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Fluorofosforanowe analogi (oligo)nukleotydéw jako narzedzia do
badan procesow biologicznych
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wykonanej w Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej, Wydziat Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego

pod kierunkiem prof. dr. hab. Jacka Jemielitego oraz dr hab. Joanny Kowalskiej

W ostatnich dekadach rozwdj nowatorskiej technik terapeutycznych bazujgcych
na kwasach nukleinowych przynidst znaczny postep w terapii trudnych do leczenia
choréb, w tym tych zwigzanych z zaburzeniami genetycznymi. Techniki te,
ukierunkowane na wyciszanie ekspresji uszkodzonych genéw lub naprawe
mechanizmow ich regulacji, wymagajg wysoce precyzyjnych narzedzi molekularnych.
Aby sprosta¢ tym wyzwaniom otrzymano i przebadano szeroka game analogéw
oligonukleotydéw, ktére sg krétkim fragmentami DNA lub RNA z racjonalnie
zaprojektowanymi modyfikacjami. Wsréd nich analogi kwasu nukleinowego w ktérych
jedna grupe hydroksylowa przy funkcji fosforanowej zastgpiono atomem fluoru,
zyskujg w ostatnich latach duze zainteresowanie jako zwigzki o potencjalnych
wartosciach terapeutycznych lub otwierajgce nowe zastosowaniach w diagnostyce

medycznej.

Istnieje kilka cech, ktére sprawiajg, ze zwigzki zawierajgce wigzanie P-F s3
atrakcyjnymi surogatami estrow kwasu fosforowego. Wysoka elektroujemnosé fluoru i
jego maty rozmiar utatwiajg korzystne naktadanie sie orbitali atomu fluoru z orbitalami

grupy fosforanowej, dzieki czemu wigzanie P-F jest niezwykle silne (-439 kJ/mol).



Poniewaz atom fluoru jest mniejszy niz grupa hydroksylowa (promien van der Waalsa
odpowiednio 1,35 2,20 A), zastapienie niemostkowego atomu tlenu w ugrupowaniu
fosforanowym przez fluor nie powoduje przeszkody sterycznej podczas interakcji z
enzymami. Chociaz wprowadzenie atom fluoru eliminuje jeden formalny tadunek
ujemny grupy fosforanowej, wytworzony analog moze nadal bra¢ udziat w
hydrofilowych interakcjach z woda, waznych dla biomolekut. Nalezy dodac, ze atom
fluoru moze byé wykorzystany rowniez jako grupa reporterowa w badaniach
konformacyjnych fragmentéw kwaséw nukleinowych, w ktorych spektroskopia 19F
NMR, o czutoéci zblizonej do 1H NMR, jest szczegdlnie przydatne. Najwazniejszymi
zaletami spektroskopii 19F NMR sg znacznie wigkszy zakres przesunie¢ chemicznych
jader 19F w poréwnaniu do 1H, duza wrazliwe na wplyw $rodowiska, oraz zwykle
nieskomplikowane widma. Dodatkowe informacje strukturalne mozna réwniez uzyskac
poprzez stosowanie technik relaksacyjnych NMR, np. dla okreslenia odlegtosci miedzy

atomem fluorem a metalem skoordynowanym w odlegtym miejscu w czgsteczce.

Wiaénie tej klasie zwigzkéw poswiecit swoje zainteresowania badawcze mgr
Marek Baranowski, dla ktérego fluorofosforany, jako analogi nukleotydow, byty
obiektami badawczymi od czaséw studiéw licencjackich, poprzez studia magisterskie az
po recenzowane przeze mnie badania prowadzone w ramach studiow doktorskich. W
tych ostatnich, gtéwnym celem Doktoranta byto zademonstrowanie mozliwosci
stosowania fluorofosforanowych analogéw nukleotydéw i oligonukleotydéw jako
precyzyjnych narzedzi, w postaci tzw. sond molekularnych, do badan rdznych
proceséw biologicznych, np. do monitorowania przebiegu reakcji enzymatycznych i
identyfikacji mozliwych inhibitorow bioracych w nich udziat enzymow lub badania
oddziatywan kwaséw nukleinowych z innymi biomolekulami. We wszystkich tych
badaniach role mentoréw petnili znakomici naukowcy Uniwersytetu Warszawskiego, dr

hab. Joanna Kowalska i prof. dr hab. Jacek Jemielity.

Tekst rozprawy doktorskiej podzielony jest na 7 rozdziatow, zawiera 254
pozycje literaturowe, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow i
wprowadzenie z opisem dorobku naukowego i komentarzem Doktoranta dotyczacym

sposobu prezentowania wynikow badawczych w recenzowanej dysertacji.



