawacé porcjami jod (12,3 g, 48,8 mmol). Po N
dodaniu ostatniej porcji mieszanina byta mieszana przez 30 minut, a ( HNEts
j porcj y P a |
nastepnie reakcje zakonczono poprzez dodanie roztworu
cykloheksyloaminy (14 ml, 122 mmol) w acetonie (633 ml). Powstaty osad zwirowano,
a nastepnie 3 razy przemyto go $wiezymi porcjami acetonu. Ostatecznie osad
osuszono w eksykatorze prozniowym. Soél cykloheksyloamoniowg wymieniono na sol
trietyloamoniowg przy uzyciu kationitu Dowex. Pozadany produkt uzyskano z
wydajnoscig 73% (4,2 g, 17,8 mmol). *H NMR (400 MHz, D20, 25 °C) d+: 4.50 (2H, J
=9.6, 2.6,dd), 3.18 (6H,J=7.4,q), 2.88 (1H, J=2.4,1), 1.25 (9H, J = 7.4, t); 3P NMR
(162 MHz, D20, 25 °C) dr: 3.16 (1P, t, J = 9.6); HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H]-
= C3H404P: 134.9853, otrzymano: 134.9839.

21.4. P-imidazolidy nukleotydéw zawierajgcych grupe N-propargilo-
karbaminianowg w pozycji 2'(3’)-O rybozy 3a-e.

21.4.1. Procedura ogdlna

Sdl trietyloamoniowa odpowiedniego nukleotydu zostata rozpuszczona w DMSO (1
mg na 10 ul), w naczyniu reakcyjnym przeznaczonym do stosowania w reaktorze
mikrofalowym. Do uzyskanego roztworu dodany zostat 1,1’-karbonylodiimidazol (CDI,
10 eq.). Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 20 minut
(temp. = 50 °C, Pmax = 5 W). Po tym czasie nadmiar CDI roztozono z dodajgc wode
(25 eq.). Po ok. 5 minutach mieszania do reakcji dodano propargiloamine (10 eq.) oraz
DBU (5 eq.). Reakcje mieszano przez godzine w temperaturze pokojowej, a jej postep
monitorowano z uzyciem HPLC. Po stwierdzeniu catkowitej konwersji substratu (~1 h)
produkt wytrgcono z uzyciem roztworu LiCIO4 (12 eq.) w acetonitrylu (10-krotnosé
objetosci uzytego DMSO). Osad zostat trzykrotnie przemyty acetonitrylem i zwirowany.
Otrzymany produkt zostat wysuszony, najpierw na powietrzu, a nastepnie w
eksykatorze prozniowym.

21.4.2. P-imidazolid monofosforanu (N-propargilo)-2’(3’)-O-
karbamoiloadenozyny, sdl litowa (3a)

Zgodnie z procedurg ogolng 19.4.1 do reakcji uzyto AMP NH,
(sol TEA, 0,73 mmol, 11 040 mODU) oraz 1,191 g CDI. Po
zakonczeniu ogrzewania do reakcji dodano 331 pl wody, a (/\N’ETO o NN
nastepnie propargiloamine (470 ul, 7,35 mmol) oraz DBU 0. & o
(559 pl, 3,68 mmol). Po godzinie do reakcji dodano roztwér N 4 20 izomer
LiClO4 (935 mg) w acetonitrylu (30 ml), uzyskujgc produkt w //
postaci soli litowej (90%, 9 936 mODU). Proporcja izomeréw I
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2’/3’ wyniosta odpowiednio 33% i 67% co stwierdzono z uzyciem HPLC. Czas retencji
HPLC RP (metoda B) to odpowiednio tr = 10,740 min oraz tr = 12,091 min. 2'-O-
Izomer: *H NMR (500 MHz, D20): 8.26 (1H, m), 8.18 (1H, m), 7.81 (1H, m), 7.45 (1H,
m), 6.91 (1H, m), 6.15 (1H, m), 5.49 (1H, m), 4.62 (1H, m), 4.29 (1H, m), 4.05-4.13
(2H, m), 3.94 (2H, m), 2.57 (1H, m) 3P NMR (202 MHz, D20): -7.19 (1P, m). 3'-O-
Izomer: *H NMR (500 MHz, D20): 8.26 (1H, m), 8.18 (1H, m), 7.81 (1H, m), 7.45 (1H,
m), 6.91 (1H, m), 6.03 (1H, m), 5.20 (1H, m), 4.90 (1H, m), 4.40 (1H, m), 4.05-4.13
(2H, m), 3.94 (2H, m), 2.57 (1H, m) 3!P NMR (202 MHz, D20): -7.19 (1P, m).

21.4.3. P-imidazolid difosforanu (N-propargilo)-2’(3’)-O-
karbamoiloadenozyny, sdl litowa (3b)

Zgodnie z procedurg ogoélng 19.4.1 do reakcji uzyto NH,
ADP (sol TEA, 1,17 mmol, 17 625 mODU)w 7,5mIDMSO o o q“fj‘
oraz 1,901 g CDI. Po zakonczeniu ogrzewania do reakcji 'O’E“O’Pé? NTON

dodano 528 ul wody, a nastgpnie propargiloamine (751 ul,  \/ o 5 o
11,74 mmol) oraz DBU (892 ul, 5,98 mmol). Po godzinie NH

do reakcji dodano roztwor LiClO4 (1 368 mg) w acetonitrylu
(83 ml), uzyskujgc produkt w postaci soli litowej (87%, 15
400 mODU). Proporcja izomerow 2°/3’° wyniosta odpowiednio 36% i 64% co
stwierdzono z uzyciem HPLC. Czas retencji HPLC RP (metoda B) to odpowiednio tr =
7,433 min oraz tr = 8,673 min. 2'-O-Izomer; *H NMR (500 MHz, D20): 8.33 (1H, s),
8.17 (1H, s), 7.89 (1H, m), 7.09 (1H, m), 6.94 (1H, m), 6.06 (1H, m), 5.22 (1H, m), 4.83
(1H, m), 4.42 (2H, m), 4.35 (1H, m), 4.03-4.08 (2H, m), 2.52 (1H, m) 3P NMR (202
MHz, D20): -11.01 (1P, m), -18.94 (1P, m). 3-O-lzomer: 'H NMR (500 MHz, D20):
8.36 (1H, s), 8.19 (1H, s), 7.89 (1H, m), 7.09 (1H, m), 6.94 (1H, m), 6.20 (1H, d, J =
5.1 Hz), 5.37 (1H, dd, J = 5.9, 5.1 Hz), 4.53 (1H, dd, J = 5.9, 3.1 Hz), 4.42 (2H, m),
4.31 (1H, m), 4.03-4.08 (2H, m), 2.52 (1H, m) 3P NMR (202 MHz, D20): -11.01 (1P,
m), -18.94 (1P, m).

21.4.4. P-imidazolid trifosforanu (N-propargilo)-2’(3’)-O-
karbamoiloadenozyny, sdl litowa (3c)
Zgodnie z procedurg ogoélng 19.4.1 do reakcji uzyto NH,
ATP (sol TEA, 647 pmol, 9 720 mODU) w 4,86 ml o o o0 ¢ ““)N
DMSO oraz 1,048 g CDI. Po zakonczeniu ogrzewania 'O”E“ ot N

_. 2 oleotore)
do reakcji dodano 291 uyl wody, a nastepnie rf? 0. o o
propargiloamine (356 ul, 6,471 mmol) oraz DBU (492 Tﬂ; + 20 izomer
dl, 3,24 mmol). Po godzinie do reakcji dodano roztwér I/

LiClO4 (823 mg) w acetonitrylu (48,6 ml), uzyskujgc L
produkt w postaci soli litowej (67%, 6 537 mODU). Proporcja izomerdéw 2’/3’ wyniosta
odpowiednio 35% i 65% co stwierdzono z uzyciem HPLC. Czas retencji HPLC RP
(metoda B) to odpowiednio tr = 7,393 min oraz tr = 7,725. 2'-O-lzomer: *H NMR (500
MHz, D20): 8.45 (1H, m), 8.24 (1H, m), 7.93 (1H, m), 7.32 (1H, m), 6.96 (1H, m), 6.25
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(1H, m), 5.43 (1H, m), 4.62 (1H, m), 4.34 (1H, m), 4.09 (2H, m), 3.96 (2H, m), 2.5 (1H,
m) 3P NMR (202 MHz, D20): -10.72 (1P, m), -18.95 (1P, m), -22.67 (1P, m). 3'-O-
Izomer: 'H NMR (500 MHz, D20): 8.45 (1H, m), 8.24 (1H, m), 7.93 (1H, m), 7.32 (1H,
m), 6.96 (1H, m), 6.12 (1H, m), 5.30 (1H, m), 4.92 (1H, m), 4.48 (1H, m), 4.09 (2H, m),
3.96 (2H, m), 2.5 (1H, m) 3P NMR (202 MHz, D20): -10.72 (1P, m), -18.95 (1P, m), -
22.67 (1P, m).

21.4.5. P-imidazolid difosforanu (N-propargilo)-2’(3’)-O-
karbamoiloguanozyny, sél litowa (3d)
Zgodnie z procedurg ogolng 19.4.1 do reakcji uzyto O
GDP (sol TEA, 691 ymol, 8 350 mODU) w5,0 mIDMSO o o </N | /fﬂ*
oraz 1,120 g CDI. Po zakonczeniu ogrzewania do reakcji 'O”E“O’E?Oj :0; NTONT N,
dodano 311 ul wody, a nastepnie propargiloamine (442 ri? 0. O OH
pl, 6,912 mmol) oraz DBU (525 ul, 3,456 mmol). Po NH

godzinie do reakcji dodano roztwér LiClO4 (879 mg) w
acetonitrylu (55 ml), uzyskujgc produkt w postaci soli
litowej (99%, 8 240 mODU). Proporcja izomeréw 2°/3’ wyniosta odpowiednio 35% i
65% co stwierdzono z uzyciem HPLC. Czas retencji HPLC RP (metoda B) to
odpowiednio tr = 7,470 min oraz tr = 8,649 min. 2’-O izomer *H NMR (500 MHz, D20)
7.93 (1H, s), 7.26 (1H, s), 7.08 (1H, s), 6.96 (1H, d, J = 5.9 Hz), 6.03 (1H, d, J = 5.3
Hz), 5.42 (1H, t, J = 5.3 Hz), 4.55 (1H, t, J = 4.8 Hz), 4.25 (1H, m), 4.05 — 4.02 (2H,
m), 3.95 (2H, s), 3.84 (1H, s), 3'P NMR (202 MHz, D20) -10.71 — -11.36 (m), -18.94 (d,
J = 21.2 Hz). 3-0 izomer: *H NMR (500 MHz, D20) 7.88 (1H, s), 7.26 (1H, s), 7.08
(1H, s), 6.96 (1H, s), 5.89 (1H, d, J = 6.3 Hz), 5.21 (1H, d, J=4.2 Hz), 4.87 — 4.83 (1H,
m), 4.38 (1H, m), 4.14 — 4.09 (1H, m), 4.05 — 4.02 (1H, m), 3.95 (2H, s), 3.84 (1H, s),
31p NMR (202 MHz, D20) -10.71 — -11.36 (m), -18.94 (d, J = 21.2 Hz).

+ 2'-0O izomer
1

21.4.6. P-imidazolid difosforanu (N-propargilo)-2’(3’)-O-
karbamoilocytydyny, sadl litowa (3e)
Difosforan cytydyny (sél TEA, 3 802 mODU, 0,54 mmol) NHz
rozpuszczono w DMSO (2,16 ml), a nastepnie dodano CDI o 0 | “‘l

(435 mg, 2,70 mmol). Mieszanine reakcyjng poddano -o-%-o-fo— o N O
ogrzewaniu w reaktorze mikrofalowym przez 20 minut ¢ —w

(temp. = 45 °C, Pmax = 5 W). Po tym czasie nadmiar CDI
roztozono z uzyciem wody (121 pl), reakcja zostata
rozcienczona 2,16 ml DMF, i schtodzona do 0 °C.
Nastepnie do reakcji dodano propargiloamine (177 pl, 3,26 mmol) oraz DBU (204 pl,
1,34 mmol). Postep reakcji prowadzono z uzyciem HPLC. Po stwierdzeniu 100%
konwersji substratu (po ok. 2 h) do reakcji dodano roztwér LiClO4 (627 mg) w
acetonitrylu (23,8 ml). Otrzymany osad wirowano przemywajgc trzykrotnie
acetonitrylem. Produkt byt wysuszony najpierw na powietrzu, a nastepnie w

-171 -



eksykatorze prozniowym. Proporcja izomerow 2°/3’ wyniosta odpowiednio 40% i 60%
co stwierdzono z uzyciem HPLC. Czas retencji HPLC RP (metoda B) to odpowiednio
tr = 6,158 min oraz tr = 6,922 min. 2'-O-lzomer: *H NMR (500 MHz, D20): 7.88 (1H,
m), 7.74 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.00 (1H, m), 6.03 (1H, d, J =5.8 Hz), 6.01 (1H,d,J=7.6
Hz), 5.03 (1H, dd, J = 5.8 ,3.1 Hz), 4.35 (1H, m), 4.11 (1H, m) 4.04 (2H, m), 3.85 (2H,
bs), 2.56 (1H, s), 3P NMR (202 MHz, D20): -10.97 (1P, m), -18.95 (1P, m). 3'-O-
Izomer: *H NMR (500 MHz, D20): *H NMR (400 MHz, D20): 7.88 (1H, m), 7.72 (1H, d,
J=7.6 Hz), 7.28 (1H, m), 7.00 (1H, m), 6.02 (1H, d, J =5.8 Hz), 5.98 (1H,d, J=7.6
Hz), 5.06 (1H, dd, J = 5.8 ,3.9 Hz), 4.31 (1H, m), 4.15 (1H, m), 4.00 (2H, m), 3.89 (2H,
bs), 2.56 (1H, m), 3P NMR (202 MHz, D20): -10.97 (1P, m), -18.95 (1P, m).

