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Fluorofosforanowe analogi (oligo)nukleotydéw jako narzedzia do badan proceséw
biologicznych

Sondy molekularne sg cennymi narzedziami badawczymi wykorzystywanymi w badaniach
biofizycznych i biochemicznych. Sondy te pozwalajg badaczom na zrozumienie funkcjonowania
proceséw przebiegajagcych w komérkach takich jak przeksztatcenia enzymatyczne,
oddziatywania miedzyczgsteczkowe czy zmiany strukturalne w obrebie bardziej ztozonych
molekut jak na przyktad biatka oraz kwasy nukleinowe.

Celem niniejszego  projektu  doktorskiego  byto  stworzenie  nukleotydowych
i oligonukleotydowych narzedzi molekularnych do badania proceséw biologicznych
zwigzanych ze zmianami strukturalnymi oligonukleotydéw oraz funkcjonowaniem enzymow.
Wybrang modyfikacja chemiczng byt atom fluoru, ktéry wprowadzono w obreb struktury
(oligo)nukleotydéw w postaci ugrupowania fluorofosforanowego. Fluor nie wystepuje
w naturalnych zwigzkach organicznych, jednak jego obecnos$¢ znaczgco zmienia witasciwosci
fizykochemiczne molekut, dlatego niemal 20% wszystkich terapeutykdw posiada w swojej
strukturze ten atom. Co wiecej, fluor jest jadrem wykazujgcym zjawisko magnetycznego
rezonansu jadrowego, a zwigzki znakowane fluorem znajdujg zastosowanie jako sondy
molekularne w monitorowaniu proceséw biologicznych metoda °F NMR.

W ramach realizacji projektu doktorskiego opracowatem metode syntezy chemicznej
nukleotydéw oraz oligonukleotydéw znakowanych fluorofosforanem w pozycji 5 rybozy.
Nastepnie badatem mozliwosé wykorzystania tego typu zwigzkéw w badaniach biofizycznych
i biochemicznych, m.in. do monitorowania aktywnosci enzymatycznej biatek, poszukiwania
inhibitoréw enzymow oraz $ledzenia zmian konformacyjnych DNA i oddziatywan kwaséw
nukleinowych z biatkami i matymi ligandami. Otrzymatem szereg fluorowanych
oligonukleotydow, ktdre rdznity sie miedzy sobg dtugoscig (od 6 do 24 nukleotydéw) oraz
rodzajem zasad azotowych. Duzg uwage poswiecitem ich zastosowaniom jako sond
molekularnych w badaniach °F NMR. Zmiany przesunie¢ chemicznych sygnatéw na widmach
NMR umozliwity monitorowanie takich proceséw biologicznych jak tworzenie duplekséw,
G-kwadruplekséw oraz struktur i-motywoéw DNA. Ponadto okazato sie, ze modyfikowane
fluorofosforanem  oligonukleotydy umozliwiajg rozréznianie niekomplementarnosci
nukleotydowych w dupleksach DNA oraz umozliwiajg obserwacje oddziatywan pomiedzy
kwasami nukleinowymi a biatkiem czy matoczgsteczkowym ligandem. Wykazatem takze
uzytecznos¢ zaprojektowanych sond do badan zmian konformacyjnych oligonukleotyddw
zaleznych od pH czy temperatury.

Dodatkowym celem projektu doktorskiego byto wykorzystanie matoczasteczkowych
fluorofosforanowych analogéw nukleotydéow do badania specyficznosci substratowej
i poszukiwania inhibitoréw pirofosfataz, DcpS oraz Fhit. Fluorofosforanowe analogi
nukleotydéw okazaty sie substratami dla wyzej wymienionych enzymow, przy czym jednym
z produktdw reakcji hydrolizy byty jony fluorkowe. Odkrycie to umozliwito opracowanie
wysokoprzepustowej metody przesiewowej (HTS) opartej o detekcje fluorkéw. Opracowang
metoda HTS przeszukatem biblioteke 141 zwigzkdw pochodzenia nukleotydowego,
wyselekcjonowatem najlepsze inhibitory oraz wyznaczytem dla nich wartosci parametru /Cso.



Abstract of dissertation
Fluorophosphate labeled (oligo)nucleotides as tools for studying biological processes

Molecular probes are valuable research tools used in biophysical studies. These probes
allow researchers to understand how cellular processes work, from enzymatic transformations
to intermolecular interactions, and to study structural changes in more complex structures
such as proteins and nucleic acids.

The aim of the PhD project was to produce nucleotide and oligonucleotide biophysical tools to
study biological processes related to structural changes of oligonucleotides and enzyme
functions. The chosen chemical modification was a fluorine atom, which was introduced within
the (oligo)nucleotide structure as the fluorophosphate moiety. Fluorine is not found in natural
organic compounds, but its presence significantly alters the physicochemical properties of
synthesized molecules, so nearly 20% of all therapeutics posses this atom in their structure.
Moreover, fluorine is active in nuclear magnetic resonance spectroscopy, hence fluorine-
labeled compounds are used as molecular probes in F NMR monitoring of biological
processes.

In this PhD project the chemical synthesis of nucleotides and oligonucleotides labeled with
fluorophosphate at the 5' ribose position was developed. A number of fluorinated
oligonucleotides, which differed in the length of the polymer chain (from 6 to 24) and the type
of nucleobases were obtained. Much attention has been devoted to their applications as
molecular probes in the °F NMR. Signal changes on NMR spectra allowed to monitor such
biological processes as formation of duplexes, G-quadruplexes and ji-motif structures of DNA.
Moreover, nucleotide single mismatches in DNA duplexes were distinguished and interactions
between nucleic acids and protein or small-molecule ligand were monitored. The utility of the
designed probes to study structural changes of oligonucleotides as a function of variations in
acid-base conditions or temperature was also demonstrated.

The PhD project also consists of a section devoted to the search for inhibitors of DcpS and Fhit
proteins. Fluorophosphate analogs of nucleotides turned out to be substrates for the both
enzymes, where fluoride ions were one of the products. This discovery enabled the
development of a high-throughput screening (HTS) method based on fluorescence detection
of fluorides. Using the developed HTS assay, a library of 141 nucleotide-derived compounds
was searched, the best inhibitors were selected and their /Csp parameters were determined.



AtFhit — roslinne biatko Fhit (At —tac. Arabidopsis thaliana)

cNIIIB — ludzka cytoplazmatyczna nukleotyzdaza cNIIIB,

D — diastereoizomer

DcpS — enzym hydrolizujgcy strukture 5’-korica RNA tzw. kap (ang. Decapping Scavenger)

DEAE Sephadex — polisacharyd zawierajgcy kowalencyjnie przytaczony 2-(N,N-
dietyloamino)etyl, stuzacy jako anionit (ang. diethylaminoethyl Sephadex)

DMF — N, N-dimetyloformamid (ang. dimethylformamide)
DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethylsulfoxide)
DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy (wersenowy) (ang. ethylenediaminetetraacetic
acid)

FDA — Agencja Zywnosci i Lekdw (ang. Food and Drug Administration)

Fhit — biatko Fhit (ang. Fragile Histidine Triad Protein)

hFhit — ludzkie biatko Fhit (h —ang. human)

HIT — rodzina biatek triady histydynowej (ang. Histidine Triad Protein)

HTS — eksperyment wysokoprzepustowy (ang. High Throughput Screening)
Me — grupa metylowa (—CHs)

OD — jednostka ilosci substancji absorbujacej promieniowanie UV-Vis, proporcjonalna
do iloczynu liczby moli i wspodtczynnika ekstynkcji przy danej dtugosci fali
(w przypadku nukleotyddéw typowo 260 nm)

MS (HR-MS) — (wysokorozdzielcza) spektrometria mas (ang. (high-resolution) mass
spectrometry)

NMR — magnetyczny rezonans jgdrowy (ang. nuclear magnetic resonance)

NTP, NDP, NMP - tri-, di- lub monofosforan nukleozydu (N = A, C, G, U, m’G etc.)

NTPF, NDPF, NMPF — tri-, di- lub fluoromonofosforan nukleozydu (N = A, C, G, U, m’G etc.)
RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

RP-HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwréconym uktadzie faz (ang.
reversed-phase high-performance liquid chromatography)

TEAB — wodny roztwor wodoroweglanu trietyloamoniowego stosowany jako bufor w
chromatografii jonowymiennej (ang. triethylammonium bicarbonate)

UV-Vis — spektroskopia w zakresie nadfioletu i Swiatta widzialnego (ang. ultraviolet—visible
spectroscopy)

v/v — stosunek objetosciowy (obj./obj.) (ang. volume/volume)



Symbole stosowane w zapisie struktury nukleotydéw
A, G, U, C, T — zasady azotowe: adenina, guanina, uracyl, cytozyna, tymina
Ade, Gua — nukleozydy adenozyna i guanozyna
bn’GMP - N’-benzyloguanozyna lub 7-benzyloguanozyna
m’G — N’-metyloguanozyna lub 7-metyloguanozyna
p lub P —reszta fosforanowa(V)
pNHp — grupa imidodifosforanowa
pCH.p — grupa metylenobisfosfonianowa
ps — reszta tiofosforanowa
pS —reszta tiofosfoestrowa
psu, — reszta boranofosforanowa
FP lub Fp — reszta fluoro(mono)fosforanowa
FPP lub Fpp — reszta fluoro(di)fosforanowa
p-Im — P-imidazolid
FP-Im — P-imidazolid fluorofosforanu
Nieujete powyzej skroty wyjasniono w tekscie.
Zapis dinukleotydow

W opisie dinukleotydéw stosowano nazwy skrécone np. ApppA, co oznacza, ze dwie
adenozyny sg ze sobg potgczone mostkiem 5’-5’ trifosforanowym.

Zapis oligonukleotydow

Sekwencje oligonukleotyddw zapisywano zgodnie z przyjetg konwencjg rozpoczynajac od
konca 5’ w kierunku konca 3’. Na przyktad zapis AGACATTGAC oznacza sekwencje z adening na
koncu 5’ oraz cytozyng na koncu 3’. Dla uproszczenia zapisu nie zaznaczano obecnosci wigzania
5’-3'fosfodiestrowego taczgcego poszczegdlne nukleozydy.



Nukleotydy s3g czgsteczkami znajdujgcymi sie w komoédrkach wszystkich organizmoéw
zywych. Ich rola zaczyna sie juz w jagdrze komdrkowym, gdzie tworzgc diugie oligomery
stanowig niezbedng do funkcjonowania informacje genetyczng (DNA i RNA). Mniejsze
czasteczki takie jak mono- i dinukleotydy dostarczajg komdérkom energii, biorg udziat
w przekazywaniu wewngatrzkomadrkowych sygnatow i sg kofaktorami enzymoéw. Mnogos¢
funkcji jakie petnig nukleotydy przektada sie na mnogos$¢ zastosowan chemicznie
modyfikowanych nukleotydéw. Modyfikacje chemiczne majg na celu nadanie nukleotydom
nowych wtasciwosci biologicznych czy biofizycznych. Do tych drugich zalicza sie znaczniki
fluorescencyjne, izotopowe czy spinowe, dzieki ktérym nukleotydy wykorzystuje sie jako
narzedzia badawcze (tzw. sondy lub prébniki molekularne) do $ledzenia i poznawania
procesow zwigzanych z funkcjonowaniem komodrek. Modyfikowane analogi nukleotydow sg
takze wykorzystywane w opracowywaniu metod wysokoprzepustowych w celu identyfikacji
inhibitoréw badanych enzyméw. Moje zainteresowania badawcze realizowane w ramach
niniejszej rozprawy skupity sie wokét nukleotyddw i oligonukleotydéw znakowanych atomem
fluoru w obrebie reszt fosforanowych. Fluor zastepujgc jeden z atomdéw tlenu w grupie
fosforanowej tworzy ugrupowanie 5’-fluorofosforanowe (FP). Realizacje badan zwigzanych
z fluorofosforanowymi analogami nukleotydéw rozpoczatem juz na etapie studiow
licencjackich i rozwijatem w ramach studiow magisterskich, kiedy to opracowatem wydajne
metody syntezy wybranych mononukleotydéw znakowanych grupg 5’-fluorofosforanows.
Zwigzki tego typu s3 tatwo dostepne syntetycznie, a przeprowadzone w tamtym czasie
wstepne badania biofizyczne zaprezentowaty ich praktyczne zastosowanie jako czasteczek
reporterowych w badaniach °F NMR, umozliwiajgcych monitorowanie postepu reakcji
enzymatycznych. Te badania sktonity mnie do szerszej eksploracji fluorofosforanowych
analogéw nukleotydéw jako sond molekularnych i staty sie punktem wyjscia do badan

opisanych w niniejszej rozprawie.

Gtéwnym celem badan w ramach niniejszej rozprawy byto wykorzystanie wszechstronnych
mozliwosci zastosowania fluorofosforanowych analogéw nukleotydéw oraz oligonukleotyddéw
jako narzedzi badawczych (tzw. sond molekularnych) do badan proceséw biologicznych.
Otrzymane zwigzki scharakteryzowatem pod katem wtasciwosci biologicznych jako substraty

dla enzymoéw hydrolizujgcych nukleotydy oraz jako narzedzia do monitorowania proceséw



biologicznych. W rezultacie znalaztem dwa gldwne obszary zastosowan dla

fluorofosforanowych analogéw nukleotyddéw i oligonukleotyddw, i s to:

= monitorowanie proceséw enzymatycznych i identyfikacja inhibitoréw,
= monitorowanie zmian konformacyjnych i oddziatywan kwaséw nukleinowych

z biatkami i ligandami.