Rozdziat 1, Przeglgd literaturowy, stanowi dos¢ obszerne (87 stron)
wprowadzenie nie tylko do chemii fluorofosforanéw jako analogéw nukleotydow, ale
réwniez do wplywu jaki wywiera wprowadzenie atomu fluoru na konformacje
biomolekut. Sposéb prezentacji jest jasny, interesujacy i wskazuje na duzg wiedze
Doktoranta w zakresie przedstawianego materiatu. Podobnie jak cata praca, czgs¢ ta
jest bogato ilustrowana i bardzo informatywna. Dobér dyskutowanych zagadnien jest
dobrze wywazony, a jedynie podrozdziat poswiecony spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego mogthy ograniczy¢ sie do spektroskopii 19F NMR, ktéra to czesc
z kolei mogtaby by¢ bardziej rozwinieta kosztem dos¢ szczegétowego wprowadzenia do
techniki NMR. Natomiast podrozdziat z krotkim opisem enzymdw akceptujacych
fluorofosforany jako substraty uwazam za bardzo celowy biorgc 'pod uwage, ze
fluorofosforany nie sg naturalnymi substratami dla tych enzymow i ich interakcja z

enzymami jest mniej znana.

Cel pracy zostat ogdlnie, ale bardzo jasno sformutowany w czesci Badania
wiasne i zaprezentowany w kontekscie wcze$niejszych zainteresowari badawczych
Doktoranta, jako ich logiczna kontynuacja. Cele te zostaly ponownie, ale juz bardzo
szczegdtowo, wyartykutowane w podrozdziatach Cele i obiekty badan, poprzedzajacych
dyskusje wynikéw dwéch najwazniejszych watkéw tematycznych badan Doktoranta: (i)
zastosowanie  pochodnych  fluorofosforanéw do  profilowania  preferenciji
substratowych wybranych enzyméw kontrolujacych metabolizm, Sciezki sygnatowe i
integralnoé¢ kwaséw nukleinowych w komoérce oraz (ii) fluorowe analogi

oligonukleotydéw jako sondy molekularne w badaniach 19F NMR.

Pierwszy projekt miat na celu opracowanie wysokoprzepustowej metody
przesiewowe] (HTS) do poszukiwania inhibitoréw biatek z rodziny triady histydynowej
(HIT), ktére to biatka sa od lat w centrum zainteresowan badawczych grupy prof. dr.
hab. Jacka Jemielitego i dr hab. Joanny Kowalskiej. Realizujgc ten eksperymentalnie
wymagajacy projekt Doktorant opracowat warunki do Sledzenia postepu reakcji
wybranych enzyméw z odpowiednimi nukleozydo fluorofosforanami wykorzystujgc
selektywna sonde fluorogeniczna, ktéra pod wptywem uwalnianych w reakcji anionow
fluorkowych zmieniata swoje wtasciwosci spektralne. Po dodaniu do mieszaniny

reakcyjnej potencjalnego inhibitora, mierzono jego wptyw na intensywnos¢



fluorescencji i na tej podstawie oznaczano efektywnosc¢ inhibicji. W ten sposob
Doktorant przebadat 4 enzymy: fosfodiesteraze z jadu weza (PDE-l) jako enzym
modelowy do walidacji protokotu HTS oraz ludzki enzym dekapujacy (hDcpS), ludzki
enzym hFhit i roélinny enzym AtFhit. Uzywajac biblioteki zwigzkéw BZ-1 (76 zwigzkow)
Doktorant znalazt 6 silnych inhibitoréw enzymu PDE-I, dla ktérych oznaczyt ICso. Na
pozostatych enzymach, Doktorant przetestowat biblioteke zwigzkow BZ-2 (146
zwiazkéw) i znalazt szereg efektywnych inhibitoréw, ktoére poddat dokfadniejszej
analizie. Na podstawie wynikéw HTS dla ludzkiego enzymu hFhit, Doktorant

zaprojektowat, otrzymat i przebadat 9 nowych potencjalnych inhibitoréw tego enzymu.