21.5. Synteza nukleotydow zawierajgcych grupe alkinowg w obrebie
oligofosforanu oraz grupe N-propargilokarbaminianowg w obrebie
rybozy 4a-i

21.5.1. Ogdlna procedura sprzegania analogow fosforanu z P-
imidazolidami nukleotyddéw

Odpowiedni P-imidazolid nukleotydu w formie soli litowej (1 eq.) oraz odpowiedni
analog fosforanu (3 eq.) w formie soli trietyloamoniowej rozpuszczano w DMF (2 ml na
100 mg nukleotydu). Otrzymang zawiesine mieszano przez 5 minut, po czym
dodawano do niej bezwodny chlorek magnezu (3—4 eq), co po okoto 15 minutach
powodowato uzyskanie klarownego roztworu. Postep reakcji monitorowano z uzyciem
HPLC RP. Po stwierdzeniu 100% konwersji substratu (ok. 1 h), do reakcji dodawano
wode (10 objetosci uzytego DMF). Produkt oczyszczano za pomocg chromatografii
jonowymiennej.

21.5.2. Nukleotyd 4a

Nukleotyd 3b (1 848 mODU, 0,123 mmol) oraz C- NH,
fosfonian etynylowy (1a, 0,431 mmol) zawieszono o o © </N | “‘)N
razem w DMF (2,4 ml). Reakcje zapoczatkowano 'O’|T|‘“O'g?0’é‘_‘0 o NN

dodajgc chlorek magnezu (46,8 mg, 0,492 mmol). Po
godzinie reakcje zakonczono poprzez dodanie 24 ml
wody. Produkt oczyszczono technikg chromatografii ‘/

jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex z uzyciem L

gradientu 0—1,0 M TEAB i wyizolowano jako sél trietyloamoniowg (1 340 mODU, 0,089
mmol, 73%). Stosunek izomeréw 2’-O do 3’-O wynosit 31% do 69%, co stwierdzono z
uzyciem HPLC. Czasy retencji poszczegolnych izomeréw wynosity odpowiednio tr =
9,477 min oraz tr = 10,228 min (metoda D). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H] =
C16H18NsO13P3: 595.0150 otrzymano 595.0156. 2'-O-lzomer: *H NMR (400 MHz,

NH + 2’-0O izomer
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D20): 8.49 (1H, s), 8.22 (1H, s), 6.25 (1H, d, J = 4.7 Hz), 5.46 (1H, dd, J = 4.7 Hz, 5.9
Hz), 4.74 (1H, dd, J = 5.9, 4.4 Hz), 4.41 (1H, m), 4.33-4.20 (2H, m), 3.79 (2H, bs), 3.17
(8.4H, g, J = 7.4 Hz s6l TEA), 2.95 (1H, t, J = 7.6 Hz), 2.51 (1H, bs), 1.25 (15H, t, J =
7.4 Hz, s6l TEA), 3'P NMR (162 MHz, D20): -10.87 (1P, dd ,J = 18.5, 7.6 Hz,), -21.03
(1P, dd, J = 18.5, 12.3 Hz,), -23.02 (1P, t , J = 18.5 Hz,) 3'-O-Izomer: 1H NMR (400
MHz, D20): 8.56 (1H, s), 8.24 (1H, s), 6.13 (1H, d, J = 7.0 Hz), 5.38 (1H, dd, J = 5.5,
3.0 Hz), 4.98 (1H, dd, J = 7.0, 5.5 Hz), 4.56 (1H, dd J = 5.2, 3.0 Hz), 4.33-4.20 (2H,
m), 3.94 (2H, bs), 3.17 (8.4H, q, J = 7.4Hz), 2.95 (1H, t, J = 7.6 Hz), 2.61 (1H, bs), 1.25
(15H, t, J = 7.4 Hz), 3'P NMR (162 MHz, D20): -10.87 (1P, dd, J = 18.5, 7.6 Hz,), -
21.03 (1P, dd, J = 18.5, 12.3 Hz,), -23.02 (1P, t, J = 18.5 Hz,).

21.5.3. Nukleotyd 4b

Nukleotyd 3b (1 386 mODU, 0,092 mmol) oraz C- NH,
fosfonian propargilowy (1b, 0,323 mmol) zawieszono o 0o o </N | “‘j
razem w DMF (1,8 ml). Reakcje zapoczgtkowano p’P “O”ETO’ZTO o) N
dodajgc chlorek magnezu (35,1 mg, 0,369 mmol). Po # 0w & OH

godzinie reakcje zakonczono poprzez dodanie 18 ml NH + 2-O izomer
wody. Produkt oczyszczono technikg chromatografii I/

jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex z uzyciem U

gradientu 0—1,0 M TEAB i wyizolowano jako sél trietyloamoniowg (1 222 mODU, 0,081
mmol, 88%). Stosunek izomerow 2’-O do 3’-O wynosit 39% do 61%, co stwierdzono z
uzyciem HPLC. Czasy retencji poszczegodlnych izomeréw wynosity odpowiednio tr =
9,521 min oraz tr = 10,374 min (metoda D). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H] =
C17H20NsO13P3: 609.0307, otrzymano 609.0311. 2'-O-lzomer: *H NMR (400 MHz,
D20): 8.51 (1H, s), 8.27 (1H, s), 6.26 (1H, d, J =3.9 Hz), 5.47 (1H, dd, J = 5.9, 3.9 Hz),
4.76 (1H, m, przykryty pikiem od HDO), 4.41 (1H, m), 4.33-4.26 (2H, m), 3.81 (2H, m),
2.74 (2H, dt, J = 22.0, 3.0 Hz), 2.52 (1H, m), 2.28 (1H, m), 3P NMR (162 MHz, D20):
11.90 (1P, dtd, J=22.1, 22.0, 3.0 Hz), -8.51 (1P, dd, J =19.1, 4.0 Hz), -20.16 (1P, dd,
J =221, 19.1 Hz), 3'-O-Izomer: *H NMR (400 MHz, D20): 8.57 (1H, s), 8.28 (1H, s),
6.14 (1H, dd, J = 7.0 Hz), 5.37 (1H, m), 4.97 (1H, dd, J = 7.0, 4.3 Hz), 4.55 (1H, m),
4.33-4.26 (2H, m), 3.94 (2H, m), 2.74 (2H, dt, J = 22.0, 3.0 Hz), 2.61 (1H, m), 2.28 (1H,
m), 1P NMR (162 MHz, D20): 11.76 (1P, dtd, J = 22.1, 22.0, 3.0 Hz), -8.51 (1P, dd, J
=19.0, 4.0 Hz), -20.16 (1P, td, J = 23.0, 13.0 Hz).

21.5.4. Nukleotyd 4c

Nukleotyd 3b (2 002 mODU, 0,133 mmol) oraz NH,
fosforan propargilu (s6l TEA 1c, 0,333 mmol) o o o ng‘j

. . P Py P~ =
zawieszono razem w DMF (2,65 ml). Reakcjg © 0770770 :o: NN
zapoczatkowano dodajgc chlorek magnezu (50,7 mg, 0. & OH
0,534 mmol). Po godzinie reakcje zakohczono l NH

poprzez dodanie 27 ml wody. Produkt oczyszczono
technikg chromatografii jonowymiennej na ztozu
DEAE Sephadex z uzyciem gradientu 0-1,0 M TEAB i wyizolowano jako sol
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trietyloamoniowg (1 660 mODU, 0,110 mmol, 83%). Stosunek izomeréw 2’-O do 3'-O
wynosit 28% do 72%, co stwierdzono z uzyciem HPLC. Czasy retencji poszczegolnych
izomeréw wynosity odpowiednio tr = 10,395 min oraz tr = 11,475 min (metoda D).
HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H]" = Ci7H20NeO14P3: 625.0256, otrzymano
625.0260. 2'-O-1zomer: *H NMR (400 MHz, D20): 8.47 (1H, s), 8.19 (1H, s), 6.26 (1H,
d, J=4.7 Hz), 5.46 (1H, dd, J =5.5, 4.7 Hz), 4.72 (1H, przykryty pikiem od HDO), 4.54
(2H, m), 4.41 (1H, m), 4.31-4.23 (2H, m), 3.79 (2H, m), 2.77 (1H, m), 2.50 (1H, m),
3P NMR (162 MHz, D20): -8.52 (2P, m), -20.06 (1P, m), 3'-O-Isomer: H NMR (400
MHz, D20): 8.53 (1H, s), 8.22 (1H, s), 6.13 (1H, d, J = 7.4 Hz), 5.37 (1H, m), 4.97 (1H,
dd, J=7.4,4.7 Hz), 4.54 (2H, m), 4.52 (1H, m), 4.31-4.23 (2H, m), 3.94 (2H, m), 2.77
(1H, m), 2.61 (1H, m), P NMR (162 MHz, D20): -8.52 (2P, m), -20.06 (1P, m).

21.5.5. Nukleotyd 4d

Nukleotyd 3a (2 064 mODU, 0,137 mmol) oraz C- NH,
fosfonian propargilowy (so6l TEA 1b, 0,481 mmol) o o (Nﬁ
zawieszono razem w DMF (2,88 ml). Reakcje j’“o*g'?;o o /7N
zapoczatkowano dodajgc chlorek magnezu (52,2 mg, # o & o
0,550 mmol). Po godzinie reakcje zakornnczono poprzez \I:J/H +2°-O izomer
dodanie 29 ml wody. Produkt oczyszczono technikg ’[’/

chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex

z uzyciem gradientu 0-0,8 M TEAB i wyizolowano jako sdl trietyloamoniowg (1 259
mODU, 0,084 mmol, 61%). Stosunek izomerow 2’-O do 3’-O wynosit 33% do 67%, co
stwierdzono z uzyciem HPLC. Czasy retencji poszczegélnych izomeréw wynosity
odpowiednio tr = 8,069 min oraz tr = 9,291 min (metoda D). HRMS (-) ESI m/z
obliczono dla [M-H] = C17H19N6O10P2: 529,0643, otrzymano 529,0636. 2'-O-lzomer:
'H NMR (400 MHz, D20): 8.44 (1H, s), 8,18 (1H, s), 6.24 (1H, d, J = 4.8 Hz), 5.46 (1H,
dd, J = 6.7 Hz, 4.8 Hz), 4.74 (1H, m, przykryty pikiem od HDO), 4.38 (1H, m), 4.26—
4.15 (2H, m), 3.77 (2H, m), 2.67 (2H, dd, J = 21.7, 3.02 Hz), 2.48 (1H, m), 2.26 (1H,
m). 3P NMR (162 MHz, D20): -11.45 (1P, m), -8.50 (1P, m) 3’-O-izomer: 8.48 (1H, s),
8.20 (1H, s), 6.11 (AH, d, J = 7.3 Hz), 4.95 (1H, dd, J = 7.3, 5.5 Hz), 5.34 (1H, d, J =
5.5 Hz), 4.52 (1H, m), 4.26-4.15 (2H, m), 3.92 (2H, m), 2.67 (2H, dd, J = 21.7, 3.02
Hz), 2.60 (1H, m), 2.26 (1H, m). 3P NMR (162 MHz, D20): -11.45 (1P, m), -8.50 (1P,
m).

21.5.6. Nukleotyd 4e

Nukleotyd 3c (2 363 mODU, 0,183 mmol) oraz NH,
C-fosfonian propargilowy (sé6l TEA 1b, 0,641 o o o o <’ij
mmol) zawieszono razem w DMF (2,4 ml). j"‘o”g“o’g“o’gi‘oj 0 YN
Reakcje zapoczatkowano dodajgc chlorek Z 0w O OH
magnezu (69,9 mg, 0,733 mmol). Po godzinie NH
reakcje zakoriczono poprzez dodanie 24 ml }/ + 2-Oizomer
wody. Produkt 0Czyszczono technikg I

chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex z uzyciem gradientu 0-1,2 M
TEAB i wyizolowano jako sél trietyloamoniowg (1 630 mODU, 0,126 mmol, 69%).
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Stosunek izomeréw 2’-O do 3’-O wynosit 37% do 63%, co stwierdzono z uzyciem
HPLC. Czasy retencji poszczegolnych izomerow wynosity odpowiednio tr = 6.741 min
oraz tr = 6.999 min (metoda D). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H] =
C17H21N6O16P4 688,9970, otrzymano 688,9962. 2’-O-izomer: *H NMR (400 MHz,
D20): 8.53 (1H, s), 8.23 (1H, s), 6.25 (1H, d, J = 5.1 Hz), 5.44 (1H, dd, J = 5.4, 5.1 Hz),
4.74 (1H, m, przykryty pikiem od HDO), 4.40 (1H, m), 4.30-4.18 (2H, m), 3.77 (2H, m),
2.75 (2H, ddd, J = 21.8, 8.6, 2.9 Hz), 2.48 (1H, m), 2.26 (1H, m). 3’-O-izomer: 'H NMR
(400 MHz, D20): 8.47 (1H, s), 8.20 (1H, s), 6.12 (1H, d, J = 7.5 Hz), 5.36 (1H, d, J =
5.2 Hz), 4.95 (1H, dd, J = 7.5, 5.2 Hz), 4.53 (1H, m), 4.30-4.18 (2H, m), 3.92 (2H, m),
2.75 (2H, ddd, J = 21.8, 8.6, 2.9 Hz), 2.59 (1H, m), 2.26 (1H, m). 3P NMR (162 MHz,
D20): 9.87 (1P, m), -10.59 (1P, m), -22.28 (2P, m)