Dla zachowania przejrzystosci pracy, wyniki badan wiasnych przedstawitem w postaci dwdch

odrebnych czesci.

Cze$¢ pierwsza niniejszej rozprawy dotyczy opracowania wysokoprzepustowej metody
przesiewowej (HTS) do poszukiwania inhibitorow biatek z rodziny triady histydynowej (HIT).
Pomyst na opracowanie nowej metody HTS powstat dzieki wstepnym eksperymentom, ktdére
wykonatem w ramach pracy magisterskiej. Eksperymenty enzymatyczne monitorowane
metoda °F NMR wykazaty, ze niektére enzymy hydrolizujg 5’-fluorofosforanowe analogi
nukleotydéw z uwolnieniem jondw fluorkowych. Poniewaz jony fluorkowe mozna wykryé
wieloma innymi metodami, w ramach niniejszej rozprawy poszukiwatem czulszej metody
detekcji jonow fluorkowych, ktéra umozliwitaby okreslenie postepu reakcji enzymatycznej
w szybki i prosty sposob. W tym celu wykorzystatem selektywng sonde fluorogeniczng, ktéra
w obecnosci fluorkow zmienia swoje wtasciwosci spektroskopowe. W ramach tej czesci badan

podjatem sie realizacji nastepujacych celéw badawczych:

e  Wykorzystujac enzym modelowy, fosfodiesteraze z jadu weza PDE-|, opracowatem
warunki eksperymentu wysokoprzepustowego, a w tym: okreslitem optymalne
stezenie fluorowanego substratu i sondy fluorogenicznej, zoptymalizowatem
czasy reakcji enzymatycznej z sondg fluorogeniczng i okreslitem wptyw sktadnikow
buforu na selektywnos¢ sondy fluorogenicznej,

e Eksperyment wysokoprzepustowy zaadaptowatem dla Iludzkiego enzymu
dekapujgcego (hDcpS), ludzkiego supresora nowotworowego (hFhit) oraz
roslinnego enzymu Fhit (AtFhit),

e Skompletowatem  biblioteke 141  czasteczek  pochodzenia  gtéwnie
nukleotydowego,

e Wykonatem badania wysokoprzepustowe dla wyzej wymienionych biatek,
identyfikujgc ich najsilniejsze inhibitory,

e Dla wyselekcjonowanych inhibitorow wyznaczytem parametry /Cso,



Gtéwnym obiektem mojego zainteresowania byt ludzki enzym Fhit, ktory w literaturze jest
opisywany jako supresor nowotworowy, jednak mechanizm jego dziatania nie zostat doktadnie
poznany. Niektdre prace wskazujg rowniez, ze enzym ten wspdlnie z DcpS, petni role enzymu
degradujgcego koniec 5° mRNA. Profilowanie specyficznosci substratowej oraz
zidentyfikowanie silnych inhibitoréw nukleotydowych, moze rzuci¢ nowe spojrzenie na role
Fhit w komdrkach. Ponadto, na podstawie wynikdw badan przesiewowych zaplanowatem
i wykonatem synteze nowych analogdéw diadeninowych jako potencjalnych inhibitoréw tego
biatka. Otrzymane zwigzki scharakteryzowatem metodami biofizycznymi, w tym opracowang

metodg HTS.

W czesci drugiej rozprawy doktorskiej opisatem synteze chemiczng 5’-fluorofosforanowych
oligodeoksyrybonukleotydéw o réznej dtugosci i réznej sekwencji zasad azotowych. Nastepnie
duzg uwage pos$wiecitem zastosowaniom otrzymanych zwigzkdw w badaniach °F NMR,

w ktérych fluorowane oligonukleotydy wykorzystatem do:

e Monitorowania tworzenia sie dupleksdw DNA i rozpoznawania pojedynczych
niekomplementarnosci nukleotydowych,

e Monitorowania obecnosci struktur drugorzedowych oligonukleotyddw takich jak
G-kwadrupleksy oraz i-motywy pod wptywem zmian temperatury oraz pH,

e Monitorowania oddziatywania G-kwadruplekséw z biatkiem,

e Monitorowania oddziatywania matoczasteczkowych ligandow ze strukturami

i-motywow.

Doswiadczenie zdobyte podczas badania nukleotydowych i oligonukleotydowych pochodnych
fluorofosforanu wykorzystatem do zanalizowania innej klasy zwigzkéw zawierajgcych fluor,
a mianowicie nukleotydow purynowych modyfikowanych grupg trifluorometylowg (CFs).
Zwigzki te scharakteryzowatem jako sondy °F NMR pod katem mozliwoéci monitorowania

przebiegu reakcji enzymatycznych oraz identyfikacji inhibitorow badanych enzymaéw.

Rozprawa zostata podzielona na kilka czesci i s to przeglad literaturowy (r. 1), badania
wtasne rozdzielone na dwa odrebne rozdziaty (r. 2 oraz r. 3), podsumowanie badan wtasnych
(r. 4) oraz czes¢ eksperymentalng (r. 5). W pierwszych podrozdziatach czesci literaturowe;j
przedstawitem podstawowe informacje na temat konsekwencji, jakie niesie za sobg
wprowadzenie atomu fluoru do czgsteczki. Zwrdcitem uwage nie tylko na ogdlnie pojete

fluorowane zwigzki biologicznie czynne, ale przede wszystkim na nukleozydy, nukleotydy oraz



kwasy nukleinowe. Efekty terapeutyczne fluorowanych czgsteczek sg zwigzane ze zmiang ich
wiasciwosci biologicznych takich jak zmiana powinowactwa do biatek czy zwiekszona
odporno$é na degradacje enzymatyczng w komaorkach. Ponadto, fluor nadaje czgsteczkom
nowe wtasciwosci spektroskopowe dzieki czemu mogg one zostaé¢ wykorzystane jako sondy
molekularne do monitorowania réinych proceséw biologicznych metodg °F NMR.
W podrozdziale 1.2.4 przedstawitem metody syntezy fluorowanych oligonukleotydéw,
zarowno DNA jak i RNA, oraz zaprezentowatem ich liczne zastosowania z uzyciem fluorowego
rezonansu magnetycznego. Tematem badan niniejszej rozprawy byty takie enzymy
hydrolizujgce wigzanie fosfor-fluor, ktérych krotka charakterystyka znajduje sie
w podrozdziale 1.6. Dysfunkcje tych biatek czesto sg powigzane z wystepowaniem zaburzen
chorobowych, dlatego opracowywanie wydajnych metod badawczych identyfikujgcych zwigzki
hamujgce nadaktywnos¢ tych enzymow jest takie istotne. Na poczatku kazdego z rozdziatow
opisujacych badania wtasne w pierwszej kolejnosci przedstawitem biologiczne obiekty
badawcze oraz cele badan. W rozdziale 4 podsumowatem najwazniejsze, moim zdaniem,
wyniki badan. Na koncu rozprawy umiescitem spis literatury (r. 6). Do pracy dotaczytem takze
trzy tabele (r. 7), w ktérych zebratem wartosci inhibicji uzyskane w ramach eksperymentow
wysokoprzepustowych oraz profile spektrometrii mas wysokiej rozdzielczosci nowych

analogow diadeninowych.



Publikacje, zgtoszenia patentowe oraz prezentacje wynikow powstate w trakcie

wykonywania niniejszej pracy:

Badania w kierunku opracowania metod syntezy oraz badania wtasciwosci
fluorofosforanowych analogéw (oligo)nukleotyddw staty sie tematem 3 prac opublikowanych
w czasopismach naukowych z listy filadelfijskiej (dwie prace powstaty w trakcie realizacji
projektu doktorskiego, jedna praca zostata opublikowana wczesniej) oraz jednego patentu
przyznanego na terenie RP. Przeprowadzone przeze mnie badania dotyczace
trifluorometylowanych analogéw nukleotyddow purynowych staty sie czescia kolejnej
publikacji. Praca zawierajgca wyniki badan wysokoprzepustowych biatka Fhit jest obecnie w
przygotowaniu. Wyniki badan prezentowatem w postaci plakatéw oraz wystgpien ustnych na

konferencjach naukowych o zasiegu miedzynarodowym.

Publikacje bezposrednio zwigzane z tematem rozprawy:

1) “5’-fluoro(di)phosphate-labeled oligonucleotides are versatile molecular probes for
studying nucleic acid secondary structure and interactions by °F NMR” Marek R.
Baranowski, Marcin Warminski, Jacek Jemielity, Joanna Kowalska; Nucleic Acids Research
2020, 48 (15): 8209-8224, praca zostata wyrdzniona przez edytoréw NAR i uzyskata status
“NAR Breakthrough Article”;

2) “Synthesis of trifluoromethylated purine ribonucleotides and their evaluation as *°F NMR

probes”; Mikotaj Chrominski, Marek R. Baranowski, Sebastian Chmielinski, Joanna

Kowalska, Jacek Jemielity; The Journal of Organic Chemistry 2020, 85 (5), 3440-3453.

3) “A  fluorescent HTS assay for phosphohydrolases based on nucleoside 5’-
fluorophosphates: its application in screening for inhibitors of mRNA decapping scavenger

and PDE-I"; Marek R. Baranowski,” Anna Nowicka, * Jacek Jemielity, Joanna Kowalska;

Organic & Biomolecular Chemistry 2016, 14: 4595-4604;

4) “Synthesis of fluorophosphate nucleotide analogues and their characterization as tools

for °F NMR studies”; Marek R. Baranowski, Anna Nowicka, Anna M. Rydzik, Marcin

Warminski, Renata Kasprzyk, Btazej A. Wojtczak, Jacek Wojcik, Timothy D. W. Claridge,
Joanna Kowalska, Jacek Jemielity; The Journal of Organic Chemistry 2015, 80 (8), 3982-

3997; (opublikowana przed rozpoczeciem studiéw doktoranckich)



5) “Revisiting the mRNA cap-tabolism reveals the major role of DcpS and cNIIIB, and backup
role of Fhit in degradation of 7-methylguanine mono- and dinucleotide derivatives” —

praca w przygotowaniu

Publikacje niezwigzane bezposrednio z tematem rozprawy:

6) “Fluorinated PAPS analogs for continuous sulfotransferase activity monitoring and
inhibitor screening by °F NMR spectroscopy”; Agnieszka Mlynarska-Cieslak, Mikolaj

Chrominski, Tomasz Spiewla, Marek R. Baranowski, Marcelina Bednarczyk, Jacek

Jemielity, Joanna Kowalska; praca zaakceptowana do publikacji w ACS Chemical Biology

7) “Novel N7-arylmethyl substituted dinucleotide mRNA 5’ cap analogs — synthesis and

evaluation as modulators of translation”; Radoslaw Wojcik,” Marek R. Baranowski,®

Lukasz Markiewicz, Dorota Kubacka, Marcelina Bednarczyk, Natalia Baran, Anna
Wojtczak, Pawel J. Sikorski, Joanna Zuberek, Joanna Kowalska and Jacek Jemielity;

Pharmaceutics 2021, 13, 1941

8) ,Substrate Specificity of SARS-CoV-2 Nspl0-Nsplé Methyltransferase”; Benoni, R.;

Krafcikova, P.; Baranowski, M. R.; Kowalska, J.; Boura, E.; Cahova, H; Viruses 2021, 13,

1722;

9) “Purine and pyrimidine dinucleoside polyphosphates differentially affect the
phenylpropanoid pathway in Vitis vinifera L. cv. Monastrell suspension cultured cells”;
Matgorzata Piertowska-Borek, Anna Wojdyta-Mamon, Jedrzej Dobrogojski, Agnieszka

Mtynarska-Ciedlak, Marek R. Baranowski, Jakub M. Dgbrowski, Joanna Kowalska, Jacek

Jemielity, Stawomir Borek, Maria Angeles Pedrefio, Andrzej Guranowski; Plant Physiology

and Biochemistry 2020, 147, 125-132;

10) “7-Methylguanosine monophosphate analogues with 5'-(1,2,3-triazoyl) moiety: Synthesis
and evaluation as the inhibitors of cNIIIB nucleotidase”; Mateusz Kozarski, Dorota

Kubacka, Btazej Wojtczak, Renata Kasprzyk, Marek R. Baranowski, Joanna Kowalska;

Bioorganic & Medicinal Chemistry 2018, 16: 191-199;

11) “mRNA cap analogues substituted in the tetraphosphate chain with CX;: identification of
O-to-CCl, as the first bridging modification that confers resistance to decapping without

impairing translation”; Anna M. Rydzik, Marcin Warminski, Pawel J. Sikorski, Marek R.



Baranowski, Sylwia Walczak, Joanna Kowalska, Joanna Zuberek, Maciej Lukaszewicz,
Elzbieta Nowak, Timothy D. W. Claridge, Edward Darzynkiewicz, Marcin Nowotny, Jacek
Jemielity; Nucleic Acids Research 2017, 45 (15): 8661-8675.

Komunikaty ustne prezentowane osobiscie podczas konferencji naukowych:

1) ,Synthesis and °F NMR applications of 5’-fluoro(di)phosphate oligonucleotides”;
19t European Symposium on Fluorine Chemistry; 25-31 sierpnia 2019, Warszawa, Polska.

2) ,Synthesis of oligonucleotides modified with fluorophosphate moiety and their
application in monitoring of oligonucleotide folding and interactions by *°F NMR”; 15-ty
Miedzynarodowy Kongres Mtodych Chemikéw “YoungChem2017”, 11-15 pazdziernika
2017, Lublin, Polska.

3) ,Fluorofosforanowe analogi nukleotydéw jako sondy molekularne do badania
wtasciwosci supresorowego biatka Fhit (fragile histidine triad protein)"; 61. Zjazd

Polskiego Towarzystwa Chemicznego (PTChem), 17-21 wrzesnia, 2018, Krakéw, Polska.