Drugi, gléwny watek badawczy prac Doktoranta dotyczyt badan nad 5'-
fluorofosforylowanmi oligodezoksyrybonukleotydami jako sondami molek‘ularnymi do
monitorowania oddziatywania fragmentéow DNA z innymi biomolekulami,
wykorzystujagc w tym celu spektroskopie 19F NMR. Czgs¢ syntetyczna tego projektu
wymagata  opracowania  wydajnej metody  otrzymywania odpowiednich
oligonukleotydéw posiadajagcych w pozycji 5 grupe fluorofosforanowa lub
fluorodifosforanowa. Doktorant wykonat z powodzeniem to nietrywialne zadanie
otrzymujac 3 analogi oligonukleotydéw znakowane grupg 5'-fluorofosforanawa i 15
oligonukleotydéw ze znacznikiem w formie grupy 5'-fluordifosforanowej. Tak
przygotowane sondy molekularne postuzyty Doktorantowi do monitorowania, m.in.
tworzenia sie dupleksébw DNA, wykrywania pojedynczych niekomplementarnosci
nukleotydowych, do monitorowania tworzenia sig struktur typu G-kwadruplekséw i ich
zmian pod wptywem temperatury i zmian pH, jak réwniez do badania oddziatywan

matoczasteczkowych ligandéw ze strukturami typu i-motywow.

Nalezy wspomnieé réwniez o badaniach Doktoranta nad wykorzystaniem grupy
trifluorometylowej (CF3) jako znacznika w sondach molekularnych do badania
aktywnosci katalitycznej i specyficznosci substratowej ludzkiego biatka hFhit. Podejscie
to pozwolito Doktorantowi na monitorowanie badanej reakcji enzymatycznej w czasie
rzeczywistym i opracowanie tzw. testu kinetycznego (ang. kinetic assay) w odroznieniu
od tzw. testu w punkcie koAcowym (ang. end-point assay) stosowanego w
opracowanym uprzednio przez Doktoranta protokole eksperymentow

wysokoprzepustowych (HTS). Zaleta testu kinetycznego jest zwykle znacznie krotszy



czas eksperymentu oraz mozliwos¢ monitorowania kinetyki reakcji enzymatycznej w

szerokim zakresie stezen i w dtuzszych interwatach czasowych.

Podsumowujac te czes¢ rozprawy (Rozdziaty 2, 3 i 4) stwierdzam, ze badania
przedstawione w recenzowane]j pracy doktorskiej cechuje bardzo wysoka wartosé
merytoryczna, przeprowadzone zostaly bardzo wnikliwie, z duzg dbatoscia o
szczegOty, a otrzymane wyniki i ich interpretacja nie budza watpliwosci. Wartosciag
dodang pracy jest zaproponowanie przez Doktoranta, na podstawie wynikéw badan
HTS, nowych struktur chemicznych dla potencjalnych inhibitoréw oraz opracowanie
alternatywnego do end-point assay testu kinetycznego dajacego dodatkowy wglad w

aktywnosc katalityczng i specyficznosé substratowg niektérych z badanych enzymow.
AY - \

Czesc Eksperymentalna (Rozdziat 5) jest jasna i informatywna, a dzieki
zamieszczonym wzorom strukturalnym czytelnik nie ma watpliwosci jakich zwigzkow
dotycza poszczegdlne przepisy preparatywne. Procedury sg szczegdétowo opisane, a

otrzymane zwigzki dobrze scharakteryzowane.

Praca jest bardzo staranie opracowana pod wzgledem edytorskim: czyta sie
ja tatwo dzieki jasnej i logicznej prezentacji materiatu oraz przyjemnej szacie
graficznej, ilustrowanej licznym kolorowym schematami, rysunkami i planszami. Ze
wzgledu na obszerno$¢ omawianego materiatu, pewne powtdrzenia majace na celu

przypomnienie czytelnikowi niektérych waznych wnioskéw sg w petni uzasadnione.

Wszystkie opisane wyzej badania majg duzg warto$¢ naukows i zostaty w
wiekszosci opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych (The Journal of
Organic Chemistry - 2015 i 2020, Nucleic Acids Research - 2020, i Organic &

Biomolecular Chemistry — 2016), a jedna praca jest w przygotowaniu do druku.
Uwagi polemiczne/komentarze

1. Recenzowana praca zawiera w sumie 281 stron i zdaniem recenzenta, bez
uszczerbku dla jasnosci prezentowanego materiatu, mogtaby by¢ znacznie skrécona. Ze
wzgledu na duzy dorobek naukowy Doktoranta, bardziej odpowiednia forma mogtaby by¢
kolekcja publikacji z komentarzem autora.

2. Mimo Ze badania prezentowane w pracy sa multidyscyplinarne, a publikacje z

natury wieloautorskie, Doktorant wyraZznie zaznaczat w odpowiednich miejscach udziat



innych badaczy w realizacji poszczegdlnych projektéw, oraz zakres wykonanych przez nich
prac.