21.5.7. Nukleotyd 4f

Nukleotyd 3d (117 mODU, 0,010 mmol) oraz C- o
fosfonian etynylowy (sol TEA 1a, 0,032 mmol) o o o ¢ T
zawieszono razem w DMF (100 ul). Reakcje 'O’P“‘O’ETO”ETO o0 N7 NTONH,
zapoczagtkowano dodajgc chlorek magnezu (7,2 mg, |‘| o & o
0,076 mmol). Po godzinie reakcje zakonczono Ny + 2-Oizomer

poprzez dodanie 10 ml wody. Produkt oczyszczono

technikg chromatografii jonowymiennej na ztozu U

DEAE Sephadex z uzyciem gradientu 0-1,0 M TEAB i wyizolowano jako sél
trietyloamoniowg (56 mODU, 0,005 mmol, 48%). Stosunek izomerow 2’-O do 3-O
wynosit 37% do 63%, co stwierdzono z uzyciem HPLC. Czasy retencji poszczegdlnych
izomerdw wynosity odpowiednio tr = 5.876 min oraz tr = 6.022 min (metoda B). HRMS
(-) ESI m/z obliczono dla [M-H] = C16H18Ns014P3: 611.0099, otrzymano 611.0101. 2’-
O-lzomer: 'H NMR (D20, 400 MHz): 8.10 (1H, s), 6.05 (1H, d, J = 4.7 Hz), 5.53 (1H, t,
J=5.6,4.7 Hz), 4.78 (m, przykryty przez sygnat od HDO), 4.57 — 4.53 (1H, m), 4.36 —
4.32 (1H, m), 4.32 -4.18 (1H, m), 3.86 — 3.82 (2H, m), 3.18 (16H, q, J = 7.3 Hz, kation
TEA), 3.14 (1H, d, J = 12.9 Hz), 2.55 (1H, t, J = 2.5 Hz), 1.25 (43H, t, J = 7.3 Hz, kation
TEA), 3P NMR (D20, 162 MHz): -10.71 — -11.14 (1P, m), -21.07 (1P, dd, J = 20.0,
12.9 Hz), -23.11 (1P, td, J = 20.0, 8.1 Hz), 3’-O-Izomer: 'H NMR (D20, 400 MHz): 8.11
(1H, s), 5.92 (1H, d, J=6.0 Hz), 5.36 (1H, d, J = 3.9 Hz), 5.06 — 5.00 (1H, m), 4.52 —
4.47 (1H, m), 4.32 — 4.18 (2H, m), 3.96 — 3.91 (2H, m), 3.18 (16H, q, J = 7.3 Hz kation
TEA), 3.14 (1H, d, J = 12.9 Hz), 2.63 — 2.59 (1H, m), 1.25 (43H, t, J = 7.3 Hz, kation
TEA), 3P NMR (D20, 162 MHz): -10.80 — -10.99 (1P, m), -21.07 (1P, dd, J = 20.0,
12.9 Hz), -23.11 (1P, td, J = 20.0, 8.1 Hz).

21.5.8. Nukleotyd 49
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Nukleotyd 3d (117 mODU, 0,010 mmol) oraz C- %

fosfonian propargilowy (s6l TEA 1b, 0,032 mmol) 0o o o ¢ j‘\H
zawieszono razem w DMF (100 pl). Reakcje 0/’“0'270%;0 o NTONTONH,
zapoczgtkowano dodajgc chlorek magnezu (7,2 mg, Z o & n

0,076 mmol). Po godzinie reakcje zakonczono N+ 2-Oizomer
poprzez dodanie 10 ml wody. Produkt oczyszczono

technikg chromatografii jonowymiennej na ziozu I
DEAE Sephadex z uzyciem gradientu 0-1,0 M TEAB i wyizolowano jako sél
trietyloamoniowg (56 mODU, 0,005 mmol, 48%). Stosunek izomerow 2’-O do 3’-O
wynosit 42% do 58%, co stwierdzono z uzyciem HPLC. Czasy retencji poszczegolnych
izomerow byty identyczne tr = 6.047 min (metoda B). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla
[M-H]- = C17H20NsO14P3"; 625.0250, otrzymano 625.0260. 2'-O-lzomer: *H NMR (500
MHz, D20) 8.05 (1H, s), 6.08 — 6.07 (1H, m), 5.56 (1H, m), 4.74 (m, przykryty pikiem
od HDO), 4.49 — 4.43 (1H, m), 4.25 — 4.14 (2H, m), 3.82 (2H, s), 3.21 (28H, q, J=7.3
Hz, kation TEA), 2.68 (2H, s), 2.52 (1H, d, J = 2.0 Hz, 1H), 2.28 — 2.24 (2H, m), 1.28
(43H, t, J = 7.3 Hz, kation TEA), 3P NMR (202 MHz, D20) 9.81 —9.39 (1P, m), -10.72
(1P, m), -22.17 — -22.57 (1P, m); 3'-O-1zomer: *H NMR (500 MHz, D20): 8.12 (1H, s),
5.94 (1H, d, J = 5.8 Hz), 5.385 — 5.31 (1H, m), 4.98 (1H, s), 4.34 — 4.28 (1H, m), 4.25
—4.14 (2H, m), 3.91 (2H, s), 3.21 (28H, g, J = 7.3 Hz, kation TEA), 2.72 (2H, s), 2.58
(1H, s), 2.28 — 2.24 (2H, m), 1.28 (43H, t, J = 7.3 Hz, kation TEA), 3'P NMR (202 MHz,
D20) 9.78 — 9.43 (1P, m), -10.59 — -10.86 (1P, m), -22.22 — -22.52 (1P, m).

21.5.9. Nukleotyd 4h

Nukleotyd 3d (10 177 mODU, 0,842 mmol) oraz o
fosforan propargilu (sél TEA 1c, 2,59 mmol) o o o </N | )N\H
zawieszono razem w DMF (8.4 ml). Reakcje '0’0'?“0’2?0”2?07 :o: “| N™ NH,
zapoczagtkowano dodajgc chlorek magnezu (650 mg, |/ 0. & o
6,84 mmol). Po godzinie reakcje zakonczono poprzez l NH  +2-Oizomer

dodanie 80 ml wody. Produkt oczyszczono technikg

chromatografii jonowymiennej na ziozu DEAE U

Sephadex z uzyciem gradientu 0-1,0 M TEAB i wyizolowano jako sél trietyloamoniowg
(4 885 mODU, 0,404 mmol, 48%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H] =
C17H20N6O15P3 641.0200, otrzymano 641.0210. 2’-O-izomer: *H NMR (500 MHz,
D20): 8.04 (1H, s), 6.07 (1H, d, J =4.3 Hz), 5.53 (1H, t, J =5.2 Hz), 4.78 (1H, przykryty
sygnatem od HDO), 4.58 - 4.54 (2H, dd, J =9.1, 7.0 Hz), 4.46 (1H, s), 4.32 — 4.29 (1H,
m), 4.25 — 4.10 (1H, m,), 4.06 (1H, q, J = 7.0 Hz), 3.86 (2H, d, J = 4.5 Hz), 3.26 (6H,
g, J =7.3 Hz, kation TEA), 1.31 (1H, d, J = 6.9 Hz), 1.24 (6H, t, J = 7.2 Hz, kation TEA);
31P NMR (202 MHz, D20):-11.41- -11.71 (2P, m), -23.10 (1P, t, J = 18.9 Hz); 3'-O-
izomer: *H NMR (500 MHz, D20): 8.10 (1H, s), 5.93 (1H, t, J = 6.6 Hz), 5.36 (2H, d, J
=4.7 Hz,), 5.03 - 5.01 (1H, m), 4.58 —4.54 (2H, dd, J = 9.1, 7.0 Hz), 4.27 — 4.17 (3H,
m), 4.10 (1H, g, J =7.0 Hz), 3.91 (2H, s), 3.81 (d, J = 4.5 Hz, 3H), 3.26 (6H, q, J = 7.3
Hz, kation TEA), 1.32 (1H, d, J=6.9 Hz), 1.24 (6H, t, J = 7.2 Hz, kation TEA); 3'P NMR
(202 MHz, D20):-11.48— -11.63 (2P, m), -23.11 (1P, t, J = 18.9 Hz).
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21.5.10. Nukleotyd 4i

Nukleotyd 3e (1 234 mODU, 0,175 mmol) oraz NH;
fosforan propargilu (s6l TEA 1c, 0,698 mmol) o o o fg‘l
zawieszono razem w DMF (3,0 ml). Reakcjg ©7 0 h0730 0 N0
zapoczatkowano dodajgc chlorek magnezu (133 mg, ( 0w O OH
1,40 mmol). Po godzinie reakcje zakonczono poprzez I NH  + 2'-O izomer
dodanie 30 ml wody. Produkt oczyszczono na ztozu I‘J/

DEAE Sephadex z uzyciem gradientu 0—-1,0 M TEAB i

wyizolowano jako sol trietyloamoniowg (852 mODU, 0,121 mmol, 69%). Stosunek
izomeréw 2’-O do 3’-O wynosit 46% do 54%, co stwierdzono z uzyciem HPLC. Czasy
retencji poszczegoélnych izomerow wynosity odpowiednio tr =5.217 min oraz tr=5.428
min (metoda B). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H] = C1s6H20N4O1sP3": 601.0144,
otrzymano 601.0139. 2'-O-lzomer: 'H NMR (500 MHz, D20): 8.11 (1H, d, J = 7.9 Hz),
6.26 (1H, d, J =7.9 Hz), 6.04 (1H, d, J = 3.6 Hz), 5.17 (1H, m), 4.55 (2H, dd, J =9.0
Hz, 2.5 Hz), 4.53 (1H, m), 4.53 (1H, m), 4.16-4.21 (2H, m), 3.86 (2H, m), 3.16 (6H, q,
J =7.4 Hz, kation TEA), 2.84 (1H, t, J = 2.4 Hz), 2.57 (1H, m), 1.23 (9H, t, J = 7.4 Hz,
kation TEA) 3P NMR (202 MHz, D20): -10.72 (2P, m), -22.35 (1P, m); 3'-O-Izomer: 'H
NMR (500 MHz, D20): 8.10 (1H, d, J = 7.8 Hz), 6.30 (1H, d, J = 7.8 Hz), 6.03 (1H, d, J
= 6.4 Hz), 5.21 (1H, dd, J = 6.4 Hz, 2.7 Hz), 4.55 (2H, dd, J = 9.0 Hz, 2.5 Hz), 4.45
(1H, m), 4.26 (1H, m), 4.16-4.21 (2H, m), 3.89 (2H, m), 3.16 (6H, g, J = 7.4 Hz, kation
TEA), 2.84 (1H, t, J = 2.4 Hz), 2.57 (1H, m), 1.23 (9H, t, J = 7.4 Hz, kation TEA); 3P
NMR (202 MHz, D20): -10.72 (2P, dt, J = 19.1, 5.0 Hz), -22.35 (1P, t, J = 19.1 Hz).

21.6. Nukleotydy z dwiema grupami alkinowymi bedgce analogami
m’GTP. 4s

21.6.1. Nukleotyd 4s HG @

Zgodnie z procedurg ogolng Btad! Nie mozna o
dnalezé zrodta odwotania. nukleotyd 4r (441 mODU, ©° ©
34 umol) zostat rozpuszczony w DMSO (345 pl), a (
nastepnie do roztworu dodano jodek metylu (17 ul, \;\
0,28 mmol). Reakcje zakonczono po 5 godzinach z N
uzyciem 1,5 ml wody, zobojetniono, i trzykrotnie
przemyto eterem dietylowym (3 x 5 ml). Produkt rozpuszczony w fazie wodnej zostat
oczyszczony z uzyciem HPLC. Produkt uzyskano w postaci soli amoniowej (141
mODU, 10.9 umol, 32%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H]" = C20H26N6014P3":
667.0725, otrzymano 667.0733. 'H NMR (400 MHz, D20): 8.04 (1H, s), 6.08 (1H, d, J
=7.1Hz),4.78 (1H,dd, J =7.1, 5.6 Hz), 4.54 (1H, dd, J = 9.0, 2.4 Hz), 4.53 (1H, m),
4.38 (1H, m), 4.23 (2H, m), 4.10 (3H, s), 2.78 (1H, t, J = 2.4 Hz), 2.35 (2H, m), 2.21
(2H, t, J = 2.7 Hz), 2.10 (2H, m), 1.67 (2H, m). 3P NMR (160 MHz, D20): -22.40 (2P,
m), -10.79 (1P, t, J = 19.7 Hz).

-177 -



21.7. Sciezka syntetyczna nukleotydu 4p.
21.7.1. Monofosforan 6-(N-propargilo)-adenozyny (6P"AMP)

6-(N-propargilo)adenozyna?® (1 g, 65 416 mODU, 3,28 mmol) = NH
zostata zawieszona w fosforanie trimetylu (15 ml), a mieszanine o «ij
schtodzono do 0 °C. Do schiodzonej mieszaniny dodano POCIs 'O/ZTO o NN
(4,92 mmol), a nastepnie reakcja byta mieszana w temperaturze 0 HO  OH

°C przez 2 godziny. Po tym czasie reakcja zostata rozcienczona

wodg (150 ml), zobojetniona z uzyciem statego NaHCOs, i oczyszczona technikg
chromatografii jonowymiennej DEAE Sephadex (gradient 0 — 0,1 M TEAB). Produkt
uzyskano w postaci soli TEA (1,33 mmol, 26 534 mODU, 41%). HRMS (-) ESI m/z
obliczono dla [M-H] = C13H1sNsO7P~: 384.0715, otrzymano 384.0714. *H NMR (500
MHz, D20): 8.21 (1H, s), 8.38 (1H , s), 6.05 (1H, d, J = 5.7 Hz), 4.67 (1H, dd, J = 5.7,
5.2 Hz), 4.43 (1H, dd, J = 5.2, 3.7 Hz), 4.32 (1H, m), 4.27 (2H, d, J = 2.5 Hz ), 4.07
(2H, m), 3.13 (8H, g, J = 7.3 Hz, kation TEA), 2.57 (1H,t,J =2.5Hz), 1.21 (12H,t,J =
7.3 Hz, kation TEA), 3P NMR (202 MHz, D20): 0.17 (1P, m).