Zgtoszenia patentowe i przyznane patenty:

1) Wspdtautorstwo zgtoszenia patentowego w trybie PCT nr PCT/IB2017/05044
,5’-tiofosforanowe analogi korica 5° mRNA (kapu), mRNA je zawierajgce, sposob ich

otrzymywania i ich zastosowania”;

2) Wspodtautorstwo przyznanego patentu na terenie RP ,Fluorofosforanowe analogi
konca 5' mRNA (kapu), sposdb ich otrzymywania i zastosowanie”, P.417980, 2017-09-19

Warszawa.



1.1 Atom fluoru w czgsteczkach organicznych

Do dzi$§ zidentyfikowano tylko kilkanascie naturalnych zwigzkéw organicznych
zawierajgcych w swojej strukturze atom fluoru i sg to na przyktad fluoroaceton, fluorooctan
czy 4-fluorotreonina. Biorgc pod uwage, ze fluor jest jednym z najpowszechniej wystepujgcych
pierwiastkow i najobficiej wystepujgcym halogenem na Ziemi, fluoroorganiczne zwigzki
wystepujg w przyrodzie bardzo rzadko (1). W przeciwienstwie do tego co oferuje przyroda,
przez ostatnie dziesieciolecia syntetyzowano bardzo wiele fluorowanych czgsteczek, ktore
znalazty zastosowanie w chemii medycznej, biochemii oraz biofizyce, a takze w chemii

polimeréow i materiatéw, co zostanie przedstawione w kolejnych podrozdziatach.

( pKa \

Lipofilowosé
@ 9 elekironow *  Powinowactwo
+  Stabilnosc
@ 10 neutronow ) . .
*  Blokowanie metabolizmu oksydacyjnego
@ 9 protonow +  Ograniczenia konformacyjne
+  Zastosowania w obrazowaniu PET

K Zastosowania w 1°F NMR /

Rys. 1-1. Uproszczona struktura atomu fluoru (z lewej) oraz wtasciwosci (z prawej), na ktore ma wptyw
atomu fluoru w czasteczce.

Fluor umiejscowiony jest w ukfadzie okresowym w okresie 2, grupie 17. W skali Paulinga
jest on najbardziej elektroujemnym atomem o niewielkim rozmiarze, charakteryzujgcym sie
bardzo stabg polaryzowalnoscig i zdolnosciag tworzenia stosunkowo silnych wigzan
kowalencyjnych — wigzanie C-F jest jednym z najsilniejszych wigzan chemicznych. Wszystkie te
cechy przektadajg sie na zmiane wtasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych czasteczek
organicznych, w obreb ktérych atom fluoru zostat wprowadzony. Substytucje fluorem
wykorzystuje sie we wspotczesnej chemii medycznej w celu zwiekszania stabilnosci
metabolicznej czasteczki, poprawy biodostepnosci oraz modulacji oddziatywan pomiedzy
fluorowanym zwigzkiem a celem terapeutycznym (biatkiem) (Rys. 1-1). Jednym z pierwszych
lekéw zawierajgcych fluor jest 5-fluorouracyl, ktory zostat otrzymany i przebadany w roku
1957 (2). Od tamtej pory obserwuje sie znaczny wzrost liczby fluorowanych czgsteczek

terapeutycznych.



1.1.1 Zmiana witasciwosci biologicznych
Wprowadzenie fluoru w obreb czasteczki ma znaczacy wplyw na jej wiasciwosci
biologiczne. Uzasadniajgc wprowadzenie atomu fluoru do czasteczki pod uwage bierze sie jego

wiasciwosci fizykochemiczne, ktére sg porownywane z wiasciwosciami atomu wodoru, i s3 to:

e niewielki rozmiar atomu fluoru (promieri van der Waalsa wynosi 1.47 A)
poréwnywalny z atomem wodoru (promieri van der Waalsa wynosi 1.20 A),

e wysoka elektroujemnos$¢ (3.98 w skali Paulinga), z ktérg wigze sie bardzo silne
przycigganie elektronéw (efekt indukcyjny),

e wieksza stabilnos¢ wigzania C-F w poréwnaniu do wigzania C-H,

e wieksza lipofilowos¢ fluoru niz wodoru.

Ze wzgledu na stosunkowo niewielki rozmiar, atom fluoru jest powszechnie stosowany jako
zamiennik atomu wodoru lub grupy hydroksylowej w czasteczce, powodujgc minimalne
perturbacje steryczne i nie zaburzajgc tym samym sposobu wigzania sie fluorowanego zwigzku
z receptorem (3). Fluor jako atom o najwyzszej elektroujemnosci (Tabela 1.1) ma znaczacy
wplyw na zmiane gestosci elektronowej w czgsteczce, co tym samym zmienia witasciwosci
kwasowo-zasadowe (wartosci pKa) sgsiadujgcych z fluorem grup funkcyjnych. Efekt indukcyjny
wywotany przez fluor powoduje zwiekszenie kwasowosci lub zmniejszenie zasadowosci
zwigzku, co moze mie¢ wplyw na jego stabilnos¢ chemiczng lub biodostepnosé.

Reprezentatywne przyktady zostaty przedstawione w Tabela 1.2.

Tabela 1.1. Promienie van der Waalsa oraz wartosci elektroujemnosci atomoéw w skali Paulinga(4)

Atom Promien van der Waalsa (A) Elektroujemnos¢
C 1,70 2,55
H 1,20 2,20
F 1,47 3,98
o) 1,52 3,44
N 1,55 3,04
Cl 1,75 3,16

Znaczne zmniejszenie zasadowos$ci obserwuje sie w przypadku amin n-alkilowych
podstawionych fluorem w pozycji B lub y taricucha alkilowego, a nawet w przypadku, gdy fluor
oddalony jest az o cztery atomy wegla od grupy aminowej (pozycja &§). Zmniejszenie
zasadowosci, czy tez zwiekszenie kwasowosci, dobrze zobrazowane zostato na przyktadzie
kwasu octowego i alkoholu etylowego. Im mniejsza odlegtos¢ pomiedzy fluorem a grupg

jonizowang oraz im wiecej atomow fluoru w czasteczce (efekt addytywnosci), tym wieksza



zmiana wartosci pK, (Tabela 1.2). Zmiany pK, mogg mie¢ bezposredni wptyw na parametry
fizykochemiczne projektowanego terapeutyku, wtgczajagc w to zmiany w rozpuszczalnosci,
zmiany w powinowactwie zwigzku do celu molekularnego (sita, selektywnos¢) oraz zmiany

absorpcji, dystrybucji, metabolizmu oraz wydalanie (ADME) leku.

Tabela 1.2. Wptyw podstawienia fluorem na wtasciwosci kwasowo-zasadowe prostych zwigzkow
organicznych?

Aminy B-podstawione pK;, Kwasy karboksylowe pKa
CH53CH;NH5* 10,7 CH3COOH 4,76
FCH,CH,NHs* 9,2 CH,FCOOH 2,59
F,CHCH,;NH5* 7,3 CHF,COOH 1,34
F3CCH,NH3* 5,7 CF;COOH 0,52

Aminy y-podstawione pKa Alkohole pKa
CH3CH,CH,NH;5* 10,7 CH3CH,OH 15,9
FCH,CH,CH;NH3* 9,9 CF3CH,0H 12,4
F3CCH,CH,;NHs* 8,7

Aminy 6-podstawione pKa Aldehydy pKa
CH3CH,CH,CH,NHs* 10,7 (CH3)3CHO 19,2
F3CCH,CH,CH,NH;5* 9,7 (CF3)3CHO 51

Fluor wbudowywany jest takze w celu modulacji lipofilowosci czasteczki, dzieki czemu
mozna zwiekszy¢ zdolnos¢ przenikania leku przez btony komodrkowe. Silne wycigganie
elektrondw przez fluor powoduje, ze nasycone zwigzki alkilowe zawierajgce podstawnik mono-
i trifluorometylowy, charakteryzujg sie zmniejszong lipofilowoscig (5). Z kolei odwrotng
zalezno$¢ zaobserwowano dla czasteczek, w ktérych fluor zostat wprowadzony w bliskim
sgsiedztwie uktadu aromatycznego oraz wigzan typu . Naktadanie sie orbitali 2s atomu fluoru
z orbitalami 2p najblizszego atomu wegla powoduje, ze wigzanie C-F jest wysoce

niespolaryzowane, przyczyniajac sie tym samym do zwiekszenia lipofilowosci (5).

Kolejnym aspektem kluczowym dla efektywnego projektowania lekow jest powinowactwo
czasteczki do celu terapeutycznego. Atom fluoru moze bezposrednio oddziatywac z biatkiem
lub wptywaé na to oddziatywanie w sposdb posredni, poprzez wptyw na polarnosé
jonizowanych grup funkcyjnych (aminowych, karboksylowych), co zaznaczono powyzej.
W interakcjach bezposrednich niespolaryzowane wigzanie C-F moze brac udziat w stabych

oddziatywaniach wodorowych pomiedzy terapeutykiem a biatkiem. Wiekszy wktad

! Lange’s Handbook of Chemistry, 15" ed.; Dean, J. A., New York 1999; Fluorine in Organic Chemistry, R. D.
Chambers, Blackwell Publishing, Oxford, 2000



w interakcje pomiedzy czgsteczkami ma natomiast oddziatywanie elektrostatyczne, co zostato
dobrze zobrazowane na przyktadzie inhibitoréw trombiny. Badania strukturalne wykazaty, ze
fluor umieszczony w pozycji para pierscienia benzylowego znalazt sie w bliskim kontakcie ze
spolaryzowanym dodatnio atomem wegla grupy C=0 aminokwasu oraz wodoru H-C, a te
oddziatywania dipolarne uznano za kluczowe dla zwiekszenia inhibicji (6). Podsumowujac,
niemal 20% lekéw oraz kandydatéw na czasteczki terapeutyczne, posiada w swojej strukturze

co najmniej jeden atom fluoru (7-10). Ponizej opisano kilka reprezentatywnych fluorowanych

terapeutykow.
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Rys. 1-2. Optymalizacja struktury czgsteczki w celu zmiany jej stabilnosci metabolicznej na przyktadzie
A) Ezetymibu oraz B) Celekoksybu. Matymi strzatkami oznaczono miejsca podatne na zmiany
metaboliczne.

Jednym z ciekawszych przyktadéw racjonalnego wprowadzenia fluoru w celu zwiekszenia
stabilnosci metabolicznej oraz poprawienia dziatania zwigzku in vivo jest Ezetymib, fluorowany
lek o dziataniu hipolipemicznym (Rys. 1-2A). Nalezy on do klasy zwigzkow blokujgcych
absorbowanie cholesterolu w jelitach i zostat zatwierdzony w 2002 roku przez FDA jako

terapeutyk w celu leczenia pacjentéw z hipercholesterolemig oraz cukrzycg. Strukturg



wyjsciowq byta czasteczka o roboczej nazwie SCH 48461, ktéra charakteryzowata sie silng
inhibicjg wchtfaniania cholesterolu, jednak byta szybko metabolizowana w komadrkach na trzy
rézne sposoby: poprzez demetylacje, hydroksylacje oraz utlenianie, co tym samym prowadzito
do utraty jej wiasciwosci biologicznych. Wprowadzenie pojedynczych atomoéw fluoru
w obrebie grup fenylowych rozwigzato powyzsze problemy bez negatywnego wptywu na
dziatanie zwigzku in vivo (11). Kolejnym przyktadem, w ktérym kluczowa role odegrat fluor jest
opracowanie inhibitora drugiej izoformy cyklooksygenazy (COX-2). COX-2 jest enzymem
katalizujgcym synteze prostanoidéw, ktére sg istotnymi czynnikami zaangazowanymi
w przebieg procesu zapalnego wptywajgc na powstanie bdlu czy gorgczki. Inhibitory
cyklooksygenazy drugiej stosuje sie jako leki przeciwzapalne. Opracowany przez Penninga
i wsp. silny inhibitor COX-2 (ICsp = 0,041 uM) (12) w badaniach in vivo wykazat sie
nieakceptowalnie dtugim czasem péftrwania wynoszgcym az 220 godzin. Zaobserwowano, ze
zastgpienie atomu fluoru w pierscieniu fenylowym podatng na zmiany metaboliczne grupg
metylowa skraca ten czas do 3,5 godziny. Ponadto grupy trifluoro- i difluorometylowe
wprowadzone w pozycje 3 pirazolu miaty znaczacy wptyw na aktywnosc oraz selektywnosé
leku. Celekoksyb obecnie stosowany jest jako niesteroidowy lek przeciwbdlowy

i przeciwzapalny (Rys. 1-2B).

Przyktadem leku, w ktorym fluor spetnit role modulatora powinowactwa czgsteczki do celu
terapeutycznego jest antydepresant znany pod nazwg Prozac (Rys. 1-3, fluoksetyna). W roku
1987 zostat on zatwierdzony przez Agencje Zywnosci i Lekéw (FDA) i stat sie najczesciej
przepisywanym lekiem przeciwdepresyjnym na Swiecie. Jest on takze stosowany w leczeniu
zaburzen obsesyjno-kompulsyjnych oraz bulimii. Depresja zwigzana jest z niskim poziomem
neuroprzekaznika 5-hydroksytryptaminy (5-HT), znanego réwniez pod nazwg serotonina.
Dziatanie farmakologiczne fluoksetyny polega na selektywnym hamowaniu wychwytu
zwrotnego serotoniny przez blokowanie transportera tego neuroprzekaznika. Badania nad
mechanizmem dziatania fluoksetyny wykazaty, ze wigczenie grupy trifluorometylowe;j
w pozycji para pierscienia fenylowego zwiekszyto okoto 6-krotnie site hamowania wychwytu
zwrotnego 5-HT w pordéwnaniu z niefluorowanym zwigzkiem macierzystym (13). Uwaza sie, ze
wprowadzenie obszernej sterycznie grupy trifluorometylowej umozliwia przyjecie przez
pierscien fenoksylowy przestrzennej konformacji sprzyjajacej wigzaniu sie z transporterem

serotoniny (14).