3. Cata prace cechuje bardzo staranna edycja i przyjemna szata graficzna.
Zauwazytem jedynie kilka literowek i zwrotow, ktére brzmia troche dziwnie (np.
odekranowanie atomu fluoru, ciecze deuterowane, naturalna abundacja) lub pochodzg z
zargonu laboratoryjnego (np. eksperyment.... skfadat sie z dwdch plytek, str. 117).

4. Doktorant stwierdza, ze sililowana fluoresceina jest wysoce selektywng sonda do
wykrywania jonéw fluorkowych, a jednoczeénie zauwaza, ze sonda ta ulegata szybkiemu
rozktadowi w DMSO. Pytanie: dlaczego sililowana fluoresceina jest niestabilna w DMSO i
jaki jest mozliwy mechanizm jej rozktadu? Czy Doktorant rozwazat uzycie fluoresceiny
zablokowanej innymi grupami sililowymi? \ \

5. Czy zaobserwowane nieznaczne obnizenie Tm dupleksdw zawierajacych grupe 5'-
fluorofosforanowa Ilub 5’-fluorodifosforanowg bylo spowodowane obecnoscig atomu
fluoru w grupie fosforanowej czy te: sama grupg 5'-fosforanowg (5'-difosforanowa)?

6. Jaki wptyw na przesuniecie chemiczne grupy 5’-fluorofosforanowej w widmach
31P NMR ma niekomplementarno$é wystepujaca w dupleksie?

7. Jak daleko od grupy 5'-fluorofosforanowej lub 5'-fluorodifosforanowa w dupleksie
moze znajdowac si¢ niekomplementarna para zasad, aby mozna to wykry¢é metoda 19F
NMR?

8. Biblioteki BZ-1 i BZ-2 stanowig kolekcje zwigzkow chemicznych kompletowanych
prawdopodobnie w ciggu wielu lat i przygotowywanych przez wielu badaczy stosujac
rozne metody preparatywne. Czy i jak sprawdzano czystos¢ tych zwigzkéw przed ich
uzyciem w eksperymentach HTS?

9. Jaka jest hipoteza badawcza, ze zwigzek 8-CF:GMG mimo braku tadunku
dodatniego na atomie azotu N7 okazat sig substratem dla enzymu cNIIIB?

10.  Jaka jest postulowana rola MgCl; (np. Schemat 2-2) vs ZnCl; (np. Schemat2-6)?

Whnioski koncowe

Jako recenzent pracy doktorskiej mgr. Marka Baranowskiego stwierdzam, ie
temat podjety przez Doktoranta jest zagadnieniem o duzym znaczeniu z punktu widzenia

poznawczego i aplikacyjnego. Opracowanie nowych sond molekularnych, w ktérych



kluczowa role odgrywa atom fluoru, oraz pokazanie ich uzytecznosci w badaniach
oddziatywan kwaséw nukleinowych z innymi biomolekulami znaczgco poszerzajg game
narzedzi molekularnych stosowanych w biologii molekularnej i diagnostyce medycznej.
Waiznym osiagnieciem jest rowniez opracowanie wysokoprzepustowej metody
przesiewowej (HTS) z wykorzystaniem nukleozydo 5’-fluorofosforanéw lub 5'-

fluorodifosforanéw do selekcji potencjalnych inhibitoréw badanych enzymoéw.

Jasny sposob prezentacji materiatu, poprawna interpretacja wynikow
eksperymentalnych, trafny dobér metod badawczych w zaleznosci od rozwiazywanego
problemu, wskazuja na duzg wiedze Doktoranta w dziedzinie chemii kwasow
nukleinowych oraz biochemii DNA i RNA. \

W éwietle powyzszego, nie mam zadnych watpliwosci, ze recenzowana rozprawa
spetnia z duzym marginesem wszelkie wymogi stawiane pracom doktorskim i wnioskuje

do Rady Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego o podjecie kolejnych krokéw

uprawniajgcych mgr. Marka Baranowskiego do dalszych etapdw promocji doktorskiej.

Whniosek o wyrdznienie

Prace doktorska mgr. Marka Baranowskiego oceniam bardzo wysoko pod
wzgledem poziomu merytorycznego przeprowadzonych badan oraz duzej oryginalnosci i
nowatorstwa w rozwiazywaniu probleméw naukowych. Uwazam, ze osiagnigte wyniki i
sposob ich prezentacji znacznie przewyzszaja wymagania stawiane pracom doktorskim.
Wartoécig dodang sa réwniez wazno$¢ podjetej tematyki badawczej oraz

multidyscyplinarne podejscie w jej realizacji.

Biorgc powyisze pod uwage oraz znakomity dorobek naukowy Doktoranta, z

petnym przekonaniem wnioskuje o przyjecie recenzowanej pracy doktorskiej z

e

wyroéznieniem.