21.7.2. Difosforan 6-(N-propargilo)-adenozyny (6°"ADP)

6P'AMP (s6l TEA, 24 840 mODU, 1,245 mmol) zostat = NH
zawieszony w DMF (18,4 ml) razem z P-imidazolidem 2- o 0 <,N | \)N
P —

cyjanoetylofosforanu'™ (sl Li*, 773 mg, 3,73 mmol). Do o oo o NN
zawiesiny po 5 minutach mieszania dodano chlorek magnezu
(591 mg, 6,22 mmol). Mieszanina reakcyjna byta mieszana w
temperaturze pokojowej przez 12 godzin, po tym czasie stwierdzono 100% konwersje
substratu (HPLC). Do mieszaniny dodano 18,4 ml DMF, 4,35 ml DBU oraz DTT (575
mg, 3,74 mmol). Uzyskang mieszanine podgrzano z wykorzystaniem reaktora
mikrofalowego (Pmax =5 W, t = 20 min, temp. = 40 °C). Po schtodzeniu do temperatury
pokojowej, do mieszaniny dodano 200 ml 1% kwasu octowego, przemyto jg octanem
etylu (2 x 300 ml), po czym produkt wyizolowano z technikg chromatografii
jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex (gradient 0 — 1,0 M TEAB) w postaci soli
trietyloamoniowej (0,59 mmol, 11 700 mODU, 47%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla
[M-H]- = C13H16NsO10P2: 464.0378, otrzymano 464.0375. 'H NMR (500 MHz, D20):
8.54 (1H, s), 8.34 (1H, s), 6.12 (1H, d, J =5.7 Hz), 4.72 (1H, dd, J = 5.7, 5.5 HZz), 4.50
(1H, dd, J =5.5, 3.1 Hz), 4.39 (2H, d, J = 2.5), 4.35 (1H, dt, J = 3.1, 3.0 Hz), 4.18 (2H,
dd, J =5.2, 3.0 Hz), 3.14 (13 H, g, J = 7.3 Hz, kation TEA), 2.63 (1H, t, J = 2.5 Hz),
1.22 (20 H, t, J = 7.3 Hz, kation TEA), 1P NMR (202 MHz, D20): -10.90 (1P, m), -10.41
(AP, m)

21.7.3. y-(O-propargilo)-trifosforan 6-(N-propargilo)-adenozyny (4p)

6P'ADP (sél TEA, 0,117 mmol, 2340 mODU) zostat = NH
rozpuszczony w DMF (2,45 ml) razem z P-imidazolidem o o o «Nf)N
fosforanu propargilu (78,8 mg, 0,410 mmol). Do zawiesiny 'O/Z\O/ETO/ZTO o NN

po 5 minutach mieszania dodano chlorek magnezu (55,7 ( HO  OH
mg, 0,586 mmol). Mieszanina reakcyjna byta mieszana w I
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temperaturze pokojowej przez 3 dni, po tym czasie stwierdzono 100% konwersje
substratu (HPLC). Reakcje zakornczono poprzez rozcienczenie mieszaniny 25 ml
wody. Produkt wyizolowano technikg chromatografii jonowymiennej DEAE Sephadex
(gradient 0 — 1,0 M TEAB) w postaci soli trietyloamoniowej (0,967 mmol, 1 942 mODU,
83%). Produkt dodatkowo oczyszczono w ukfadzie RP HPLC. HRMS (-) ESI m/z
obliczono dla [M-H] = C16H10Ns013P3": 582,0198, otrzymano: 582.0197. *H NMR (400
MHz, D20): 8.46 (1H, s), 8.27 (1H, s), 6.10 (1H, d, J = 6.0 Hz), 4.73 (1H, dd, J = 6.0,
5.0 Hz), 4.51 (1H, dd, J = 5.0, 3.5 Hz), 4.50 (2H, dd, J = 9.3, 2.5 Hz), 4.35 (1H, dd, J =
3.5, 2.8 Hz), 4.31 (2H, d, J = 2.4 Hz), 4.20 (2H, m), 2.72 (1H, t, J = 2.5 Hz), 2.56 (1H,
t, J = 2.4 Hz), 3P NMR (160 MHz, D20): -10.73 (2P, m), -22.39 (1P, t, J = 19.4 Hz).

21.8. Sciezka syntetyczna nukleotydu 4s.
21.8.1. 2’N-(heks-5-yn)-aminoguanozyna (2N(hex)Guo)

Kwas 5-heksynowy (371 ul, 3,38 mmol) zostat rozpuszczony w o
DMSO (5,7 ml), a do uzyskanego roztworu dodano trietyloamine </N \ /'1“
(651 pl, 4,64 mmol). Roztwér mieszano przez 5 minut, po czym Ho—_o )" "N "NH;

dodano do niego TSTU (1 026 mg, 3,41 mmol). Mieszanine HO HN._oO ||
reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 1 godzine, U
nastepnie do roztworu dodano 2’-amino, 2’-deoksyguanozyne

(666 mg, 2,36 mmol) i mieszano go w temperaturze pokojowej przez 12 h. Po tym
czasie mieszanina zostata powoli wkroplona do octanu etylu (200 ml). Wytrgcony osad
zebrano, trzykrotnie przemyto octanem etylu i zwirowano. Po wysuszeniu osadu
otrzymano produkt w postaci brgzowego proszku (791 mg, 2,1 mmol, 89%). 'H NMR
(500 MHz, DMSO): 10.63 (1H, s), 7.90 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.82 (1H, s), 6.40 (2H, s),
5.72 (1H, d, J =8.7 Hz), 5.64 (1H, d, J = 4.3 Hz), 5.11 (1H, dd, J = 5.9, 5.2 Hz), 4.91
(1H, td, J = 8.7, 5.3 Hz), 4.16 (1H, ddd, J =5.3, 4.3, 1.7 Hz), 3.92 (1H, t, J = 4.3, 1.7
Hz), 3.62-3.49 (2H, m), 2.72 (1H, t, J = 2.6 HZz), 2.17 (2H, m), 2.04 (2H, dt, J = 7.3, 2.6
Hz), 1.57 (2H, dtt, J = 15.0, 8.0, 7.3 Hz)

21.8.2. Monofosforan 2'N-(heks-5-yn)-aminoguanozyny (2N(hex)GMP)

Nukleozyd 2N(hex)Guo (2,08 mmol, 25 094 mODU, 779 mg) 0
zostat zawieszony w fosforanie trimetylu (11,69 ml), a o ¢ f
mieszaning schiodzono do temperatury 0 °C. Nastepnie o7-0o— o N7 N""ns,
dodano do niej chlorek fosforylu (270 pl, 2,91 mmol). Uzyskany HO o ||
roztwor mieszano w temperaturze 0 °C przez 12 h, a nastepnie U
reakcje zakonczono przez dodanie 110 ml wody,
zneutralizowano 10% roztworem NaOH i oczyszczono technikg chromatografii
jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex (gradient 0 — 0,7 M TEAB). Produkt
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uzyskano w postaci soli trietyloamoniowej (1,27 mmol, 15 372 mODU, 62%). HRMS (-
) ESI m/z obliczono dla [M-H]- = C16H20NeOsP~: 455.1086, otrzymano 455.1084. H
NMR (500 MHz, D20): 8.27 (1H, s), 5.95 (1H, d, J =8.5 Hz), 4.91 (1H, dd, J=8.5,5.4
Hz), 4.46 (1H, dd, J = 5.4, 1.3 Hz), 4.38 (1H, m), 4.10 (2H, dd, J =5.1, 3.3 Hz), 3.14
(2H, g, J = 7.3 Hz, kation TEA) 2.30 (2H, m), 2.20 (1H, t, J = 2.7 Hz), 1.94 (2H, m),
1.61 (2H, m), 1.22 (3H, t, J = 7.3 Hz, kation TEA); 3P NMR (160 MHz, D20): 1.14 (1P,
t, J = 5.1 Hz).

21.8.3. P-imidazolid monofosforanu 2'N-(heks-5-yn)-aminoguanozyny
(2N(hex)GMP-Im)

Nukleotyd 2N(hex)GMP (s6l TEA, 5 073 mODU, 0,41 mmol) Q
zostat zawieszony w DMF (4,1 ml) razem z 2,2’-DTDP (277 mg, 0 </N \ //’1”
1,25 mmol) oraz imidazolem (286 mg, 4,2 mmol). Nastepniedo © ;07 o ) N "Nt
zawiesiny dodano trietyloamine (117 ul, 0,84 mmol) oraz &{3 HO HN._O ||
trifenylofosfine (330 mg, 1,26 mmol). Reakcje mieszano przez U
12 h, a po tym czasie produkt wytrgcono roztworem
nadchloranu litu (617 mg) w acetonie (50 ml). Produkt zostat trzykrotnie zwirowany i
przemyty swiezymi porcjami acetonu, az osad utracit zétty kolor. Po wysuszeniu
uzyskano produkt w postaci soli litowej (0,33 mmol, 3 986 mODU, 79%). MS (-) ESI
m/z obliczono dla [M-H] = C19H22NsO7P: 505.1, otrzymano: 505.0.

21.8.4. Difosforan 2’N-(heks-5-yn)-aminoguanozyny (2N(hex)GDP)

Fosforan trietyloamoniowy (301 mg, 1,51 mmol) zostat Q
rozpuszczony w DMF (3,2 ml), do otrzymanego roztworu s
dodano trietyloamine (210 pl, 1,51 mmol). Roztwdr © g0 g0 o ) N N
mieszano przez 5 minut, po czym dodano do niego chlorek HO HN.__O ||
cynku (2,42 mmol, 329 mg). Po paru minutach do reakcji U
dodano 2N(hex)GMP-Im (161 mg, 0,3 mmol, 3655
mODU). Uzyskany roztwor mieszano przez 12 godzin, a po tym czasie reakcje
zakonczono poprzez rozcienczenie 30 ml wodnego roztworu EDTA (900 mg, 2,42
mmol) oraz NaHCOs (450 mg). Produkt wyizolowano technikg chromatografii
jonowymiennej na ziozu DEAE Sephadex (gradient 0 — 1,0 M) jako sdl
trietyloamoniowg (0,23 mmol, 2 778 mODU, 77%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla
[M-H]- = C16H21NeO11P2: 535.0749, otrzymano 535.0750. '*H NMR (500 MHz, D20):
8.14 (1H, s), 5.96 (1H, d, J = 8.5 Hz), 5.02 (1H, dd, J = 8.5, 5.6 Hz), 4.56 (1H, dd, J =
5.6, 1.7 Hz), 4.43 (1H, m), 4.24 (2H, m), 2.98 (1H, t, J = 7.7 Hz), 2.35 (2H, ddt, J =
15.0, 9.0, 7.7 Hz), 1.67 (2H, m), 0.99 (2H, m), 3P NMR (160 MHz, D20): -9.88 (1P, d,
J=19.8 Hz), -10.41 (1P, dt, J = 19.8, 6.3 Hz).

O
11 1l

21.8.5. P-imidazolid difosforanu 2’N-(heks-5-yn)-aminoguanozyny
(2N(hex)GDP-Im)
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Nukleotyd 2N(hex)GDP (sol TEA, 2 778 mODU, 0,23 o
mmol) zostat zawieszony w DMF (2,3 ml) razem z 2,2’- o o qNﬁNH
DTDP (152 mg, 0,69 mmol) oraz imidazolem (157 mg, 2,31 ©7,°"4° :o: N™ NHp
mmol). Nastepnie do zawiesiny dodano trietyloamine (117 &,Q HO HN.__oO ||
ul, 0,84 mmol) oraz trifenylofosfine (181 mg, 0,69 mmol). U
Reakcje mieszano przez 12 h, a po tym czasie produkt
wytrgcono roztworem nadchloranu litu (339 mg) w acetonie (27 ml). Produkt zostat
trzykrotnie zwirowany i przemyty swiezymi porcjami acetonu, az osad utracit zétty
kolor. Po wysuszeniu uzyskano produkt w postaci soli litowej (0,18 mmol, 2 174
mODU, 78%). MS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H] = C19H23NsO10P2: 585.1, otrzymano
585.3.

21.8.6. y-(O-propargilo) trifosforan 2’N-(heks-5-yn)-aminoguanozyny (4r)

Nukleotyd 2N(hex)GDP-Im (167 pmol, 2017 mODU), Q
zostat rozpuszczony w DMF (2,14 ml) razem z o o o </N \ //NG
fosforanem propargilu (1c, 159 mg, 0,668 mmol). Po 5 © 507070 o 7NNk,
minutach mieszania do roztworu dodano chlorek ( HO HN._O ||
magnezu (127 mg, 1,34 mmol). Mieszanina reakcyjna I U

byta mieszana przez 12 h w temperaturze pokojowej,

po czym rozcienczono jg z uzyciem 20 ml wody. Produkt wyizolowano technikg
chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex (gradient 0 — 1,0 M) jako sol
trietyloamoniowg (0,129 mmol, 1 558 mODU, 77%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla
[M-H] = C10H24NsO14P3: 653.0569, otrzymano 653.0572. *H NMR (400 MHz, D20):
8.04 (1H, s), 5.88 (1H, d, J = 8.4 Hz), 5.00 (1H, dd, J =8.4, 5.6 Hz), 4.54 (2H, dd, J =
9.3, 2.4 Hz), 4.52 (1H, m), 4.38 (1H, m), 4.23 (2H, m), 3.14 (3H, J = 7.3 Hz, TEA), 2.78
(AH, t, J = 2.4 Hz), 2.29 (2H, m), 2.21 (1H, t, J = 2.7 Hz), 1.95 (2H, m), 1.87 (2H, m),
1.61 (2H, m), 1.22 (6H, J = 7.3 Hz, TEA); 3'P NMR (160 MHz, D20): -10.79 (2P, m), -
22.47 (1P, 1, J = 19.6 Hz).