Fluoksetyna
Rys. 1-3. Struktura Fluoksetyny. Gwiazdkg oznaczono centrum stereogeniczne.
1.1.2 Zmiana witasciwosci spektroskopowych

Fluor w literaturze okreslany jest mianem ,znacznika spinowego”. Oznacza to, ze
wprowadzenie go do czgsteczki chemicznej, biatka czy kwasu nukleinowego nadaje badanemu
uktadowi nowe wiasciwosci spektroskopowe, a w tym konkretnym przypadku jest to
mozliwo$é zastosowania techniki fluorowego magnetycznego rezonansu jadrowego (*°*F NMR).

Fluor posiada wtasciwosci, ktére sg korzystne ze wzgledu na technike °F NMR i s3 to (15,16):

e spinowa liczba kwantowa wynoszaca %,
e abundancja naturalnego izotopu °F wynoszaca 100%,
e czuto$¢ na poziomie 83%, poréwnujac do najbardziej czutego w technice NMR jadra

protonu, H.

W poréwnaniu do wodoru, fluor otoczony jest przez dziewieé elektronéw, co przektada sie na
dwie zalety. Po pierwsze, zakres przesunie¢ chemicznych sygnatéow fluorowych (szerokosé
rejestrowanego widma) jest niemal 100-krotnie szerszy dzieki czemu analiza zarejestrowanego
widma jest duzo prostsza. Po drugie, fluor jest duzo czulszy na subtelne zmiany otoczenia
chemicznego, co umozliwia obserwacje nawet niewielkich zmian konformacyjnych biatek (17)
i struktur kwasow nukleinowych (18). Powyzisze zalety zostaty wielokrotnie wykorzystane
w badaniach biatek, w ktérych atom badz atomy fluoru zostaty wprowadzane w obreb
tarncuchéw bocznych aminokwaséw (19). Ponadto fluor nie wystepuje naturalnie w biatkach
i kwasach nukleinowych, dlatego mozna mie¢ pewnos¢, ze sygnaty obserwowane na widmach
pochodzg od badanej prébki, a nie sg efektem biologicznych zanieczyszczen, co zostato

wykorzystane w badaniach in vivo (20).

W powyzszych podrozdziatach opisatem szereg korzysci, ktére niesie za sobg

wprowadzenie fluoru do czgsteczki, takich jak zmiana wtasciwosci biologicznych oraz nadanie



nowych wiasciwosci spektroskopowych. W dalszej czesci niniejszej rozprawy doktorskiej
przedstawie przyktady zastosowania podstawienia fluorem do modyfikacji nukleozydow,
nukleotydéw i kwasdw nukleinowych. Fluorowane analogi tych zwigzkéw znalazty liczne
zastosowania w terapiach antynowotworowych i antywirusowych, jak réwniez jako narzedzia
molekularne (sondy molekularne) umozliwiajgce precyzyjne badanie oddziatywan Ilub

monitorowanie proceséw biologicznych.

1.2 Atom fluoru w nukleozydach, nukleotydach oraz kwasach nukleinowych

1.2.1 Budowa kwasow nukleinowych a mozliwe miejsca wprowadzenia fluoru

Kwasy nukleinowe sg nosnikami informacji genetycznej wszystkich organizméw zywych.
Ze wzgledu na budowe strukturalng wyrdznia sie kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) oraz
rybonukleinowy (RNA). Zaréowno DNA jak i RNA sg dtugimi polimerami sktadajgcymi sie
z pojedynczych nukleotydéw (monomerdw), a te z kolei zbudowane sg z co najmniej jednej

grupy fosforanowe;j (P), piecioweglowego cukru, rybofuranozy oraz zasad azotowych.

Naturalnie wystepujace zasady azotowe dzieli sie na puryny oraz pirymidyny. Mniejsze
z nich, pirymidyny, sg aromatycznymi heterocyklicznymi zwigzkami organicznymi, w ktorych
w obrebie pojedynczego pierscienia wyrdznia sie dwa atomy azotu oraz cztery atomy wegla.
Pirymidyny wystepujagce w DNA to tymina (T) oraz cytozyna (C), natomiast w RNA tymina
zastgpiona jest uracylem (U). Drugim typem zasad azotowych budujgcych kwasy nukleinowe
sg puryny, ktére w poréwnaniu do pirymidyn sg powiekszone o dodatkowy pierscien
imidazolu. Istnieje wiele naturalnie wystepujgcych puryn, natomiast DNA i RNA zbudowane sg
z adeniny (A) oraz guaniny (G). Atomy budujgce zasady azotowe numeruje sie zgodnie
z przyjetg konwencjg, co zostato zaprezentowane na Rys. 1-4. Atom fluoru lub znacznik
fluorowy najczesciej wprowadzany jest w miejsce jednego z atomdéw wodoru, a tak zbudowana
zasada azotowa jest czescig catego kwasu nukleinowego. Substytucja wodoru fluorem nie
zaburza lub ma niewielki wptyw na oddziatywania wodorowe pomiedzy parami zasad
azotowych stabilizujgcych strukture drugorzedowa DNA lub RNA. Przyktadowymi zwigzkami sg
pochodne 2-fluoroadeniny, 5-fluorouracylu, 5-trifluorometylocytozyny oraz wiele innych,

ktore zostang szerzej oméwione w rozdziale 1.2.4.1.
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Rys. 1-4. A) Ogdlna struktura heterocyklicznej pirymidyny oraz puryny wraz z numeracjg atomow.
B) Struktury zasad azotowych budujgcych DNA. C) Struktury zasad azotowych budujgcych RNA.
D) Przyktadowe fluorowane zasady azotowe budujgce kwasy nukleinowe. W nawiasach podano skréty
jednoliterowe zasad azotowych stosowane w literaturze.

Drugim elementem budujgcym nukleotydy jest rybofuranoza (ryboza), ktéra jest
piecioweglowym cyklicznym cukrem prostym, sktadajgcym sie z czterech endocyklicznych
atomdéw wegla oznaczonych kolejno C1’, C2’, C3’, C4’ oraz egzocyklicznej grupy CH,OH (C5’)
(Rys. 1-5). Zasady azotowe potgczone s3 z ryboza wigzaniem N-glikozydowym. Wigzanie
to utworzone jest pomiedzy atomem azotu pierScienia aromatycznego a anomerycznym
atomem wegla C1’, ktory kanonicznie wystepuje w konfiguracji B (21). W przypadku puryn jest
to wigzanie z atomem azotu N9, natomiast pirymidyny tgczg sie atomem azotu N1. Warto
zauwazy¢, ze wigzanie N-glikozydowe jest wigzaniem pojedynczym i przyjmuje rdzne

konformacje, przy czym najpowszechniej wystepujgce sg tak zwane rotamery syn oraz anti



(Rys. 1-5). Rozwazajagc budowe mononukleotyddw purynowych oraz pirymidynowych,
a w konsekwencji budowe nici DNA i RNA, konformacjg wigzania N-glikozydowego
wystepujgcg w znaczgcej przewadze jest konformacja anti (22,23) (ta forma bedzie
prezentowana na strukturach w pracy doktorskiej). Zwigzek organiczny sktadajacy sie z rybozy

oraz zasady azotowej nazywa sie nukleozydem.
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Rys. 1-5. Numeracja atoméw wegla pentozy oraz konformacja syn oraz anti wigzania N-glikozydowego na
przyktadzie nukleozydu - guanozyny. Wyrdzniona zostata réznica w budowie rybozy wystepujacej w DNA
i RNA.

Pierscien rybozy nie jest ptaski lecz przyjmuje kilka konformacji, ktére okreéla sie na podstawie
endocyklicznych katow torsyjnych. Pierscien B-D-rybofuranozy budujgcy kwasy nukleinowe
przyjmuje najczeSciej dwa sposrod o$Smiu mozliwych utozen przestrzennych, co zostato
zobrazowane za pomocg tzw. kota pseudorotacyjnego zaproponowanego w 1972 roku przez
Altona i Sundaralingama (24). Utozenie pierscienia rybozy $cisle powigzane jest z zawadami
sterycznymi oraz wtasciwosciami elektrostatycznymi podstawnikéw bezposrednio zwigzanych
z atomami wegla. W kwasach nukleinowych wystepuje forma potudniowa (ang. south, S) lub
pétnocna (ang. north, N) rybozy. Formy te sg takze opisywane na podstawie przestrzennego
utozenia atomow wegla C2’ i C3’ wzgledem ptaszczyzny pierscienia furanozy. Utozenie C2’-
endo, ktore charakterystyczne jest dla typu S oznacza, ze atom wegla C2’ potozony jest nad
pierscieniem cukrowym i symetrycznie atom wegla C3’ utozony jest ponizej. Konsekwentnie,
utozenie C3’-endo, ktére charakterystyczne jest dla typu N oznacza, ze atom wegla C3’
potozony jest nad pierscieniem cukrowym i symetrycznie atom wegla C2’ utozony jest ponizej
(21,25) (Rys. 1-6). Konsekwencjg réznych upakowan przestrzennych rybozy jest wystepowanie
roznych typow dupleksdw DNA i struktur drugorzedowych RNA (takich jak dupleksy, struktury

,Spinki do wtoséw” iinne). DNA moze przyjac trzy gtéwne konformacje i s to formy A, B oraz



Z. Konformacje te rdznig sie pomiedzy sobg skretnoscia podwdjnej helisy (prawo- lub
lewoskretna), liczbg zasad azotowych przypadajacg na jeden petny obrét helisy oraz typem
upakowania grupy cukrowej. Dla form A-DNA i A-RNA konformacja rybozy to C3’-endo,
natomiast dla form B-DNA i Z-DNA jest to ryboza typu C2’-endo (23).

NORTH SOUTH

C3'-endo C2'-endo

ZA - zasada azotowa

Rys. 1-6. Dwa wybrane konformery B-D-rybozy.

Grupy cukrowe DNA i RNA rdznig sie pomiedzy sobg atomem tlenu w pozycji C2’ rybozy. DNA
w pozycji C2’ posiada atom wodoru stad nazwa deoksyrybonukleotydy, natomiast
podstawnikiem w tym samym miejscu dla RNA jest grupa hydroksylowa (Rys. 1-5). Rdznica
w postaci grupy OH ma ogromne znaczenie dla konformacji przyjmowanej przez ryboze.
Przestrzenna zawada oraz oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy tlenem w pozycji C3’
a grupa hydroksylowa w pozycji C2° RNA indukuje preferencje konformacji N rybozy (C3’-
endo), natomiast odwrotnie jest dla DNA, gdzie deoksyryboza przyjmuje w przewazajacej
czesci konformacje S (C2’-endo). Jedng z modyfikacji rybozy jest wprowadzenie w miejsce
grupy hydroksylowej w pozycji C2° atomu fluoru. Elektroujemnosé fluoru wymusza
konformacje C3’-endo rybozy, a tym samym konformacje typowg dla A-DNA i A-RNA.
Odwrotng konformacje przyjmuje analog arabinozy (Rys. 1-7), w ktorym fluor wymusza
konformacje C2’-endo pentozy (26,27). W obu przypadkach wprowadzenie atomu fluoru
zwieksza stabilno$¢ termiczng kwasu nukleinowego oraz zwieksza powinowactwo
fluorowanego DNA do RNA, co ma znaczenie terapeutyczne szerzej opisane w rozdziale 1.2.3.
Inne przyktady fluorowanej rybozy to modyfikacja grupg trifluorometylowg w pozycji 2’-0 lub

wprowadzenie fluoru w pozycji 4’ (wiecej w rozdziale 1.2.4.3) (Rys. 1-7).
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Rys. 1-7. Przyktady analogow kwaséw nukleinowych fluorowanych w obrebie rybozy.
Od lewej: modyfikacja 2’-F-rybozy, 2’-F-arabinozy, 4’-F-rybozy oraz 2’-OCF3 rybozy.

Trzecim i ostatnim elementem budulcowym nukleotyddéw i kwasow nukleinowych sg grupy
fosforanowe. W DNA oraz RNA pojedyncze nukleotydy potgczone sg pomiedzy sobg wigzaniem
fosfodiestrowym, ktére atom wegla C5’ jednego nukleozydu faczy z atomem wegla C3’
drugiego nukleozydu (Rys. 1-8). Matoczgsteczkowe nukleotydy zawierajg grupe fosforanowa
(P) lub tancuch fosforanowy (jezeli P>1) zwigzany wigzaniem fosfoestrowym w pozycji C5’ (dla
uproszczenia stosuje sie tez zapis 5’) rybozy. Fosforany taczg sie pomiedzy soba, tworzac
wysokoenergetyczne wigzania bezwodnikowe, co ma kluczowe znaczenie w dostarczeniu
energii komérkom (np. ATP). Mozliwe jest wprowadzenie fluoru w obreb fosforanu czy

fosfodiestru, na co zostanie zwrdcona uwaga w dalszej czesci rozprawy.
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Rys. 1-8. Oznaczenie i nazewnictwo faricucha fosforanowego oraz mostka fosforanowego na przyktadzie
dinukleotydu 5'pppGC (w. odnosi sie do wigzania).



1.2.2  Podejscia syntetyczne w otrzymywaniu fluorowanych nukleozydow

Wiele kuracji choréb wirusowych czy nowotworowych wykorzystuje nukleozydy,
nukleotydy czy ich proleki, w obreb ktérych wprowadzono co najmniej jeden atom fluoru.
Mozna wyrdzni¢ dwie gtéwne S$ciezki syntezy takich fluorowanych zwigzkéw: podejscie
dywergentne, w ktorym przygotowany najpierw nukleozyd ulega odpowiedniej reakcji
fluorowania oraz podejscie konwergentne, w ktérym wykorzystuje sie reakcje N-glikozylacji
pentozy z zasadg azotowg. Pierwsza metoda jest liniowym podejsciem syntetycznym, ktdre
zapewnia oryginalng konfiguracje nukleozydu uzytego w reakcji. Metoda druga to kondensacja
pochodnej rybozy z réznymi heterocyklicznymi zasadami azotowymi, gdzie pierwsza, druga lub
obie podjednostki mogg by¢ wyznakowane fluorem. Wprowadzenie fluoru w obreb czasteczki
jest mozliwe dzieki zastosowaniu przeznaczonych do tego reagentéw. Wyrdznia sie dwie klasy
odczynnikéw fluorujacych i sg to reagenty nukleofilowe, w ktorych atom fluoru wystepuje jako

donor pary elektronowej oraz reagenty elektrofilowe (Rys. 1-9).
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Rys. 1-9. Nukleofilowe oraz elektrofilowe reagenty fluorujace.

Jak wspomniano wczesniej jon fluorkowy jest niewielkim anionem, ktéry charakteryzuje sie
najwiekszg gestoscia tadunku ujemnego, dlatego jest on raczej akceptorem wigzania
wodorowego niz nukleofilem. Jednak w zaleznosci od warunkdéw reakcji fluorki mogg byc¢
stabymi (w protycznych rozpuszczalnikach) lub dobrymi nukleofilami (w polarnych
aprotycznych rozpuszczalnikach). Dlatego jedng ze standardowych metod przeksztatcenia
grupy hydroksylowej (OH) w fluor jest reakcja typu substytucji nuklefilowej (Sn2), w ktérej
grupa OH zostaje aktywowana dobrg grupg odchodzaca, takg jak mesylan, tosylan czy
trifluorometanosulfonian (OTf). Dostep do fluoru zapewniajg nukleofilowe reagenty fluorujace
takie jak reagenty Olah’a (28,29) czy trifluorek (dietyloamino)siarki (DAST). Na reagenty Olah’a
sktadajg sie dwa odczynniki, gdzie pierwszy z nich to mieszanina kwasu fluorowego i pirydyny
(7:3) (Py.nHF), a drugi to mieszanina kwasu fluorowego oraz diizopropyloaminy (‘Pr,NH.3HF)

(Rys. 1-9). Reagenty te sg uzyteczne przy przeksztatcaniu drugo- i trzeciorzedowych alkoholi



ze wskazaniem selektywnosci na te ostatnie. Wyzsza kwasowos¢é Py.nHF umozliwia otwarcie
pierscienia epoksydowego z podstawieniem grupy hydroksylowej fluorem, co zostato
wykorzystane w syntezie nukleozydu fluorowanego w pozycji 2’ rybozy (30) (Rys. 1-10A). DAST
jest najbardziej uniwersalnym nukleofilowym odczynnikiem stosowanym w chemii
nukleozydow. Mechanizm fluorowania tym zwigzkiem biegnie typowg Sciezkg Sy2 zastgpienia
grupy hydroksylowej fluorem z inwersjg konfiguracji (30) (Rys. 1-10B). Stosunkowo nowymi
reagentami fluorujgcymi sg tetrafluoroboran dietyloaminodifluorosulfinowy, XtalFluor-E, oraz
tetrafluoroboran morfolinodifluorosulfinowy, XtalFluor-M (Rys. 1-9). Zwigzki te sg znacznie
tatwiejsze w syntezie i bardziej stabilne niz DAST, a wykorzystuje sie je w konwersji alkoholi
do fluorkéw alkilowych oraz konwersji grupy karbonylowej w ketonach i aldehydach do gem-

difluorkow (31).
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Rys. 1-10. Schematy reakcji syntezy fluorowanych nukleozydéw z wykorzystaniem A) reagenta Olah’a
oraz B) reagenta DAST.

Fluorowanie pierscieni aromatycznych oraz bogatych w elektrony wigzan podwdjnych
moze zostaé osiggniete poprzez zastosowanie elektrofilowych reagentéw fluorujacych.
Fluorek moze by¢ ,prawdziwym” elektrofilem (F*), gdy tworzy wigzanie z elektroujemnym
atomem azotu, ktdry z kolei jest aktywowany poprzez pofaczenie z grupa silnie wyciggajaca
elektrony taka jak grupa sulfonowa lub gdy aktywatorem jest fadunek dodatni znajdujacy sie
na atomie azotu. Kation F* jest reaktywny w reakcjach addycji do wigzania podwdjnego lub

aromatycznej substytucji elektrofilowej (32,33). Przyktadami takich reagentéw sg NFSI oraz



Selectfluor (Rys. 1-9). Selectfluor charakteryzuje sie znacznie wiekszg reaktywnoscig niz NFSI,
jest stabilniejszy chemicznie, fatwiejszy do otrzymania oraz rozpuszczalny w wiekszosci
polarnych rozpuszczalnikdw aprotycznych takich jak acetonitryl czy DMF, ktére sg powszechnie
stosowane w chemii kwasédw nukleinowych. Selectfluor zostat wykorzystany w chemii
nukleozydow do wprowadzenia atomu fluoru do uktadéw heterocyklicznych na drodze

substytucji elektrofilowej (Rys. 1-11).
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Rys. 1-11. Wprowadzenie atomu fluoru do uktadu aromatycznego zasad azotowych za pomoca reagenta
Selectfluor. A) Synteza fluorowanej pochodnej puryny(34), B) Synteza 5-fluorouracylu(35).

Podejscie konwergentne stosuje sie, kiedy fluorowanie zwigzku w pdznej fazie syntezy nie
jest mozliwe lub wymaga skomplikowanych przeksztatcen. Wtedy wykorzystuje sie reakcje
N-glikozylacji, ktéra umozliwia potaczenie rybozy z zasadg azotowa, a fluorowana moze by¢
jedna z dwoch wymienionych podjednostek bgdZ obie jednoczesnie. Przyktadem takiego

podejscia jest synteza 5-fluorotubercydyny (34) oraz klofarabiny (36) (Rys. 1-12).
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Rys. 1-12. Konwergentne podejscie syntezy 5-fluorotybercydyny (A) oraz klofarabiny (B).



1.2.3  Fluorowane nukleotydy i kwasy nukleinowe jako zwigzki terapeutyczne

Nukleotydy sg elementami kwasow nukleinowych DNA i RNA. Polimery te s3g
odpowiedzialne za prawidtowe funkcjonowanie komérek, biorgc udziat w przechowywaniu,
replikacji oraz ekspresji materiatu genetycznego. Fluorowane analogi nukleotydow znalazty
szerokie zastosowanie jako antymetabolity, tj. zwigzki chemiczne zaburzajgce przebieg
wybranego szlaku metabolicznego komérki poprzez wyparcie naturalnego metabolitu.
Antymetabolity pochodzenia nukleotydowego zaburzajg funkcjonowanie komdrek poprzez
zahamowanie: szlakéw biosyntezy nukleotyddw (np. 5-fluorouracyl), procesow replikacji DNA
(np. gemcytabina) czy proceséw metylacji DNA (np. 5-azacytydyna) (37). Z tego powodu
zwigzki te sg szeroko stosowane jako leki w terapiach antynowotworowych oraz

antywirusowych.

Fluorowane analogi pirymidynowe stosowane jako leki antynowotworowe
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Fluorowane analogi purynowe stosowane jako leki antynowotworowe
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Fluorowane analogi pirymidynowe stosowane jako leki przeciwwirusowe
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Rys. 1-13. Przyktadowe nukleozydowe leki przeciwnowotworowe i antywirusowe zawierajgce fluor.
Kolorem opisano w jakiej terapii dany lek jest stosowany.



Istnieje co najmniej kilkadziesigt przyktadéw fluorowanych pochodnych nukleozydéw
stosowanych obecnie w terapiach antynowotworowych i antywirusowych. Kilka przyktadéw
przedstawiono na Rys. 1-13. Ze wzgledu na rodzaj zasady, z ktdrej zostat zbudowany analog,
zwigzki te mozna podzieli¢ na pochodne pirymidynowe oraz purynowe. Reprezentatywne
przyktady grupy pierwszej to 5-fluorouracyl, floksurydyna oraz gemcytabina, bedace lekami
przeciwnowotworowymi. Trifluorowana pochodna tymidyny (CFs-T) jest lekiem wirusowym
przeciw opryszczce. Jej mechanizm dziatania polega na wbudowaniu CFs-T do nowej nici DNA
w trakcie replikacji. Wprowadzona grupa CF3 blokuje oddziatywania wodorowe pomiedzy
niémi DNA, stad zahamowany jest kolejny cykl replikacji materiatu genetycznego.
Emtrycytabina po przeksztatceniu w komédrkach do 5’-trifosforanu emtrycytabiny jest
inhibitorem odwrotnej transkryptazy ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci (HIV). W grupie
nalezacej do analogéw pirymidynowych znajduje sie znakowana fluorem w pozycji

2’-arabinorybozydu klofarabina oraz jej analog znakowany na zasadzie azotowej, fludarabina

(38).
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Rys. 1-14. Struktura 5-fluorouracylu oraz jej pochodnych jako prolekow.

Najwczesniej opracowanym fluorowanym zwigzkiem przeciwnowotworowym jest wcigz

stosowany analog uracylu, tj. 5-fluorouracyl (5-FU). 5-FU zostat otrzymany przez Heidelbergera



i wspotpracownikow w 1957 roku (2). W komdrkach urydyna przeksztatcana jest do
5’-monofosforanu 2’-deoksyurudyny (dUMP), ktéry nastepnie poprzez enzym, syntaze
tymidylanowsg (TS), przeksztatcany jest do 5’-monofosforanu 2’-deoksytymidyny (dTMP) (39).
dTMP z kolei jest niezbedny do prawidtowej replikacji DNA (40). Rolg 5-FU jest inhibicja TS,
co prowadzi do niskiego poziomu dTMP w komadrkach i tym samym do zaktdcenia replikacji
DNA i do zahamowania proliferacji komérek nowotworowych. 5-FU jest szeroko stosowany
w leczeniu nowotwordw skory, piersi, jelita grubego czy zotgdka. Niestety, 5-FU nie jest lekiem
bez wad, poniewaz przy jego stosowaniu obserwuje sie neurotoksyczne i kardiotoksyczne
skutki uboczne, ktore wynikajg gtéwnie z braku selektywnosci fluorouracylu na komarki
nowotworowe. Aby ograniczy¢ niepozgdane dziatania 5-FU zaprojektowano szereg prolekéow
(zwigzkow, ktore po podaniu pacjentowi sg przeksztatcane przez komérki do formy aktywne; -
5-FU) opartych na strukturze fluorouracylu, takich jak doksiflurydyna, kapecytabina,
galocytabina czy emitefur (41,42) (Rys. 1-14). Proleki 5-FU charakteryzujg sie zmianami
strukturalnymi w obrebie fluorowanej zasady azotowej. Dzieki wprowadzonym modyfikacjom
prolek jest podawany doustnie, a nie tak jak w przypadku aktywnej czgsteczki w postaci wlewu
dozylnego lub dotetniczego. Drugg zaletg jest dobre absorbowanie proleku w stanie
niezmienionym z uktadu pokarmowego, a dopiero w watrobie lub komérkach nowotworowych
czasteczka jest enzymatycznie przeksztatcana w forme aktywna (5-FU) (43). W 1998 roku
kapecytabina zostata zatwierdzona jako lek stosowany w chemioterapii nowotworéw
ztosliwych, gtéwnie w leczeniu raka jelita grubego. Kolejnym znanym przyktadem
fluorowanego leku stosowanego w terapii przeciwnowotworowej jest gemcytabina
(2’-deoksy-2’,2’-difluorocytydyna, dFdC) zatwierdzona w leczeniu raka trzustki, piersi czy
jajnikéw (44). Mechanizm dziatania dFdC nie jest ukierunkowany na inhibicje TS, poniewaz
docelowo zwigzek ten przeksztatcany jest w komorkach do pochodnej 5’-trifosforanowej, ktéra
po wbudowaniu do nowo syntetyzowanej nici DNA terminuje namnazanie materiatu
genetycznego, kierujgc komarke na Sciezke apoptozy. Niestety, zastosowania gemcytabiny sg
ograniczone na skutek stabego wchfaniania zwigzku przez komérki, mato wydajnego
przeksztatcania w aktywny metabolit przez kinaze deoksycytydynowg oraz degradacje
(deaminacje) w warunkach komarkowych. Ciekawym rozwigzaniem powyzszych problemoéw
jest przeksztatcenie gemcytabiny w podjednostke amidofosforanowa, tzw. podejscie ProTide,
ktore jest jednym z najbardziej obiecujgcych w strategii pronukleotydéw (45). Polega ono na

modyfikacji 5’-monofosforanu gemcytabiny poprzez zamaskowanie tadunkéw ujemnych



znajdujacych sie w grupie fosforanowej resztg aryloksylowg oraz aminoestrem (Rys. 1-15).
Takie rozwigzanie znaczgco zwieksza szanse na przenikniecie czasteczki przez podwadjng btone
lipidowg komdrek, a na skutek wewngtrzkomérkowego metabolizmu, forma
amidofosforanowa przeksztatcana jest do 5’-monofosforanu dFdC, co utatwia przeksztatcenie
do 5’-trifosforanu (46), czyli aktywnej formy leku. Zwigzek ten znany jest jako NUC-1031 lub

Acelarin i obecnie przechodzi | faze badan klinicznych (47,48).
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Rys. 1-15. Struktura gemcytabiny oraz jej pronukleotydu (NUC-1031).