21.9. Synteza barwnika 5c

Kwas 1-pirenooctowy (150 mg, 0,58 mmol) rozpuszczono w H\/\
DMSO (2,1 ml) razem z trietyloaming (324 ul, 2,3 mmol). O N3
Otrzymany roztwor mieszano przez 5 minut, a nastepnie dodano “ ©
do niego TSTU (2,31 mmol, 695 mg). Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej przez 10 minut, nastepnie do reakc;ji O
dodano 2-azydo-l-aminoetan (396 mg, 4,62 mmol). Otrzymany roztwdr mieszano
przez 1 h, a nastepnie rozcienczono 40 ml wody. Powstaty osad trzykrotnie przemyto
wodg i odwirowano. Produkt zostat wysuszony pod zmniejszonym cisnieniem, a
nastepnie oczyszczony technikg chromatografii kolumnowej (gradient 0 — 10%
MeCN/DCM). Produkt uzyskano w postaci proszku (127 mg, 0,39 mmol, 67%). H
NMR: (400 MHz, CDCls, 25 °C) 8.29-8.13 (5H, m), 8.12-7.99 (3H, m), 7.91 (1H, d, J
=7.8Hz), 4.31(2H, s), 3.28 (4H, m), 13C NMR (101 MHz, CDClI3, 25°C) 171.33, 131.26,
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131.18, 130.76, 129.55, 128.55, 128.53, 127.86, 127.71, 127.28, 126.29, 125.60,
125.50, 125.19, 125.16, 124.61, 122.73, 50.56, 41.93, 39.09.

21.10. Synteza barwnika cyjanowinylowego 5d
21.10.1. Barwnik cyjanowinylowy zawierajgcy grupe hydroksylowg (Cv-OH)

W 96% etanolu (12,8 ml) rozpuszczono 4-(N-metylo,N-
etoksyamino)benzaldehyd (102 mg, 0,57 mmol) oraz 2- (’OH S:@
benzotiazoacetonitryl (103 mg, 0,59 mmol). Do / \N
otrzymanego roztworu dodano piperydyne (570 ul, 5,74 /
mmol), a uzyskany roztwor mieszano w temperaturze pokojowej przez 8 godzin. Po
tym czasie powstaty osad zostat zwirowany i przemyty zimnym etanolem. Po
wysuszeniu otrzymano produkt (134 mg, 0,4 mmol, 70%). *H NMR (400 MHz, DMSO):
8.27 (s, 1H), 8.08 (m, 1H), 7.97 (m, 3H), 7.51 (1H, ddd, J =8.5, 7.2, 1.2 Hz,), 7.42 (1H,
ddd, J =85, 7.2, 1.2 Hz), 6.86 (2H, d, J = 9.0 Hz), 4.76 (1H, t, J = 5.5 Hz,), 3.57 (4H
,m), 3.07 (3H, s), ¥3C NMR (101 MHz, DMSO): 165.2, 153.7, 153.0, 148.1, 134.3,
133.4, 127.3, 125.8, 122.8, 122.6, 119.5, 118.4, 112,2, 96.3, 58.7, 54.3, 40.6, 40.3,
39.3, Rr=0.44 w 0.5% MeOH/DCM

N
AN

21.10.2. Barwnik cyjanowinylowy zawierajgcy grupe metanosulfonowg
Cv-OMs.

Roztwér barwnika Cv-OH (0,2 g, 0,6 mmol) w
bezwodnym DCM (6 ml) zostat schtodzony do 0 °C, a O'V'S
nastepnie do mieszaniny dodano DIPEA (1,56 ml, 8,96 @
mmol). Nastepnie rozpoczeto powolne wkraplanie /
roztworu chlorku mesylu (0,7 mmol, 896 ml) w DCM (1 ml). Postep reakc;ji
monitorowano z uzyciem TLC (1% MeOH/DCM), po stwierdzeniu 100% konwersji
substratu (~45 min) reakcje zakonczono dodajgc 10 ml 0,1 M buforu fosforanowego o
pH 7. Produkt zostat wyekstrahowany DCM (4 x 10 ml). Potgczone frakcje organiczne
wysuszono z uzyciem bezwodnego siarczanu (VI) magnezu. Rozpuszczalnik zostat
usuniety pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt po wysuszeniu uzyskano w formie
ciemnoczerwonego osadu (0,24 g, 0,59 mmol, 98%).*H NMR (400 MHz, DMSO): 8.07
(1H, s), 8.01 (1H,d, J=7.8 Hz), 7.92 (2H, d, J =9.0 Hz), 7.88 (1H, d, J = 7.8 Hz), 7.43
(AH,dd,J=7.8,7.4Hz), 7.34 (1H, dd, J = 7.8, 7.4 Hz), 6.84 (2H, d, J = 9.0), 4.27 (2H,
t, J = 5.3 Hz), 3.75 (2H, t, J = 5.3 Hz), 3.04 (3H, s), 3.00 (3H, s), Rr = 0.22 w 0.5%
MeOH w DCM

21.10.3. Barwnik cyjanowinylowy zawierajgcy azydek (5d)
Do roztworu barwnika Cv-OMs (200 g, 0,5 mmol) w

N
\
DMF (6 ml) zostat dodany azydek sodu (157 mg, 2,4 N3 A S@
mmol). Zawiesina zostata podgrzana do temperatury 60 / \N
/
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°C i w tej temperaturze mieszana przez 6 godzin. Postep reakcji sprawdzano z uzyciem
TLC (0,5% MeOH w DCM). Po stwierdzeniu 100% konwersji substratu, reakcje
rozcienczono wodg (90 ml), a produkt wyekstrahowano octanem etylu (3 x 90 ml).
Potgczone frakcje organiczne wysuszono z uzyciem siarczanu (VI) magnezu, a
rozpuszczalnik usunieto pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt doczyszczono
technika chromatografii kolumnowej stosujgc elucje gradientowg (50% — 100%
heksan/DCM). Barwnik 5d uzyskano w formie pomaranczowego proszku (110 mg,
0,306 mmol, 63%). *H NMR (400 MHz, DMSO): 8.18 (1H, s), 8.14 (1H, d, J = 7.0 Hz),
8.05 (2H, d, J = 9.2 Hz), 8.02 (1H, d, J = 8.2 Hz), 7.56 (1H, dd, J = 8.2, 7.0 Hz), 7.47
(1H, dd, J =8.2, 7.0 Hz), 6.97 (2H, d, J = 9.2 Hz), 3.74 (2H, t, J = 5.7 Hz), 3.59 (2H, t,
J = 5.7 Hz), 3.12 (3H, s), 13C NMR (101 MHz, DMSO): 164.5, 153.1, 152.0, 147.6,
133.9, 132.9, 126.8, 125.4, 122.4, 122.2, 119.8, 117.7, 111.9, 96.8, 50.3, 48.3, R =
0.41 w 0.5% MeOH w DCM.

21.11. Synteza nukleotydow znakowanych w terminalnej pozyciji
tancucha oligofosforanowego 6a-k

21.11.1. Zwigzek 6a

Wodny roztwor nukleotydu 2g (24,8 9
pgmol, 300 mODU, 15 pl, 1,65 M) oraz
roztwor 5-(N-azydoetylo)-
amidofluoresceiny w mieszaninie t-
BuOH/H20 (2/1, viv) (11,0 mg, 24,8
pgmol, 30 pl, 0,83 M) zmieszano razem,
po czym dodano do nich wodny roztwor siarczanu (V1) miedzi (I1) (5 pl, 5 pmol,1.0 M)
oraz wodny roztwor askorbinianu sodu (5 pl, 9,93 ymol, 1.97 M ). Mieszanine reakcyjng
rozcienczono 400 pl mieszaning t-BuOH/H20 (2/1, v/v) mieszano przez 2 godziny, po
czym rozcienczono wodnym roztworem EDTA (1,7 mg, 4,97 ymol, 1 ml). Produkt
oczyszczono technikg HPLC RP, a po 3-krotnej liofilizacji uzyskano 12,7 mg (12,8 mg,
13,9 umol, 56%) produktu. HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H]- = C3sH30N9O16P2:
894.1291, otrzymano 894.1307.

21.11.2. Zwigzek 6b
Wodny roztwér nukleotydu 2a (10,0 pymol, 34 e

=N

mODU, 20 pl, 500 mM) oraz roztwér 5- z ® 3\0/3\0 </: L/
azydofluoresceiny w DMSO (1,29 mg, 3,4 ymol, O N\N?(d' o 0
3,4 pl, 1 M) zmieszano razem, po czym dodano " o OH HOoH
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do nich wodny roztwér siarczanu (VI) miedzi (Il) (4,6 umol, 0,46 ul, 1,0 M) oraz wodny
roztwor askorbinianu sodu (0,92 pmol, 0,92 ul, 1,0 M). Mieszanine reakcyjng
rozcienczono 60 yl DMSO, mieszano przez 2 godziny, po czym rozcienczono wodnym
roztworem EDTA (1,5 mg, 4,60 pmol, 1 ml). Wydajnos¢ HPLC wyniosta 100%
(produktu nie izolowano). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H] = C3z3H29Ns5019P3:
807.0971, otrzymano 807.0965.

21.11.3. Zwigzek 6¢

Wodny roztwér nukleotydu 2m (10,0 pymol, 150 . NG
mODU, 20 pl, 500 mM) oraz roztwdr S-(N- 2 92 9 «NfN)“

azydoetylo)dansylu w t-BuOH (3,9 mg, 10,0 ymol, 40 Nﬁj/vg'\o/oo 5'0—@
pl, 250 mM) zmieszano razem, po czym dodano do o

nich wodny roztwér siarczanu (VI) miedzi (ll) (0,50 X

pgmol, 5 pl, 100 mM) oraz wodny roztwor askorbinianu OQ

sodu (1,0 ymol, 5 pl, 200 mM). Mieszanine reakcyjng
mieszano przez 3 godziny, po czym rozcienczono
wodnym roztworem EDTA (0,2 mg, 0,51 ymol, 1 ml). Wydajnos¢ HPLC wyniosta 100%
(produktu nie izolowano). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H]" = C2sH36N10014P3S™:
861.1351, otrzymano 861.1364.

21.11.4. Zwigzek 6d

Wodny roztwér nukleotydu 2f (2,3 . OH NH,
pumol, 35 mODU, 10 pl, 230 mM) oraz ol O NN o o o
roztwor 5b w DMSO (3,6 pmol, 30 ul, - )

120 mM) zmieszano razem, po czym ng H
dodano do nich wodny roztwor

siarczanu (VI) miedzi (1) (0,7 ymol, 5 ul, 140 mM) oraz wodny roztwor askorbinianu
sodu (1,4 ymol, 5 ul, 280 mM). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 1 godzine, po
czym rozcienczono wodnym roztworem EDTA (0,2 mg, 0,7 pmol, 0,5 ml). Produkt
oczyszczono za pomocg HPLC RP, a po 3-krotnej liofilizacji uzyskano produkt (2,3
umol, >99%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H] = Cs7H41N9O15P3: 944.1940,
otrzymano 944.1948.

21.11.5. Zwigzek 6e

N—
/

Wodny roztwor nukleotydu 2i (24,8 umol, OH OH i
300 mODU, 18 pl, 1,38 mM) oraz roztwér 5’- Nﬂo} N%g 2% </N L
azydo-5-deoksyadenozyny w DMF (7,2 mg, JJN) A o
24,8 pmol, 40 pl, 620 mM) zmieszano  nH,
razem, po czym dodano do nich wodny roztwor siarczanu (VI) miedzi (1) (1,2 mg, 4,97
pgmol, 5 pl, 990 mM) oraz wodny roztwér askorbinianu sodu (1,96 mg, 10,0 umol, 5 yl,
2 M). Mieszanine reakcyjng rozcienczono 300 ul roztworu DMF/H20 (2/1, viv)
mieszano przez 1 godzine, po czym rozcienczono wodnym roztworem EDTA (16,7 mg,
4,97 pmol, 0,6 ml). Produkt oczyszczono za pomocg HPLC RP, a po 3-krotnej
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liofilizacji uzyskano produkt (23,1 umol, 346 mODU, 22,8 mg, 93%). HRMS (-) ESI m/z
obliczono dla [M-H] = C23H31N13016P3: 836.1074, otrzymano 836.1089.

21.11.6. Zwigzek 6f

Wodny roztwor nukleotydu 2d (3,53 pmol, 53 OH OH 1
mODU, 20 pl, 177 mM) oraz roztwor 5-azydo-5"- Nﬂo} N\/(‘P)‘\o/
deoksyadenozyny w DMF (1,6 mg, 5,3 pmol, 30 {_IL» NN o
pl, 176 mM) zmieszano razem, po czym dodano  nw,
do nich wodny roztwor siarczanu (V1) miedzi (1) (0,35 pmol, 5,0 pl, 70 mM) oraz wodny
roztwor askorbinianu sodu (0,71 ymol, 5 ul, 0,14 M). Mieszanine reakcyjng mieszano
przez 2 godziny, po czym rozcienczono wodnym roztworem EDTA (0,13 mg, 0,352
pgmol, 0,6 ml). Wydajnos¢ HPLC wyniosta 100% (produktu nie izolowano). HRMS (-)
ESI m/z obliczono dla [M-H] = C22H29N13015P3": 806.0968, otrzymano 806.0977.

21.11.7. Zwiazek 6g

HO OH

Wodny roztwér nukleotydu 2n 2
(24,8 umol, 300 mODU, 15 pl, 1,65 333 <,NﬁN/NHNH
M) oraz roztwér N-(2-azydoetylo)- N\;j/vé—o 6% 60 :
amidu biotyny w t-BuOH/H20 (3/2, o NHH HO  OH
vIV) (7,7 mg, 24,8 pmol, 60 pl, 410 ﬁ

mM) zmieszano razem, po czym
dodano do nich wodny roztwor
siarczanu (VI) miedzi (I1) (1,2 mg, 4,97 ymol, 5 pl, 990 mM) oraz wodny roztwér
askorbinianu sodu (1,96 mg, 9,95 pymol, 5 yl, 1,99 M). Mieszanine reakcyjng mieszano
przez 2 godziny, po czym rozcienczono wodnym roztworem EDTA (1,4 mg, 4,97 pymol,
0,6 ml). Wydajno$¢ HPLC wyniosta 100% (produktu nie izolowano). HRMS (-) ESI m/z
obliczono dla [M-H] = C26H39N11015P3S™: 870.1566, otrzymano 870.1578.