Antysensowne oligonukleotydy (AON) s3 jednoniciowymi czgsteczkami DNA, ktdre wigza
sie zkomplementarnymi oligomerami RNA, takimi jak mRNA czy miRNA na zasadzie parowania
zasad azotowych wedfug modelu Watsona-Cricka. Wytworzenie dupleksu pomiedzy AON
a docelowym RNA hamuje funkcje danego RNA lub aktywuje proces jego degradacji
katalizowany przez enzym RNAze-H. Dzieki temu AON wykorzystuje sie w hamowaniu,
przywracaniu lub modyfikacji poziomu ekspresji biatka poprzez kilka réznych mechanizméw
(49). AON znalazty zastosowanie m.in. w tzw. terapiach antysensownych w leczeniu dystrofii
miesniowej Duchenne’a (50), choroby Battena (51) czy rdzeniowego zaniku miesni (ang. spinal
muscular atrophy, SMA) (52). Niestety, wadg AON zbudowanych z naturalnych nukleotydéw
jest ich podatnos¢ na degradacje ze strony endo- oraz egzonukleaz (53). Zwiekszenie czasu
pottrwania w komodrkach, a przede wszystkim zwiekszanie powinowactwa krétkiego
oligonukleotydu do RNA osiggnieto poprzez modyfikacje mostka fosforanowego tgczacego
poszczegdlne nukleotydy oraz modyfikacje rybozy. Do reprezentatywnych przyktadéw nalezy
zamiana grupy fosforanowej na tiofosforanowg (54) lub wprowadzenie grupy 2’-O-metylowej

(2’-OMe) lub 2’-O-metoksy-etylowej (2’-MOE) (55).

Fluorowane analogi nukleotydéw rdéwniez odegraty na tym polu istotng role. Jedng
z modyfikacji tzw. drugiej generacji antysensownych oligonukleotydéw jest wprowadzenie

atomu fluoru w pozycje 2’ rybozy (FNA) (56). Ze wzgledu na duzg elektroujemnosc¢ fluoru,



modyfikacja 2’-F wymusza konformacje N (C3’-endo) rybozy (27), co z kolei przyczynia sie do
powstania stabilnej formy dupleksu typu A, ktéry okazat sie odporny na dziatanie RNAzy-H.
Badania krystalograficzne wykazaty, ze fluor w tym wypadku nie jest dobrym mimikiem grupy
hydroksylowej, poniewaz zaburza oddziatywanie RNAzy-H z hybrydg FNA:RNA na tyle
skutecznie, ze uniemozliwia endonukleazie hydrolize kwasu rybonukleinowego (57).
Podsumowujac, efektem wprowadzenia atomu fluoru jest znaczace zwiekszenie stabilnosci
termicznej dupleksu, a potaczenie z modyfikacja tiofosforanowa dodatkowo zwiekszyto
powinowactwo do RNAzy-H oraz odpornosé na degradacje enzymatyczng, a tak modyfikowane
oligonukleotydy antysensowne sg przedmiotem badan klinicznych (58). Drugim przyktadem
oligonukleotydu antysensownego jest fluorowany w pozycji 2’ arabinozyd (2’-FANA lub FANA).
Grupa cukrowa w FANA przyjmuje konformacje potudniowa (C2’-endo, S), co zapewnia
zwiekszone powinowactwo oligonukleotydu do RNA, ale w przeciwienstwie do FNA,
utworzona hybryda jest podatna na hydrolize RNAza-H (59). Ponadto, kompleks FANA:RNA
strukturalnie bardziej zblizony jest do dupleksu DNA:RNA, ktérego budowa przestrzenna
plasuje sie pomiedzy dupleksem typu A i B (60). Jednym z nowszych zastosowan FANA jest ich
wykorzystanie w terapii anty HIV-1 (61).
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Rys. 1-16. Budowa 2’-F-rybozydu (FNA) oraz 2’-F-arabinozydu (FANA).
Zwiekszone powinowactwo deoksyrybonukleotydéw zawierajgcych 2’-F-ryboze oraz 2'-F-
arabinoze do RNA zostato doktadnie przenalizowane metodg magnetycznego rezonansu
jadrowego i wynika z nastepujgcych faktow: a) fluor w pozycji 2’ rybozy indukuje silniejsze
wigzania wodorowe oraz silniejsze oddziatywania warstwowe pomiedzy zasadami azotowymi
tworzacymi sie wedtug modelu Watsona-Cricka (62); b) fluor w pozycji 2 wprowadza efekt
stabilizacji poprzez dodatkowe wigzania wodorowe typu FC-H:--O (63). Wigzania te wystepujg
pomiedzy atomem wodoru znajdujgcym sie przy atomie wegla C2’ a atomem tlenu O5’ i 04’
sgsiadujgcego nukleotydu, c) we fluorowanych kwasach nukleinowych mogag wystepowac

dodatkowe bezposrednie wigzania pseudo-wodorowe (C-H:--F-C) (64). Wigzania te wystepujg



pomiedzy atomem fluoru a atomem wodoru zwigzanym z weglem C8 adeniny w tym samym

nukleozydzie.

Podsumowujgc, wprowadzenie atomu fluoru do nukleotydu lub kwasu nukleinowego
wprowadza subtelne zmiany elektronowe i konformacyjne, ktére przektadajg sie na zmiane
wiasciwosci biologicznych tych czasteczek, co czesto znajduje zastosowanie terapeutyczne.
Jednak to nie wszystkie zalety fluorowanych oligonukleotydéw. Wprowadzenie fluoru nadaje
czasteczce rowniez nowe wihasciwosci spektroskopowe, umozliwiajgce m.in. zastosowanie

fluorowanych kwaséw nukleinowych jako sond molekularnych w badaniach **F NMR.

1.2.4  Fluorowane oligonukleotydy jako sondy molekularne w badaniach **F NMR

Fluor jest jadrem magnetycznym o spinie %, charakteryzujgcym sie wysokim
wspotczynnikiem magnetogirycznym i moze by¢ z tatwoscia obserwowany w pomiarach
metodg magnetycznego rezonansu jagdrowego. Z tego powodu fluorowane mate czasteczki,
biatka, a takze nukleotydy i kwasy nukleinowe znalazty zastosowanie jako tzw. sondy
molekularne do monitorowania procesow (bio)chemicznych (reakcje i rwnowagi chemiczne,
reakcje enzymatyczne) i biofizycznych (zmiany konformacyjne biatek, oddziatywanie miedzy
czasteczkami, zmiany struktur drugo- i trzeciorzedowych kwaséw nukleinowych) z uzyciem
metody °F NMR. Mozliwo$¢ zastosowania fluorowanych oligonukleotydéw jako sond
molekularnych w badaniach °F NMR uwarunkowana jest dostepnoscia modyfikowanych

nukleotyddéw czy kwasow nukleinowych, stad potrzeba rozwijania metod syntetycznych.

Wyrdzni¢ mozna trzy podejscia syntetyczne, ktére umozliwiajg otrzymanie fluorowanych
kwasow nukleinowych (Rys. 1-17). Pierwszym z nich jest podejscie enzymatyczne, ktore
wykorzystuje polimerazy DNA lub RNA oraz fluorowane 5’-trifosfosforany nukleozydéw (Rys.
1-17A). Warunkiem wykorzystania enzyméw jest uzyskanie za pomoca metod chemicznych
fluorowanego nukleozydu, ktéry moze ulec dalszym przemianom zaréwno na drodze syntezy
chemicznej, jak i syntezy enzymatycznej do 5’-trifosforanowych pochodnych nukleozydow
(NTP). Fluorowane NTP mogg zosta¢ nastepnie wigczone do tancucha polinukleotydowego
z udziatem polimeraz. Koniecznoscig jest zaakceptowanie przez polimeraze zmodyfikowanego
nukleotydu. Metoda ta pozwala na jednolite wyznakowanie tancucha oligonukleotydowego,
jednak ze wzgledu na rygorystyczng specyficznos¢ substratowg enzyméw, nie jest czesto
wykorzystywana. Drugg i zarazem najpopularniejszg metodg otrzymywania fluorowanych

oligonukleotydow jest synteza oligonukleotydow na podtozu statym (ang. solid-phase



synthesis, SPS) (Rys. 1-17B). Zaletg SPS jest kontrola nad miejscem wprowadzenia fluorowego
znacznika w sekwencji i kontrola nad liczbg wprowadzonych modyfikowanych nukleotydow.
Wyzwaniem moze by¢ natomiast koniecznos$¢ chemicznej syntezy substratéw przeznaczonych
do syntezy na podtozu statym, tj. amidosforyndw. W metodzie SPS stosuje sie podtoza, do
ktorych przytaczony jest pierwszy nukleotyd (koniec 3’), dlatego wyzwaniem jest umieszczenie
fluorowego znacznika na koncu 3’. Do wad mozna takze zaliczy¢ maksymalng mozliwg do
otrzymania dtugos¢ oligonukleotydu. Im dtuzsza zaprojektowana sekwencja, tym nizsza
catkowita wydajnos¢ syntezy i koniecznosé stosowania duzych ilosci substratéow. Trzecim
podejsciem wprowadzenia znacznikow fluorowych w obreb czgsteczki oligonukleotydu jest
tzw. funkcjonalizacja post-syntetyczna (Rys. 1-17C), w ktérej odpowiednio sfunkcjonalizowany
oligonukleotyd (zawierajgcy np. grupe alkinowa, azydkowg, sulfhydrylowg) najpierw
otrzymywany jest metodg SPS, a nastepnie, po odcieciu od podtoza statego, poddawany jest
dalszej reakcji. Metoda ta pozwala na miejscowo-specyficzne znakowanie oligonukleotydéw

na koncach 5’ lub 3’, jak i wewnatrz sekwencji.

Ze wzgledu na budowe kwasdéw nukleinowych fluorowany znacznik moze zostac

umieszczony w obrebie:

a) zasady azotowej (kategoria l),
b) rybozy (kategoria ll),

c) jednego z koncdéw nici oligonukleotydowej (kategoria Ill),

W kolejnych podrozdziatach zebratem przyktady znakowanych fluorem czgsteczek RNA

i DNA, ktére jednoczesnie zostaty wykorzystane w badaniach °F NMR jako sondy molekularne.
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Rys. 1-17. Podejscia syntetyczne umozliwiajgce otrzymywanie fluorowanych kwaséw nukleinowych.
A) Synteza enzymatyczna wykorzystujgca fluorowane 5’-trifosforany nukleozyddow oraz polimeraze DNA
lub RNA; B) Synteza na fazie statej, ktéra wymaga fluorowanych podjednostek amidofosforynowych;

C) Funkcjonalizacja post-syntetyczna oligonukleotydu. SPS (ang. solid phase synthesis) — synteza na
podtozu statym.



1.2.4.1 Fluor wprowadzony w obreb zasady azotowej - pirymidyny

Zdecydowanie najwiecej przyktadéw fluorowanych kwasow nukleinowych obejmuje grupa
zwigzkow, w ktérej fluor wprowadzono w obreb pirymidyn (Tabela 1.3) oraz puryn (Tabela
1.4). Wszystkie podejscia syntetyczne przedstawione na Rys. 1-17 byty stosowane do
otrzymania oligonukleotyddw z tej grupy. Osobng klasg zwigzkow zastugujgcg na wyrdznienie
sg takie, w ktérych wprowadzona modyfikowana zasada azotowa petnita jednoczesnie role

znacznika *°F NMR jak i fluorescencyjnego.
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Rys. 1-18. Najczesciej eksplorowane miejsca wprowadzenia fluorowanych podstawnikéw (zielone koétka)
w obrebie pirymidyn w kontekscie oddziatywar Watsona-Cricka.

Pirymidyny najczesciej modyfikowane sg w pozycji C5, co zostato zademonstrowane
wieloma przyktadami pochodnych uracylu (ONI.1, ONL.3, ONI.5-7, ONI16-17) oraz cytozyny
(ONI.2, ONL4). Znane s3g takze dwa przyktady modyfikacji cytozyny w obrebie grupy
4-aminowej (ONL.8 i ONL.9). Takie umieszczenie modyfikacji minimalizuje wptyw steryczny
wprowadzonego podstawnika, co tym samym uprawdopodabnia utworzenie poprawnych
wigzan wodorowych stabilizujgcych struktury drugorzedowe kwaséw nukleinowych (Rys.

1-18).