21.11.8. Zwigzek 6h

Ho s
N, <
O:/\ . S
HN™

Wodny roztwér nukleotydu 2f (18,0 °>\\NH
pgmol, 270 mODU, 10 ul, 1,8 M) oraz HN«.@
roztwor N-(2-azydoetylo)-amidu biotyny s
w t-BUOH/H20 (3/2, viv) (8,3 mg, 27 R O G
pgmol, 60 pl, 450 mM) zmieszano razem, i
po czym dodano do nich wodny roztwor
siarczanu (VI) miedzi (I1) (0,89 mg, 3,6 ymol, 5 pl, 720 mM) oraz wodny roztwér
askorbinianu sodu (1,4 mg, 7,2 ymol, 5,0 pl, 1,42 M). Mieszanine reakcyjng mieszano
przez 2 godziny, po czym rozcienczono wodnym roztworem EDTA (1,3 mg, 3,6 umol,
0,6 ml). Wydajno$¢ HPLC wyniosta 100% (produktu nie izolowano). HRMS (-) ESI m/z
obliczono dla [M-H] = C2sH39N11014P3S: 840.1461, otrzymano 840.1472.
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21.11.9. Zwigzek 6i

Wodny roztwor nukleotydu 2f (42,0 umol, 630
mODU, 50 ul, 1,04 M) oraz roztwor barwnika 5d
w DMSO (63 pmol, 470 pl, 134 mM) zmieszano
razem, po czym dodano do nich wodny roztwor
siarczanu (VI) miedzi (I) (8,4 pymol, 15 pl, 560
mM) oraz wodny roztwdr askorbinianu sodu
(16,8 pmol, 30 pl, 0,56 M). Mieszanine reakcyjng
mieszano przez 1 godzine, po czym rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20
mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda B), a po trzykrotnej
liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (554 mODU, 37 pmol, 88%).
HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H]" = Cs2H33N11012P3S™: 888.1249, otrzymano
888.1263.

21.11.10. Zwigzek 6j

Wodny roztwér nukleotydu 2f (5,48 pmol, 82 | e
mODU, 16 pl, 219 mM) oraz roztwér barwnika 5e w _oj\oj\o/ﬁ\o ¢ 1 N/j“
DMSO (11 umol, 275 pl, 40 mM) zmieszano razem, N"Nf oo {Oj

°_o N HO OH

po czym dodano do nich wodny roztwér siarczanu S N
(VI) miedzi (ll) (2,7 pymol, 2,5 pl, 1,1 M) oraz wodny
roztwor askorbinianu sodu (5,5 pmol, 10 ul, 0,55 M).
Mieszanine reakcyjng mieszano przez 1 godzine, po
czym rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA O

(20 mg/ml) i NaHCOs (10 mg/ml). Produkt N\
oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po QO
trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli
amonowej (66 mODU, 4,38 umol, 80%). HRMS (-)
ESI m/z obliczono dla [M-H] = Ca7H49N9O15P3: 1072.2566, otrzymano 1072.2587.

21.11.11. Zwigzek 6k

Wodny roztwor nukleotydu 2o (2,0 umol, 30 ) N\Hz
mODU, 11,4 pl, 175 mM) oraz roztwor barwnika N"hj‘oj\ojv‘c")\o </NIN:N
5 w DMSO (3,0 ymol, 16,0 ul, 188 mM) /\,‘N R
zmieszano razem, po czym dodano do nich o/° Ho on

wodny roztwor siarczanu (VI) miedzi (Il) (1,0 &NH

gmol, 2,3 ul, 435 mM) oraz wodny roztwér ¢

askorbinianu sodu (20 pmol, 8 ul, 2,5 M). CO

Mieszanine reakcyjng mieszano przez 1 "

godzine, po czym rozcienczono 0,5 ml wodnego

roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCO3s (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem
HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli
amonowej (17 mODU, 1,12 ymol, 56%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H] =
C37H41N9O16P3: 960.1884, otrzymano 960.1899.
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21.12. Synteza sond ekscymerowych 7a-t

Do obliczenia wydajnosci otrzymanych zwigzkéw wykorzystano pomiar jednostek
optycznych. Wspdtczynniki ekstynkcji sond zawierajgcych dwa barwniki obliczono ze
wzoru 2¢ x 90%. Dla pirenu wspoétczynnik ekstynkcji € przyjeto jako 21 000 (cm x M)t
(przy 335 nm), dla PEP wspotczynnik ekstynkcji € przyjeto jako 45 000 (cm x M)t (przy
364 nm), dla barwnika cyjanowinylenowego wspoétczynnik ekstynkcji € przyjeto jako
77 625 (cm x M) (przy 444 nm).

21.12.1. Sonda 7a

Wodny roztwor nukleotydu 4a (2,9 pmol, 44 oo L
mODUsonm), 10,0 pl, 290 mM) oraz roztwér barwnika e }_7 v
5b w DMSO (8,8 pmol, 50 ul, 176 mM) zmieszano e g o

razem, po czym dodano do nich wodny roztwor NJ’IO ) IAH
siarczanu (V1) miedzi (Il) (1,5 pmol, 5,0 pl, 300 mM) o e
oraz wodny roztwor askorbinianu sodu (15 pmol, 10 pl, +2-Oisomer
1,5 M). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 1 8

) . -
godzing, po czym rozcienczono 0,5 ml wodnego
roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem
HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli
amonowej (84 mODU 35 nm), 2,23 pmol, 77%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H]
= CeaHe6N14019P3: 1427.3847, otrzymano 1427.3864.

21.12.2. Sonda 7b
Wodny roztwér nukleotydu 4a (4,6 pmol, 69

mODUgeonm), 20,0 pl, 230 mM) oraz roztwdér barwnika 3NH“+N ooo R
5d w DMSO (13,8 pmol, 130 ul, 106 mM) zmieszano )< bR
razem, po czym dodano do nich wodny roztwor \ f °
siarczanu (VI) miedzi (Il) (2,3 ymol, 5,0 yl, 460 mM) )

oraz wodny roztwoér askorbinianu sodu (23,3 pmol, 12 @D’(@ " r2-Oisamer

ul, 1,94 M). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 1

godzine, po czym rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs
(10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej
liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (405 mODU 44 nm), 2,9 pmol,
63%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H]" = CsaHsoN18013P3S2: 1315.2465,
otrzymano 1315.2483.
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21.12.3. Sonda 7c

Wodny roztwér nukleotydu 4b (6,9 umol, 30,0 pl, )~ & .
230 mM) oraz roztwér barwnika 5b w DMSO (20,7 e L )
. ,\,’3\/2‘0/3‘0/2‘0 o NN
pmol, 200 ul, 103 mM) zmieszano razem, po czym A 7,
dodano do nich wodny roztwor siarczanu (VI) miedzi YL s _r °

(I (3,5 ymol, 5,0 pl, 690 mM) oraz wodny roztwor >« (I u”‘)wOw”\/w“v _
askorbinianu sodu (34,5 pmol, 20 ul, 1,73 M). e
Mieszanine reakcyjng mieszano przez 3 godziny, po czym rozcienczono 0,5 ml
wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z
uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotne;j liofilizacji uzyskano produkt w postaci
soli amonowej (190 mODU 335 nm), 5,0 ymol, 73%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-
H] = CesHesN14019P37: 1441.4004, otrzymano 1441.40009.

21.12.4. Sonda 7d

Wodny roztwor nukleotydu 4b (7,6 umol, 20,0 pl, 380 T 3 oo T
mM) oraz roztwér barwnika 5e w DMSO (38 umol, 550 §_p/ IR

ul, 69 mM) zmieszano razem, po czym dodano do nich  {/~ el
zmieszane ze sobg wodne roztwory siarczanu (VI) o Loy I
miedzi (Il) (3,5 ymol, 12,5 pl, 690 mM,) i THPTA (15,1 .. ® ™ szomoe
pmol, 15 pl, 1,0 M,). Reakcje zapoczatkowano poprzez

dodanie wodnego roztworu askorbinianu sodu (151 Q%

pumol, 50 pl, 3 M). Mieszanine reakcyjng mieszano przez

4 godziny, po czym rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i
NaHCOs (10 mg/ml) i rozciehczono z uzyciem 2 ml DMSO. Produkt oczyszczono z
uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci
soli amonowej (56064 nm), 6,9 pmol, 91%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H] =
CssHsaN14019P3: 1697.5256, otrzymano 1697.5287.

21.12.5. Sonda 7e

Wodny roztwoér nukleotydu 4b (6,8 pmol, 20,0 pl,
340 mM) oraz roztwér barwnika 5d w DMSO (20,5 Q*m
pmol, 130 pl, 158 mM) zmieszano razem, po czym Ao
dodano do nich wodny roztwér siarczanu (V1) miedzi = ;.. QWN/ o3 e
(1) (3,4 ymol, 5,0 yl, 680 mM) oraz wodny roztwor \
askorbinianu sodu (34,2 pymol, 20 pl, 1,71 M). Mieszanine reakcyjng mieszano przez
2 godziny, po czym rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i
NaHCOs (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po
trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (741 mODU@44nm), 5,3
pumol, 78%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H]" = CssHs2N18013P3S2: 1329.2621,
otrzymano 1329.2639.
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NH,

21.12.6. Sonda 7f

Wodny roztwor nukleotydu 4c¢ (6,2 umol, 20,0 pl, oo e
310 mM) oraz roztwér barwnika 5b w DMSO (18,6 Qg 0“¢°Now®ﬁ ‘
pgmol, 550 pl, 34 mM) zmieszano razem, po czym N
dodano do nich wodny roztwér siarczanu (V1) INH+ wwwf(
miedzi (1) (3,1 pmol, 5,0 yl, 620 mM) oraz wodny reorsomer
roztwor askorbinianu sodu (31,0 umol, 30 pl, 1,03 M). Mieszanine reakcyjng mieszano
przez 2 godziny, po czym rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i
NaHCOs (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po
trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (176 mODU 335 nm), 4,7
pMmol, 75%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H]" = CesHesN14020P3: 1457.3953,
otrzymano 1457.3968.

21.12.7. Sonda 7g

Wodny roztwér nukleotydu 4c¢ (5,8 umol, 20,0 pl, 290 ) oo o <f
mM) oraz roztwor barwnika 5¢ w DMSO (17,4 umol, 330 OQ‘O wyw v
pl, 53 mM) zmieszano razem, po czym dodano do nich bl
wodny roztwor siarczanu (VI) miedzi (1) (2,9 pmol, 6,0 v () wf(
ul, 483 mM) oraz wodny roztwor askorbinianu sodu (29,0 SN +2:0somer

pmol, 30 ul, 960 M). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 2 godziny, po czym
rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs (10 mg/ml).
Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji
uzyskano produkt w postaci soli amonowej (134 mODU 335 nm), 3,5 umol, 61%). HRMS
(-) ESI m/z obliczono dla [M-H] = Cs7Hs2N14016P3: 1281.2904, otrzymano 1281.2926.

21.12.8. Sonda 7h

Wodny roztwér nukleotydu 4c (5,2 oo )
umol, 20,0 upl, 260 mM) oraz roztwor Qg.b t~o~ "0 0/5\0/55\0’?;\0}17 v
barwnika 5a w DMSO (15,6 umol, 330 l, ¢ 2o

. N
47 mM) zmleszano razem,’ pF) czym SNH,+ 00.9 onowowf,,{ H
dodano do nich wodny roztwor siarczanu H " +20isomer

(V1) miedzi (Il) (2,6 pmol, 6,0 pl, 433 mM) oraz wodny roztwoér askorbinianu sodu (26
pumol, 30 pl, 867 mM). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 2 godziny, po czym
rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs (10 mg/ml).
Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji
uzyskano produkt w postaci soli amonowej (136 mODU 335 nm), 3,6 umol, 69%). HRMS
(-) ESI m/z obliczono dla [M-H] = CegH76N14020P3: 1513.4579, otrzymano 1513.4595.
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21.12.9. Sonda 7i

Wodny roztwér nukleotydu 4c (3,5 pmol, 20,0 ul, 175 mM) oraz roztwor barwnika

5e w DMSO (17 pmol, 330 l, 52 oo O
mM) zmieszano razem, po czym il NS T b
dodano do nich zmieszane ze sobg e o
wodne roztwory siarczanu (VI) OQQ e .
miedzi (Il) (6,9 ymol, 6,0 yl, 1,15 M) w0 -

i THPTA (6,9 pmol, 6 pl, 1,15 M). 3 ST
Reakcje zapoczatkowano poprzez oy 4

dodanie wodnego roztworu QQ

askorbinianu sodu (69 umol, 18 ul, 2,3 M). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 5
godzin, po czym rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs
(10 mg/ml) i rozcienczono z uzyciem 2 ml DMSO. Produkt oczyszczono z uzyciem
HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli
amonowej (241 mODU 64 nm), 2,97 umol, 85%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-
H] = CssHs4N14020P37: 1713.5205 otrzymano 1713.5227.

21.12.10. Sonda 7s

Wodny roztwér nukleotydu 4i (2,8 pmol, 10 pl, L fx
280 mM) oraz roztwér barwnika 5b w DMSO (8,5 o~ TEen e "
. QO o o o
pgmol, 330 pl, 25,6 mM) zmieszano razem, po czym o o
dodano do nich wodny roztwor siarczanu (V1) miedzi e onm
(1 (1,4 pymol, 2,5 pl, 560 mM) oraz wodny roztwor °

askorbinianu sodu (14,0 pmol, 20 pl, 700 mM).

Mieszanine reakcyjng mieszano przez 2 godziny, po czym rozcienczono 0,5 mi
wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs3 (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z
uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci
soli amonowej (55 mODU 335 nm), 1,46 pmol, 52%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-
H] = Ce4HesN12021P37: 1433.3840, otrzymano 1433.3829.