Tabela 1.3. Oligonukleotydy fluorowane w obrebie pirymidyny. Oznaczenia: ON - oligonukleotyd, SPS
- synteza na podtozu statym, E — synteza enzymatyczna, PM — modyfikacja post-syntetyczna, k.n. —

kwas nukleinowy

Metoda Zastosowanie w
N. Fl j k Typ k.n. Ref.
0] uorowana podjednostka yp k.n syntezy badaniach °F NMR e
Pirymidyny
o)
NH
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NH .
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é dysocjacji)
(o]
TR0 & - Tworzenie duplekséw
? Rz'R«I*NH 5 DNA,
1.6 o o N0 i PM - Tworzenie (79)

Y
Oo RQ/NJ\@O - DNA
< ¢

B

niekomplementarnych
DNA




CF
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.7 yﬂb\ o DNA SPS kwadrupleksow DNA (80)

HN" N7 NH,
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- Tworzenie dupleksow
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Kwasy nukleinowe znakowane 5-fluorocytozyng (5F-C) lub 5-fluorouracylem (5F-U)
otrzymano m.in. na drodze enzymatycznej z wykorzystaniem odpowiednich 5’-trifosforanow
nukleozydoéw, ktére réwniez otrzymano metodami chemoenzymatycznymi (Schemat 1-1) (65).
Synteze 5F-UTP rozpoczeto od rybozy, ktéra byta przeksztatcana poprzez kaskade enzymow:
rybokinaze rbsK (ang. ribokinase), syntetaze 5-fosforybozylo-1-pirofosforanu prsA (ang.
5-phospho-D-ribosyl-R-1-pyrophosphate synthetase) i fosforybozylotransferaze uracylu uraP
(ang. wuracil phosphoribosyltransferase). Powstaty  5’-monofosforan-5-fluorourydyny
przeksztatcono nastepnie do 5'-trifosforanu za pomocg kinazy nukleozydowo-
monofosforanowej pyrH (ang. nucleoside monophosphate kinase), kinazy adenylanowej plsA
(ang. adenylate kinase) oraz kinazy pirogronianowej pyrF (ang. pyruvate kinase). Przytoczona
wydajnos$¢ syntezy wyniosta 80% (0,8 mmol produktu koricowego), a sciezke syntezy

przedstawia Schemat 1-1A.
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Schemat 1-1. A) Schemat enzymatycznej syntezy 5F-UTP oraz B) 5F-CTP. Oba zwigzki wykorzystano jako
substraty polimerazy T7, ktéra wbudowata fluorowane w ten sposob trifosforany nukleozydow
do sekwencji RNA. Na podstawie pracy Hennig i wsp.(65)

Uproszczong Sciezke syntezy enzymatycznej zastosowano do otrzymania 5F-CTP. W tym
przyktadzie substratem wyjSciowym byta 5-fluorocytydyna (5F-C), ktéra fosforylowano
do nukleotydu kinazg urydynowa udk (ang. uridine kinase), po czym powstaty 5F-CMP
enzymatycznie przeksztatcano do formy 5’-trifosforanowej, 5F-CTP. Wydajnos¢ catkowita
syntezy wyniosta 78% (Schemat 1-1B). Zaréwno 5F-CTP oraz 5F-UTP zostaty wbudowane przez
polimeraze T7 do RNA w procesie transkrypcji in vitro. Tym sposobem otrzymano 30-nt
sekwencje wywodzacy sie z elementu odpowiedzi transaktywacji ludzkiego wirusa niedoboru
odpornosci (HIV-2 TAR RNA), ktéry przyjmuje strukture drugorzedowg spinki do wtoséw
(ang. hairpin) wraz z wybrzuszeniem (ang. bulged). Metoda *F NMR monitorowano zmiany
strukturalne pojawiajgce sie przy zmianie petnej sekwencji 30-nukletydowej (TAR)
na sekwencje z dwiema delecjami (ATAR) (Rys. 1-19). Ponadto, metodg spektroskopii UV/VIS
zarejestrowano widma absorpcji w funkcji temperatury, ktére wyraznie wykazaty,
ze podstawniki fluorowe nie zmieniajg w istotny sposéb termodynamicznej stabilnosci RNA

(Tm [TAR] =350,5 K, Tm [5FU-TAR] = 351,6 K, Tr [SFC-TAR] = 351,2 K).
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Rys. 1-19. Badania sekwencji HIV-2 TAR metoda '°F NMR. A) Drugorzedowa reprezentacja sekwencji HIV-
2 TAR posiadajgca wybrzuszenie oraz ATAR bez wybrzuszenia. Kolorem oznaczono fluorowane nukleotydy.
B) Widma °F NMR badanych sekwencji. Rysunek wykonano na podstawie pracy Hennig i wsp.(65)

W przedstawionych powyzej badaniach zastosowanym znacznikiem spinowym byt atom fluoru
bezposrednio potgczony z zasadg azotowg, co pocigga za sobg dwie konsekwencje.
Po pierwsze, jeden atom fluoru wymusza koniecznos¢ zastosowania wyzszych stezen kwaséw
nukleinowych (wieksza ilo$¢ materiatu badawczego), aby czas poswiecony na akwizycje widma
byt zadowalajgco krotki. Ponadto, fluor w odlegtosci rownej badz krétszej niz trzy wigzania od
protonu (lub innego uktadu spinowego) sprzega sie z nim (sprzezenie spinowo-spinowe),
co objawia sie na widmie sygnatem w postaci multipletu, ktérego intensywnos$¢ obnizona jest
o czynnik multipletowosci (np. intensywnosc¢ dubletu jest dwukrotnie zmniejszona w stosunku
do singletu, tripletu trzykrotnie itd). Rozwigzaniem powyzszych niedogodnosci jest
zastosowanie znacznika zawierajgcego kilka rownocennych atomoéw fluoru oraz odizolowanie
uktadu spinowego. Przyktadem takiego rozwigzania sg oligonukleotydy ONI.3 oraz ONI.4
(Tabela 1.3), ktére wyznakowano w pozycji C5 pirymidyny grupg trifluorometylowa (CFs),
co trzykrotnie zwieksza intensywnosc¢ sygnatu oraz eliminuje sprzezenia spinowo-spinowe
z jadrami *H. Dodatkowe zwiekszenie intensywnosci osiggnieto poprzez umieszczenie dwéch
rownocennych grup trifluorometylowych (ONL.6 i ONI.7) lub znacznika nonafluorowego (trzy
grupy trifluorometylowe; ONL.5, Tabela 1.3) (76). Wiele oligonukleotydéw otrzymano
na drodze syntezy chemicznej na podfozu statym z wykorzystaniem odpowiednich
podjednostek amidofosforynowych (Rys. 1-17B). Jedynym przyktadem wprowadzenia
modyfikacji post-syntetycznie jest oligonukleotyd ONI.6. W trakcie syntezy na podtozu statym
otrzymano oligonukleotyd, ktérego podjednostki urudynowe zawieraty modyfikacje w postaci

grupy 3-amino-1-propynylowej umieszczonej w pozycji C5 zasady azotowe]. Po odcieciu



oligonukleotydu od ztoza wykonano reakcje sprzegania pomiedzy grupga aminowg w pozycji 5
a estrem N-hydroksysukcynoimidowym (NHS) kwasu 3,5-bis(trifluorometylo)benzoesowego

(79) (Schemat 1-2).
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Schemat 1-2. Post-syntetyczne wprowadzenie znacznika fluorowego do sondy oligonukleotydowej
(ONL6) (79).

Fluorowane pirymidyny znalazty o wiele wiecej zastosowan jako sondy molekularne
w badaniach °F NMR. Z uzyciem tego typu zwigzkéw monitorowano tworzenie sie duplekséw
i triplekséw DNA, badano niekomplementarnosci nukleotydowe, monitorowano odziatywania
pomiedzy kwasem nukleinowym a ligandem czy obserwowano réwnowage termodynamiczng
pomiedzy strukturami B i Z DNA (Tabela 1.3). Do jednego z oryginalniejszych zastosowan
zaliczy¢ mozna monitorowanie reakcji chemicznej indukowanej sSwiattem. W pracy
opublikowanej przez Nakamure i Fujimoto (73) opisano eksperyment, w ktorym jedna ni¢ DNA
zostata wyznakowana 3-cyjano-winylokarbazolem (NVK), natomiast druga ni¢ DNA (ONI.3)
zawierata 5-trifluorourydyne. Obie nici byly do siebie komplementarne, a po utworzeniu
dupleksu DNA obserwowano niewielka zmiane przesuniecia chemicznego na widmie *°F NMR
(Rys. 1-20). W wyniku krétkiego naswietlania (okoto 20 sekund) nastepowata reakcja
fotochemiczna pomiedzy modyfikowang pirymidyng a ““VK z utworzeniem wigzania
kowalencyjnego, co skutkowato zmiang hybrydyzacji atomu wegla w pozycji C5 z sp? na sp>.
Zmianie tej towarzyszyta znaczna zmiana przesuniecia chemicznego (~8 pm) grupy CF;

w widmie F NMR (Rys. 1-20).
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Rys. 1-20. Monitorowanie indukowanej S$wiattem reakcji pomiedzy trifluorometylowanym
oligonukleotydem a oligonukleotydem znakowanym 3-cyjano-winylokarbazolem (“NVK). Rysunek
wykonano na podstawie pracy Nakamura i wsp. (73).



1.2.4.2  Fluor wprowadzony w obreb zasady azotowej - puryny
Opracowane do tej pory fluorowe modyfikacje puryn obejmujg wprowadzenie znacznika
spinowego w pozycji C8 guanozyny, C2 adenozyny oraz C9 analogdw puryn: 7-deazaguanozyny

oraz 7-deazaadenozyny (Rys. 1-21).
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Rys. 1-21. Pary zasad Watsona-Cricka oraz miejsca wprowadzania modyfikacji fluorowych w obrebie puryn
(zielone kotka).

Do syntezy oligonukleotydéw fluorowanych w obrebie puryn zastosowano zaréwno metody
enzymatyczne, jak i synteze na podtozu statym. W syntezach enzymatycznych wykorzystano
polimeraze RNA T7 i polimeraze DNA KOD XL, ktére wiaczaty fluorowane podjednostki
5’-trifosforanéw nukleozydéw do nici kwasu nukleinowego (Rys 1-22). Wykorzystanie
5’-trifosforanu 2-FATP umozliwito wyznakowanie sekwencji HIV-2 TAR (82). Badania UV/VIS
przeprowadzone w celu pordwnania stabilnosci termodynamicznej nici niefluorowane;j
i fluorowanej pokazaty, iz fluorowa modyfikacja nieznacznie obniza temperature miekniecia
struktury drugorzedowej RNA (82). Oznacza to, ze 2-fluoro-adenozyna (2-FA) powoduje tylko
tagodne perturbacje struktury helikalnej RNA, przy czym oddziatywanie z komplementarnym

uracylem zostaje zachowane.
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Rys. 1-22. Fluorowane 5’-trifosforany nukleozyddw jako substraty dla wybranych polimeraz RNA (RNA T7)
oraz polimeraz DNA (KOD XL).

Modyfikacja 2-FA zostata takze wprowadzona w obreb 73-nukleotydowego ryboprzetacznika
(ang. riboswitch) (83), a zaprojektowang sondg molekularng monitorowano oddziatywanie
z ligandami. Ryboprzetaczniki RNA s3g strukturalnymi elementami regulacji gendw, ktore
zlokalizowane sg w regionie niekodujgcym RNA (UTR) (84). Nazwa ryboprzetacznik wynika
z funkcji tego odcinka RNA, ktdry aktywuje lub wygasza ekspresje gendw poprzez zmiany
konformacyjne RNA powstate na skutek oddziatywania z niskoczasteczkowym ligandem (85).
W przytaczanej pracy fluorowany ryboprzetgcznik wykorzystano jako sonde molekularng do

monitorowania oddziatywania z hipoksantyng (83).

Serie zasad azotowych znakowanych trifluoroacetofenonem (TAP) opublikowano w pracy
Olszewska i wsp.(86). Wybrana modyfikacja zwiekszyta trzykrotnie intensywnos¢ sygnatu na
widmie °F NMR w poréwnaniu do nukleotydéw zawierajgcych jeden atom fluoru. Ponadto,
trifluorometyloketony sg wysoce reaktywne w reakcji addycji nukleofilowej, na przyktad
w reakcji z grupg hydroksylowg seryny. Prébowano przeprowadzi¢ reakcje sieciowania

krzyzowego pomiedzy taricuchem DNA znakowanym za pomocag TAP a mutantem biatka p53



(GSTp53CD), jednak nie udato sie zaobserwowac oczekiwanego produktu. Dzieki zmianie
przesuniecia chemicznego sygnatéw na widmie °F NMR stwierdzono natomiast, ze

modyfikowany oligonukleotyd oddziatuje z biatkiem (Rys. 1-23).
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Rys. 1-23. Monitorowanie oddziatywania pomiedzy dupleksem DNA wyznakowanym TAP, a biatkiem
GSTp53CD metodg °F NMR. a) Rysunek pogladowy oraz widmo °F NMR DNA_1C™?. b) Zwigzanie sie DNA
z biatkiem. Na widmie °F NMR zaobserwowano pojawienie sie nowego sygnatu. c) Widmo *°F NMR po
termicznej denaturacji kompleksu DNA-biatko. Rysunek zaczerpnieto z pracy Olszewska i wsp. (86).

Fluorowane puryny (Tabela 1.4) otrzymywano takie metodg na podiozu statym,
co wymagato uprzedniego otrzymania blokéw budulcowych przedstawionych na Rys. 1-24.
Reprezentatywnymi przyktadami sg amidofosforyny 7-fluoro-7-deaza-2’-deoksyadenozyny
(AM-1) oraz 7-fluoro-7-deaza-2’-deoksyguanozyny (AM-2), ktére otrzymano z wydajnoscig
77%. Fluor w pozycji 7 puryny zwiekszyt stabilnos¢ duplekséw DNA oraz wymusit bardziej
selektywne parowanie zasad azotowych w poréwnaniu do DNA zbudowanych z puryn 7-deaza.
Niestety, w badaniach duplekséw DNA metodg *°F NMR nie zaobserwowano znaczacych réznic
w przesunieciach chemicznych pomiedzy pojedynczg nicig DNA a dupleksem DNA, dlatego
modyfikacja 7-fluoro-7-deaza nie pozwala na obserwacje tworzenia sie struktury

drugorzedowej DNA (87).
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Rys. 1-24. Podjednostki amidofosforynowe zawierajgce fluorowane zasady azotowe (przewaznie puryny)
wykorzystane w syntezie na podfozu statym. Oznaczenia: Bz — grupa benzoilowa, i-Bu — grupa
izobutyrylowa, iPr — grupa izopropylowa.