21.12.11. Sonda 7t

Wodny roztwor nukleotydu 4h (0,83 ymol, - fL
4,7 ul, 175 mM) oraz roztwér barwnika 5b w CO n¢o~°$”®”°/3‘°'5‘°‘§‘°w¢;”‘ o
DMSO (2,5 pmol, 13,2 pul, 190 mM) o e "8,

zmieszano razem, po czym dodano do nich e OO‘? ouwowowN J

wodny roztwor siarczanu (V1) miedzi (Il) (0,4

pmol, 0,9 ul, 430 mM) oraz wodny roztwoér askorbinianu sodu (8,3 pymol, 1,7 ul, 5 M).
Mieszanine reakcyjng mieszano przez 2 godziny, po czym rozcienczono 0,5 ml
wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z
uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotne;j liofilizacji uzyskano produkt w postaci
soli amonowej (8 mMODU(sss nm), 0,21 umol, 26%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-
H] = CesHesN14021P37: 1473.3896, otrzymano 1473.3917.
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21.13. Synteza sond wykazujgcych efekt FRET 8a-s
21.13.1. Sonda 8a

Wodny roztwér nukleotydu 4d (199 X
nmol, 1,3 pul, 153 mM) oraz roztwor
barwnika 5f w DMSO (145 mM, 1,4 ul, 199
nmol) zmieszano razem i rozcienczono z
uzyciem 3,4 yl DMSO. Do otrzymanego
roztworu dodano wodny roztwor siarczanu
(VI) miedzi (I1) (20 nmol, 1 ul, 20 mM), a
nastepnie roztwor askorbinianu sodu (597 nmol, 1 pl, 597 mM). Reakcje prowadzono
przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszanine reakcyjng
rozcienczono z uzyciem 2,9 ul DMSO, a nastepnie dodano do niej roztwér w DMSO
barwnika 5h (1,9 pl, 107 mM, 199 nM). Do otrzymanego roztworu dodano wodny
roztwor siarczanu (VI) miedzi (I1) i THPTA (1 ul, Cu?*: 79,6 mM, 79,6 nmol, THPTA:
159,2 mM, 159,2 nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez dodanie wodnego roztworu
askorbinianu sodu (1 pl, 796 mM, 796 nmol). Po 1,5 godziny reakcji mieszanine
rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs (10 mg/ml).
Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej liofilizaciji
uzyskano produkt w postaci soli amonowej (111 nmol, 56%). HRMS (+) ESI m/z
obliczono dla [M+2H]?* = CssH10sN18012P2?*: 817.3929, otrzymano: 817.3936

21.13.2. Sonda 8b

Wodny roztwor nukleotydu 4d (199 o L
nmol, 153 mM, 1,3 ul) oraz roztwdr ofogo o ‘N”)N
barwnika 5h w DMSO (199 nM, 107 mM, ol Ho S AN
1,9 ul) zmieszano razem i rozcienczono z ’ o=
uzyciem 3,4 pl DMSO. Do otrzymanego 30
roztworu dodano wodny roztwor siarczanu s /me
P

(VI) miedzi (I1) (20 nmol, 20 mM, 1 pl), a
nastepnie roztwor askorbinianu sodu (597 nmol, 597 mM, 1 ul,). Reakcje prowadzono
przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszanine reakcyjng
rozcienczono z uzyciem 2,9 ul DMSO, a nastepnie dodano do niej roztwér w DMSO
barwnika 5f (199 nmol, 145 mM, 1,4 ul,). Do otrzymanego roztworu dodano wodny
roztwor CuSO4 i THPTA (1 ul, Cu?*: 79,6 mM, 79,6 nmol, THPTA: 159,2 mM, 159,2
nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez dodanie wodnego roztworu askorbinianu sodu
(796 nmol, 796 mM, 1 ul). Po 1,5 godziny reakcji mieszanine rozcienczono 0,5 ml
wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z
uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci
soli amonowej (151,2 nmol, 76%). HRMS (+) ESI m/z obliczono dla [M+2H]?* =
CssH108N18012P2%*: 817.3935, otrzymano 817.3935.
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21.13.3. Sonda 8c

Wodny roztwoér nukleotydu 4c (332 7
nmol, 84,4 mM, 3,9 ul) oraz roztwor ofo- oo WTW
barwnika 5h w DMSO (332 nM, 145 mM, O
2,3 ul) zmieszano razem i rozciehczono z )
uzyciem 5,7 yl DMSO. Do otrzymanego
roztworu dodano wodny roztwor siarczanu
(V1) miedzi (I1) (33,2 nmol, 33,2 mM, 1 ul),
a nastepnie roztwor askorbinianu sodu
(995 nmol, 995 mM, 1 pl). Reakcje
prowadzono przez 1 godzine w N
temperaturze pokojowej. Po tym czasie
mieszanine reakcyjng rozcienczono z uzyciem 4,9 yl DMSO, a nastepnie dodano do
niej roztwor w DMSO barwnika 5f (332 nmol, 107 mM, 3,1 yl). Do otrzymanego
roztworu dodano wodny roztwor CuSQO4 i THPTA (1 ul, Cu?*: 132,6 mM, 132,6 nmol,
THPTA: 265,2 mM, 265,2 nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez dodanie wodnego
roztworu askorbinianu sodu (1,33 pmol, 1,33 M, 1 ul). Po 1,5 godziny reakcji
mieszanine rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCO3 (10
mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej
liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (242,4 nmol, 73%). HRMS (+)
ESI m/z obliczono dla [M+2H]?* = CssH100N18016P3?*: 865.3736, otrzymano 865.3747.

21.13.4. Sonda 8d

Wodny roztwér nukleotydu 4c (3,9 pl,
84,4 mM, 332 nmol) oraz roztwor ook
barwnika 5f w DMSO (3,1 ul, 107 mM,
332 nmol) zmieszano razem |
rozcienczono z uzyciem 5,7 yl DMSO. Do
otrzymanego roztworu dodano wodny
roztwor siarczanu (VI) miedzi (II) (1 pl,
33,2 mM, 33,2 nmol), a nastepnie roztwor
askorbinianu sodu (1 pl, 995 mM, 995
nmol). Reakcje prowadzono przez 1
godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszanine reakcyjng rozcienczono
z uzyciem 4,9 yl DMSO, a nastepnie dodano do niej roztwér w DMSO barwnika 5h
(2,3 ul, 145 mM, 332 nM). Do otrzymanego roztworu dodano wodny roztwér CuSOa i
THPTA (1 ul, Cu?*: 132,6 mM, 132,6 nmol, THPTA: 265,2 mM, 265,2 nmol). Reakcje
rozpoczeto poprzez dodanie wodnego roztworu askorbinianu sodu (1 ul, 1,33 M, 1,33
pumol). Po 1,5 godziny reakcji mieszanine rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu
EDTA (20 mg/ml) i NaHCOg3 (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP
(metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej
(239,0 nmol, 72%). HRMS (+) ESI m/z obliczono dla [M+2H]?* = CesH109N18016P3?%*:
865.3736, otrzymano: 865.3759.

+3'0

Na N

I
z
z

3 NH,*
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21.13.5. Sonda 8e

Wodny roztwor nukleotydu 4c (3,9 ul, 84,4
mM, 332 nmol) oraz roztwér barwnika 5m w
DMSO (4,1 pl, 81 mM, 332 nmol) zmieszano K[
razem i rozcienczono z uzyciem 5,7 yl DMSO. Do
otrzymanego roztworu dodano wodny roztwor
siarczanu (VI) miedzi (1) (1 pl, 33,2 mM, 33,2 nmol), a nastepnie roztwdr askorbinianu
sodu (1 ul, 995 mM, 995 nmol). Reakcje prowadzono przez 1 godzine w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie mieszanine reakcyjng rozcienczono z uzyciem 4,9 yl DMSO,
a nastepnie dodano do niej roztwér w DMSO barwnika 5j (5,4 pl, 107 mM, 332 nM).
Do otrzymanego roztworu dodano wodny roztwér CuSQOs i THPTA (1 ul, Cu?*: 132,6
mM, 132,6 nmol, THPTA: 265,2 mM, 265,2 nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez
dodanie wodnego roztworu askorbinianu sodu (1 ul, 1,33 M, 1,33 pmol). Po 1,5
godziny reakcji mieszanine rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml)
i NaHCOs3 (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po
trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (279,0 nmol, 84%).
HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H] = Ce2Hs2N18021P3S™: 1519.3276, otrzymano
1519.3286.

21.13.6. Sonda 8f

Wodny roztwér nukleotydu 4c (3,9 ul, 84,4 mM, %
332 nmol) oraz roztwér barwnika 5n w DMSO (4,6 'O/F\’\O’(\;O’ifo—@«r\l - X
ul, 72,5 mM, 332 nmol) zmieszano razem i \ HO OYHJNQ”\j .
rozcienczono z uzyciem 5,7 pl DMSO. Do "“eawmwes ”W\
otrzymanego roztworu dodano wodny roztwor e .
siarczanu (VI) miedzi (II) (1 ul, 33,2 mM, 33,2 ~
nmol), a nastepnie roztwoér askorbinianu sodu (1 {
pi, 995 mM, 995 nmol). Reakcje prowadzono przez 1 godzine w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie mieszanine reakcyjng rozcienczono z uzyciem 4,9 ul DMSO,
a nastepnie dodano do niej roztwér w DMSO barwnika 5f (3,1 ul, 107 mM, 332 nM).
Do otrzymanego roztworu dodano wodny roztwér CuSOa4 i THPTA (1 ul, Cu?*: 132,6
mM, 132,6 nmol, THPTA: 265,2 mM, 265,2 nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez
dodanie wodnego roztworu askorbinianu sodu (1 ul, 1,33 M, 1,33 umol). Po 1,5
godziny reakcji mieszanine rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml)
i NaHCO3 (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po
trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (159,0 nmol, 48%).
HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H] = Ce2Hs2N18021P3S™: 1519.3276, otrzymano
1519.3286.

Z
2/ ok

-193 -



21.13.7. Sonda 8g

Wodny roztwér nukleotydu 4c¢ (3,9 ul, 84,4 mM, N2
332 nmol) oraz roztwér zwigzku 51 w DMSO (12,6 [
. 0707070 o Ny

pl, 26,3 mM, 332 nmol) zmieszano razem i %O o ° —Q

H
rozcienczono z uzyciem 5,7 pyl DMSO. Do « " OTN(\L + 30 omer
otrzymanego roztworu dodano wodny roztwor "o ° N{ i

siarczanu (VI) miedzi (ll) (1 pl, 33,2 mM, 33,2 SNH g o

nmol), a nastepnie roztwor askorbinianu sodu (1 AN Q o O o
Ml 995 mM, 995 nmol). Reakcje prowadzono © O o

przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po
tym czasie mieszanine reakcyjng rozcienczono z
uzyciem 4,9 yl DMSO, a nastepnie dodano do niej roztwér w DMSO barwnika 5j (5,4
pl, 61 mM, 332 nM). Do otrzymanego roztworu dodano wodny roztwér CuSO4i THPTA
(1 ul, Cu?*: 132,6 mM, 132,6 nmol, THPTA: 265,2 mM, 265,2 nmol). Reakcje
rozpoczeto poprzez dodanie wodnego roztworu askorbinianu sodu (1 ul, 1,33 M, 1,33
pumol). Po 1,5 godziny reakcji mieszanine rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu
EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP
(metoda D), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (120
nmol, 36%). HRMS (+) ESI m/z obliczone dla [M+2H]?* = C103H126C0ON27033P4?*:
1 225,8642, otrzymano 1 225.8636

21.13.8. Sonda 8h

Wodny roztwdr nukleotydu 40 (2,6 pl, 100 mM,
263 nmol) oraz roztwor barwnika 5h w DMSO (1,8
pl, 145 mM, 263 nmol) zmieszano razem |
rozcienczono z uzyciem 4,6 uyl DMSO. Do
otrzymanego roztworu dodano wodny roztwor
siarczanu (VI) miedzi (ll) (1 ul, 26,3 mM, 26,3
nmol), a nastepnie roztwor askorbinianu sodu (1
Mi, 790 mM, 790 nmol). Reakcje prowadzono
przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po
tym czasie mieszanine reakcyjng rozcienczono z
uzyciem 3,9 yl DMSO, a nastepnie dodano do niej roztwér w DMSO barwnika 5f (2,5
g, 107 mM, 263 nM). Do otrzymanego roztworu dodano wodny roztwér CuSOs i
THPTA (1 pl, Cu?*: 105,3 mM, 105,3 nmol, THPTA: 210,6 mM, 210,6 nmol). Reakcje
rozpoczeto poprzez dodanie wodnego roztworu askorbinianu sodu (1 ul, 1,05 M, 1,05
pumol). Po 1,5 godziny reakcji mieszanine rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu
EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs3 (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP
(metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (118
nmol, 45%). HRMS (+) ESI m/z obliczone dla [M+2H]?* CgsH111N18017P3%*: 880.3788,
otrzymano 880.3790.

HO
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21.13.9. Sonda 8i

Wodny roztwér nukleotydu Ve 1
4n (1,3 pl, 195 mM, 263 nmol) oFototo o S,
oraz roztwor barwnika 5f w %ON .o QN
DMSO (2,5 pl, 107 mM, 263 N
nmol) zmieszano razem i HNJ) IS NS
rozcienczono z uzyciem 4,6 yl 0 NWNH
DMSO. Do otrzymanego f of\_\j |
roztworu  dodano  wodny v~ )

A\ /
roztwor siarczanu (VI) miedzi O
(1) (1 I, 26,3 mM, 26,3 nmol), v

a nastepnie roztwor askorbinianu sodu (1 ul, 790 mM, 790 nmol). Reakcje prowadzono
przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszanine reakcyjng
rozcienczono z uzyciem 3,9 yl DMSO, a nastepnie dodano do niej roztwor w DMSO
barwnika 5h (1,8 pl, 145 mM, 263 nM). Do otrzymanego roztworu dodano wodny
roztwor CuSOas i THPTA (1 ul, Cu?*: 105,3 mM, 105,3 nmol, THPTA: 210,6 mM, 210,6
nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez dodanie wodnego roztworu askorbinianu sodu (1
pl, 1,05 M, 1,05 pmol). Po 1,5 godziny reakcji mieszanine rozcienczono 0,5 ml
wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z
uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotne;j liofilizacji uzyskano produkt w postaci
soli amonowej (113 nmol, 43%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-H]J?*
CseH111N18017P3%*: 880.3788, otrzymano: 880.3802.

21.13.10. Sonda 8;j

Wodny roztwor nukleotydu 4p
(5,9 ul, 55,8 mM, 332 nmol) oraz
roztwor barwnika 5h w DMSO (2,3
pl, 145 mM, 332 nmol) zmieszano
razem i rozcienczono z uzyciem
5,7 yl DMSO. Do otrzymanego
roztworu dodano wodny roztwér
siarczanu (VI) miedzi (Il) (1 ul, 33,2
mM, 33,2 nmol), a nastepnie
roztwor askorbinianu sodu (1 pl, 995 mM, 995 nmol). Reakcje prowadzono przez 1
godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszanine reakcyjng rozcienczono
z uzyciem 4,9 yl DMSO, a nastepnie dodano do niej roztwér w DMSO barwnika 5f (3,1
pl, 107 mM, 332 nM). Do otrzymanego roztworu dodano wodny roztwér CuSOa i
THPTA (1 pl, Cu?*: 132,6 mM, 132,6 nmol, THPTA: 265,2 mM, 265,2 nmol). Reakcje
rozpoczeto poprzez dodanie wodnego roztworu askorbinianu sodu (1 ul, 1,33 M, 1,33
pumol). Po 1,5 godziny reakcji mieszanine rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu
EDTA (20 mg/ml) i NaHCOg3 (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP
(metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (189

- 195 -



nmol, 57%). HRMS (+) ESI m/z obliczono dla [M+3H]3* = CessH109N17015P3%*:
562.9162, otrzymano 562.9162.

21.13.11. Sonda 8k

Wodny roztwér nukleotydu 4p (2,7 ul,

55,8 mM, 150 nmol) oraz roztwor v e
barwnika 5n w DMSO (2,5 ul, 60,4 mM, ™ °°
150 nmol) zmieszano razem |
rozcienczono z uzyciem 3 pyl DMSO. Do
otrzymanego roztworu dodano wodny roztwor siarczanu (V1) miedzi (Il) (0,5 ul, 120,0
mM, 60,0 nmol), a nastepnie roztwdr askorbinianu sodu (0,5 ul, 962 mM, 481 nmol).
Reakcje prowadzono przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
mieszanine reakcyjng rozcienczono z uzyciem 7 yl DMSO, a nastepnie dodano do niej
roztwor w DMSO barwnika 5k (1,6 upl, 94 mM, 150 nM). Do otrzymanego roztworu
dodano wodny roztwér CuSQO4 i THPTA (0,5 pl, Cu?*: 240 mM, 120 nmol, THPTA: 480
mM, 240 nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez dodanie wodnego roztworu askorbinianu
sodu (1 pl, 1,2 M, 1,2 ymol). Po 1,5 godziny reakcji mieszanine rozcienczono 0,5 ml
wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs3 (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z
uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci
soli amonowej (36 nmol, 24%). HRMS (+) ESI m/z obliczono dla [M-H] =
C76Hs2N20020P3S™: 1719.4948, otrzymano 1719.4989

21.13.12. Sonda 8l

3 NH,*

Wodny roztwor nukleotydu 4s (2,7 \e O\N
ul, 98,3 mM, 263 nmol) oraz roztwor .O/E\O/E’TO/ETO o i,
barwnika 5h w DMSO (1,8 yl, 145 j\ R -

mM, 263 nmol) zmieszano razem i NN o
rozcienczono z uzyciem 4,6 pl 3 NHa
DMSO. Do otrzymanego roztworu ™o

dodano wodny roztwor siarczanu (VI) Z

miedzi (I1) (1 I, 26,3 mM, 26,3 nmol), ) 4

a nastepnie roztwor askorbinianu )M 0

sodu (1 ul, 790 mM, 790 nmol).

Reakcje prowadzono przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
mieszanine reakcyjng rozcienczono z uzyciem 3,9 yl DMSO, a nastepnie dodano do
niej roztwér w DMSO barwnika 5f (2,5 pl, 107 mM, 263 nM). Do otrzymanego roztworu
dodano wodny roztwor CuSOas i THPTA (1 ul, Cu?*: 105,3 mM, 105,3 nmol, THPTA:
210,6 mM, 210,6 nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez dodanie wodnego roztworu
askorbinianu sodu (1 pl, 1,05 M, 1,05 umol). Po 1,5 godziny reakcji mieszaning
rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs (10 mg/ml).
Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji
uzyskano produkt w postaci soli amonowej (121 nmol, 46%). HRMS (+) ESI m/z
obliczono dla [M+2H]?* CssH114N18016P3%*: 886.3970, otrzymano 886.3962.
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21.13.13. Sonda 8m

Wodny roztwér nukleotydu 4s (2,7 pl, \e L,
98,3 mM, 263 nmol) oraz roztwdr _0/3\0/;’70%0 S,
barwnika 5f w DMSO (2,5 ul, 107 mM, 7T )
263 nmol) zmieszano razem i NNJ;N A

rozcienczono z uzyciem 4,6 yl DMSO. Do
otrzymanego roztworu dodano wodny 0
roztwor siarczanu (VI) miedzi (Il) (1 pl, Z
26,3 mM, 26,3 nmol), a nastepnie roztwor () . Q
askorbinianu sodu (1 pl, 790 mM, 790 W
nmol). Reakcje prowadzono przez 1

godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszanine reakcyjng rozcienczono
z uzyciem 3,9 yl DMSO, a nastepnie dodano do niej roztwér w DMSO barwnika 5h
(1,8 ul, 145 mM, 263 nM). Do otrzymanego roztworu dodano wodny roztwor CuSOa i
THPTA (1 ul, Cu?*: 105,3 mM, 105,3 nmol, THPTA: 210,6 mM, 210,6 nmol). Reakcje
rozpoczeto poprzez dodanie wodnego roztworu askorbinianu sodu (1 ul, 1,05 M, 1,05
pumol). Po 1,5 godziny reakcji mieszanine rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu
EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP
(metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (129
nmol, 49%). HRMS (+) ESI m/z obliczono dla [M+2H]?* CssH115N18016P3%*: 886.3970,
otrzymano 886.3962.

21.13.14. Sonda 8n

3 NH,*

Wodny roztwor nukleotydu 4s (2,7 he L
ul, 98,3 mM, 263 nmol) oraz roztwor -O/E\of‘ifo%o S,
barwnika 5i w DMSO (1,6 ul, 168 mM, N); W
263 nmol) zmieszano razem | NN ©

rozcienczono z uzyciem 4,6 yl DMSO.
Do otrzymanego roztworu dodano ° SN
wodny roztwor siarczanu (VI) miedzi o Z

(ny (1 ul, 26,3 mM, 26,3 nmol), a SN <) go
nastepnie roztwor askorbinianu sodu ' °

(1 I, 790 mM, 790 nmol). Reakcje prowadzono przez 1 godzine w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie mieszanine reakcyjng rozcienczono z uzyciem 3,9 ul DMSO,
a nastepnie dodano do niej roztwér w DMSO barwnika 5f (1,8 ul, 145 mM, 263 nM).
Do otrzymanego roztworu dodano wodny roztwér CuSO4 i THPTA (1 ul, Cu?*: 105,3
mM, 105,3 nmol, THPTA: 210,6 mM, 210,6 nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez
dodanie wodnego roztworu askorbinianu sodu (1 ul, 1,05 M, 1,05 umol). Po 1,5
godziny reakcji mieszanine rozciernczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml)
i NaHCO3 (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po
trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (129 nmol, 45%).
HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-2H]?> CssH111N18022P3S2?": 964.3393 otrzymano
964.3412.
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21.13.15. Sonda 80
Wodny roztwor nukleotydu 4s (3,6

ul, 98,3 mM, 351 nmol) oraz roztwor oboboto
barwnika 5f w DMSO (3,3 l, 107 mM, J; R T
351 nmol) zmieszano razem i Mo !
rozcienczono z uzyciem 6,0 ul DMSO.

Do otrzymanego roztworu dodano PR

wodny roztwor siarczanu (VI) miedzi

(y (1 pl, 351 mM, 35,1 nmol), a

nastepnie roztwor askorbinianu sodu I L Q
(1 ul, 1,05 M, 1,05 umol). Reakcje

prowadzono przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszanine
reakcyjng rozcienczono z uzyciem 5,1 yl DMSO, a nastepnie dodano do niej roztwor
w DMSO barwnika 5i (2,1 upl, 168 mM, 351 nM). Do otrzymanego roztworu dodano
wodny roztwér CuSOa4 i THPTA (1 ul, Cu?*: 140,4 mM, 140,4 nmol, THPTA: 280,8 mM,
280,8 nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez dodanie wodnego roztworu askorbinianu
sodu (1 pl, 1,4 M, 1,4 umol). Po 1,5 godziny reakcji mieszanine rozcienczono 0,5 ml
wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCOs3 (10 mg/ml). Produkt oczyszczono z
uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej liofilizacji uzyskano produkt w postaci
soli amonowej (77,2 nmol, 22%). HRMS (-) ESI m/z obliczono dla [M-2H]*
CssH111N18022P3S2%": 964.3393 otrzymano 964.3412.

21.13.16. Sonda 8p

Wodny roztwoér nukleotydu 4s

(2,7 pl, 98,3 mM, 263 nmol) oraz
roztwor barwnika 5i w DMSO (1,6 Nj\: > e Dy
pl, 168 mM, 263 nmol) zmieszano N-N

razem i rozcienczono z uzyciem SN
4,6 yl DMSO. Do otrzymanego Mo
roztworu dodano wodny roztwér Z
siarczanu (V1) miedzi (Il) (1 ul, 3 O

o
{4
/N NN ! 6\0

26,0 mM, 26,0 nmol), a nastepnie
roztwor askorbinianu sodu (1 pl,
789 mM, 789 nmol). Reakcje prowadzono przez 1 godzine w temperaturze pokojowe;j.
Po tym czasie mieszanine reakcyjng rozcienczono z uzyciem 3,9 yl DMSO, a
nastepnie dodano do niej roztwér w DMSO barwnika 5g (3,4 pl, 77,1 mM, 263 nM). Do
otrzymanego roztworu dodano wodny roztwor CuSOa i THPTA (1 pl, Cu?*: 105 mM,
105 nmol, THPTA: 210 mM, 210 nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez dodanie wodnego
roztworu askorbinianu sodu (1 pl, 1,05 M, 1,05 pmol). Po 1,5 godziny reakciji
mieszaning rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCO3 (10
mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej
liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (89,4 nmol, 34%). HRMS (+) ESI
m/z obliczono dla [M+2H]?*: CssH115N18028P3S4%*: 1046.3107, otrzymano 1046.3115.
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21.13.17.Sonda 8r

Wodny roztwér nukleotydu 4s (2,6 pl, 67,0 \N%N
mM, 175 nmol) oraz roztwor barwnika 5n w 0/3\0/3\0/3\0 o S N,
DMSO (2,1 ul, 83 mM, 175 nmol) zmieszano e vt
razem i rozcienczono z uzyciem 10 yl DMSO. N&mwuema m’“M P
Do otrzymanego roztworu dodano wodny
roztwor siarczanu (VI) miedzi (ll) (0,5 pl, 351 3NHy*

mM, 175 nmol), a nastepnie roztwor
askorbinianu sodu (0,5 ul, 877 mM, 439
nmol). Reakcje prowadzono przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
do mieszaniny reakcyjnej dodano roztwér w DMSO barwnika 5k (1,9 pl, 94 mM, 175
nM). Do otrzymanego roztworu dodano wodny roztwér CuSO4 i THPTA (0,5 pl, Cu?*:
280 mM, 140 nmol, THPTA: 560 mM, 280 nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez dodanie
wodnego roztworu askorbinianu sodu (0,5 ul, 2,8 M, 1,4 ymol). Po 1,5 godziny reakcji
mieszanine rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCO3 (10
mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej
liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (84 nmol, 48%). HRMS (-) ESI
m/z obliczono dla [M-H]" CsoHsoN21021P3S™: 1804.5481 otrzymano 1804.5518.

21.13.18. Sonda 8s
Wodny roztwoér nukleotydu 4r (3,0 pl,

82,1 mM, 248 nmol) oraz roztwor O/EOE
barwnika 5h w DMSO (1,7 pl, 145 mM, e
248 nmol) zmieszano razem i ““'“g
rozcienczono z uzyciem 4,3 yl DMSO. "
Do otrzymanego roztworu dodano wodny °
roztwor siarczanu (VI) miedzi (I) (1 pl, S

24,8 mM, 24,8 nmol), a nastepnie NN
roztwor askorbinianu sodu (1 pl, 745 mM,

745 nmol). Reakcje prowadzono przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie mieszanine reakcyjng rozcienczono z uzyciem 4,3 pl DMSO, a nastepnie
dodano do niej roztwér w DMSO barwnika 5f (2,3 ul, 107 mM, 248 nM). Do
otrzymanego roztworu dodano wodny roztwér CuSOas i THPTA (1 ul, Cu?*: 99,3 mM,
99,3 nmol, THPTA: 198,6 mM, 198,6 nmol). Reakcje rozpoczeto poprzez dodanie
wodnego roztworu askorbinianu sodu (1 ul, 0,993 M, 0,993 umol). Po 1,5 godziny
reakcji mieszanine rozcienczono 0,5 ml wodnego roztworu EDTA (20 mg/ml) i NaHCO3
(10 mg/ml). Produkt oczyszczono z uzyciem HPLC RP (metoda A), a po trzykrotnej
liofilizacji uzyskano produkt w postaci soli amonowej (117 nmol, 47%). HRMS (+) ESI
m/z obliczono dla [M+2H]?* Cg7H113N18016P3%* : 879.3892, otrzymano 879.3880.
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