Do interesujgcych przyktadow fluorowych sond molekularnych mozna zaliczy¢
oligonukleotydy DNA wyznakowane 8-trifluoro-2’-deoksyguanozyng ("G) (88). Wprowadzenie
trifluorometylu w pozycje 6sma 2’-deoksyguanozyny miato wptyw na wiasciwosci
fizykochemiczne czasteczki, modulujac konformacje 2’-deoksyguanozyny z anty na syn, co
miato stabilizujgcy wptyw na powstanie dupleksu DNA typu Z. Z-DNA petni kluczowg role
podczas ekspresji gendw i rekombinacji genetycznej, dlatego zaprojektowanie sond

molekularnych umozliwiajgcych zidentyfikowanie formy DNA w eksperymentach in vitro oraz



in vivo wydaje sie bardzo atrakcyjne. Struktury B-DNA i Z-DNA s3 od siebie rézne pod wzgledem
utozenia przestrzennego zasad azotowych w podwdjnej helisie, co wigze sie z réznym
otoczeniem chemicznym grupy trifluorometylowej. Ponadto, wptyw na forme DNA
w roztworze ma miedzy innymi jego sita jonowa, ktdrg mozna kontrolowa¢ za pomoca stezenia
chlorku sodu. Dlatego na widmach *°F NMR 12-nt dupleksu DNA obserwowano dwa sygnaty
odpowiadajgce dwém formom DNA (co dodatkowo potwierdzono metodg dichroizmu
kotowego, CD) (Rys. 1-25A i B). Ponadto, dupleks d(CGC FGCG), transfekowano do komérek
Hela i zarejestrowano widmo °FNMR zawiesiny komdrek. Pordwnanie przesunieé
chemicznych uzyskanych podczas eksperymentow in vitro oraz w linii komdrkowej pozwolito

na potwierdzenie wystepowania formy Z-DNA w komédrkach (Rys. 1-25C) (88).
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Rys. 1-25. Eksperymenty °F NMR badania przej$¢ struktur B-Z DNA in vitro i in vivo. A) Idea eksperymentu.
B) Widma °F NMR sekwencji d(CGC'GCG), zarejestrowane w 1 mM buforze fosforanowym pH 7.0 z
réznym stezeniem NaCl. C) Koncepcja eksperymentu in vivo oraz zestawienie widm °F NMR. Rysunek
wykonano na podstawie pracy Bao i wsp.(88)

W roku 2021 ukazata sie praca opisujgca zastosowanie fluorowanych oligonukleotydéw
jako sond bifunkcjonalnych (89). Autorzy stworzyli modyfikacje, ktéra taczyta w sobie
wiasciwosci znacznika °F NMR oraz znacznika fluorescencyjnego. Opracowana modyfikacja to
pochodna cytydyny podstawiona w pozycji 5 grupa trifluorometylofenylopirolowa (*°dC) (Rys.
1-26A). Metoda syntezy na podtozu statym nukleotyd dC wigczono w ni¢ DNA bogatg

w cytozyny, tworzacg w roztworach wodnych o niskim pH struktury i-motywu. S3 to



niekanonicze struktury drugorzedowe DNA, zbudowane z czerech oddziatujgcych ze sobg nici,
ktore stabilizowane sg wigzaniami wodorowymi pomiedzy hemiprotonowanymi parami
cytozyn (90). Ostatnie badania wykazaty bezposrednig obecno$é¢ i-motywdéw w jadrach
komérek ludzkich (91), w zwigzku z tym struktury tego typu zyskaty wiele uwagi jako
potencjalne regulatory ekspresji gendéw. Oligonukleotydy IM-CT oraz 1C zawierajgce
modyfikacje PdC (Rys. 1-26A) wykazywaty znaczne zmiany w intensywnosci fluorescencji (Rys.
1-26B) oraz w przesunieciach chemicznych °F NMR, dzieki czemu mozliwe byto wykrycie

obecnosci i-motywéw (Rys. 1-26C) (89).
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Rys. 1-26. Badania tworzenia struktur ji-motywow za pomoca fluorowanych sond oligonukleotydowych.
A) Graficzne przedstawienie i-motywow IM-CT, 1C oraz umiejscowienie modyfikowanej cytydyny.
B) Widma emisji fluorescencji w réznych pH. Ay, = 374 nm dla FDACi 1C, Ay, = 365 nm dla IM-CT. C) Widma
1 NMR prébek w réznych pH oraz zdjecia roztwordw w $wietle UV.



Tabela 1.4. Oligonukleotydy fluorowane w obrebie puryny. Oznaczenia: SPS — synteza na podtozu
statym, E — synteza enzymatyczna, PM — modyfikacja post-syntetyczna.
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1.2.4.3 Fluorowany podstawnik wprowadzony w obreb rybozy

Fluorowane pochodne oligonukleotydéw mozna otrzymac réwniez poprzez wprowadzenie
znacznika w obrebie rybozy (Tabela 1.5). Otrzymanie tego typu polimerdw realizuje sie gtéwnie
metodg syntezy na podtozu statym. Metody enzymatyczne nie sg czesto wykorzystywane,
poniewaz modyfikacja w obrebie cukru zaburza oddziatywanie z polimerazami, przez co nie
wtgczajq one fluorowanych nukleotyddéw do taricucha oligonukleotydowego. Pojedynczy atom
fluoru zostat wprowadzony w pozycje 2’ (ONII.1) lub 4’ (ONII.2) rybozy poprzez zastgpienie
grupy hydroksylowej lub atomu wodoru. Nie jest to najlepsza strategia projektowania sond do
NMR, poniewaz fluor ulega sprzeganiu z protonami, przez co widmo *°F NMR jest trudniejsze
do odczytania, a co wazniejsze, intensywnos¢ sygnatdéw jest mniejsza o czynnik
multipletowosci. Aby rozwigza¢ ten problem, podobnie jak w przyktadach opisywanych

w poprzednim rozdziale, stosuje sie taczniki, ktére izolujg sprzegajgce sie ze sobg ukfady

spinowe.
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Rys. 1-27. Monitorowanie procesu hydrolizy wigzania fosfodiestrowego przez RNAze H2 metodg *°F NMR.
Z lewej strony przedstawiono strukture modyfikacji wprowadzonej w obreb oligonukleotydu. W srodkowe;j
czedci zaprezentowano widma °F NMR roztworu dupleksu DNA po dodaniu enzymu (czerwone kétko
zaznacza sygnat powstaty na skutek zwigzania sie RNAzy z dupleksem) oraz po aktywacji enzymu jonami
magnezu. Zmiana przesuniecia chemicznego -118,3 ppm vs. -119,2 ppm $wiadczy o zmianie otoczenia
chemicznego atomu fluoru, a w tym wypadku o zmianach struktury w wyniku przebiegu reakcji
enzymatycznej. Rysunek wykonany na podstawie pracy Li i wsp.(95). Gwiazdka oznacza
niezidentyfikowane zanieczyszczenie.

Wprowadzenie fluoru w obrebie rybozy moze by¢ korzystne ze wzgledu na efekt
stereoelektronowy. Obecnos¢ atomu o wysokiej elektroujemnosci wptywa na konformacje
rybozy, a tym samym moduluje oddziatywania wewngtrz- oraz miedzyczasteczkowe.
Niedawno (2020 r.) opublikowane badania (95) opisujg otrzymanie stabilnych nici RNA,
w ktorych jedna z zasad azotowych zawierata fluor w pozycji 4’ rybozy (ONIL.2, 4’FU).
Aby umozliwi¢ wbudowanie tak fluorowanego nukleozydu do oligonukleotydu metoda

chemiczng, na drodze siedmioetapowej syntezy, otrzymano stabilny chemicznie



amidofosforyn z wydajnoscia catkowitg 18%. Badania NMR oraz biofizyczne wykazaty, ze fluor
w pozycji 4 wymusza konformacje pétnocng (C3’-endo) rybozy, co jednak nie prowadzi do
zaburzen w strukturze RNA. Co ciekawe, w przeciwienstwie do oligonukleotyddéw 2’F-RNA
(FNA), modyfikacja 4'FU nie wymaga usuniecia grupy 2’OH, ktéra jest niezbedna do petnienia
prawidtowej funkcji biologicznej przez RNA. W konsekwencji, dupleks DNA, w ktdrym w jednej
z nici umieszczono 4’FU, byt rozpoznawany przez enzym RNAze H2 jako substrat, a przebieg
reakcji enzymatycznej monitorowano metodg °F NMR (Rys. 1-27). W tej samej pracy 20-
nukleotydowe RNA znakowane 4’FU zostato wykorzystane do badania zmian konformacyjnych
bistabilnego oligonukleotydu przyjmujacego strukture drugorzedowg spinki do wiosow.
Podobne wyniki zaprezentowano w pracy Kreutz i wsp.(96), gdzie spinke znakowano
nukleotydami 2’FU lub 2’FG (Rys. 1-28B). Rozwinieciem badan nad strukturami typu hairpin
jest monitorowanie wigzania sie RNA z antybiotykami aminoglikozydowymi, tobramycyng oraz

streptomycyng metoda, 1°F NMR (Rys. 1-28C) (97).
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Rys. 1-28. A) Struktura modyfikacji 2’F. B) Rozpoznanie dwdch réznych struktur drugorzedowych DNA
bistabilnej ,spinki” za pomoca modyfikacji 2’FU. Rysunek wykonano na podstawie Kreutz i wsp.(96); C)
Monitorowanie wigzania sie tobramycyny z aptamerem RNA wyznakowanym 2’FA. Rysunek wykonano na
podstawie Kreutz i wsp.(97)

Kolejne przyktady sond molekularnych fluorowanych w obrebie rybozy zostaty rozwiniete
w stosunku do modyfikacji 2’'F czy 4’F poprzez zastgpienie pojedynczych atoméw fluoru
podstawnikami trifluorometylowymi: - jako znacznik fluorowy zastosowano grupe
trifluorometylowa, ktéra ze wzgledu na obecnos¢ trzech réwnocennych atomoéw fluoru
pozwolita na zastosowanie nizszych stezen oligonukleotydéw w badaniach, co jednoczesnie
wyeliminowato ewentualne problemy z agregacjg bioczgsteczek oraz obnizyto ilosci
potrzebnego materiatu; - odizolowano ukfad spinowy fluoru poprzez zastosowanie tzw.
,Spaceréw”, czyli atomow lub grup atoméw oddzielajgcych fluor od protondéw (czy innych

uktadéw spinowych aktywnych w NMR), takich jak siarka (ONII.3), grupa triazolowa (ONII.4-



ONIL5), grupa fenylowa (ONII.6) czy atom tlenu (ONIL7). Synteza amidofosforynu
zawierajgcego podstawnik 2’-S-CF; zostata przedstawiona na Rys. 1-29A. Substratem do
syntezy byta 2’-deoksy-2’-merkaptourydyna, ktérg poddano reakcji z elektrofilowym
odczynnikiem  trifluorometylujgcym znanym pod nazwg reagenta Togni 11(98).
Regioselektywna trifluorometylacja grupy tiolowej zostata osiggnieta z 80% wydajnoscia.
Kolejne etapy syntezy objety zabezpieczenie grupy 5'OH eterem dimetoksytrytylowym (DMT)

i nastepcza konwersje do amidofosforynu. Catkowita wydajnos¢ syntezy wyniosta 60%.
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Rys. 1-29. Schemat syntezy amidofosforynéw trifluorowanych w pozycji 2’ rybozy. A) Wprowadzenie
modyfikacji 2’-S-CF3; a) 3,3-dimetylo-1-trifluorometylo-1,2-benziodoksol (reagent Togni Il), CH3OH,
78°C-> RT, 16h, 80%; b) DMT-CI, DMAP, pirydyna, RT, 16h, 81%; c) chlorek fosforoamidu-(2-cyjanoetyl)-
N,N-diizopropylu, N-etylodiizopropyloamina, CH,Cl,, RT, 2,5h, 93%. Catkowita wydajnos¢ 60%.

B) Wprowadzenie modyfikacji 2’OCFs. i) TIPDSCl,, pirydyna, RT, 5h, 86%; ii) tBuLi, CS,, CHsl, THF, -75°C =
RT, 18h, 77%; iii) bezwodnik benzoesowy, DMF, RT, 16h, 90%; iv) NBH, HF w pirydynie, CH,Cl,, -75°C =
0°C, 3h, 16%; v) DMTCI, DMAP, pirydyna, RT, 16h, 86%; vi) chlorek fosforoamidu-(2-cyjanoetyl)-N,N-
diizopropylu, N-etylodiizopropyloamina, 1-metylimidazole, CH,Cl,, RT, 2h, 92%. Catkowita wydajnos¢
7,5%.

Na tamach trzech publikacji naukowych opisano wptyw grupy 2’-S-CF3 na stabilno$¢ struktur
drugorzedowych RNA oraz wykazano wszechstronne zastosowania tak modyfikowanych RNA
w badaniach *F NMR. Odnotowano, iz podstawnik 2’-S-CFs wymusza konformacje C2’-endo
(S) rybozy, co powoduje destabilizacje duplekséw RNA (obnizenie temperatury miekniecia od
5,5°C do ponad 25°C) oraz struktur typu ,spinka do wtoséw”, przy czym efekt ten jest mniejszy
gdy modyfikowany nukleozyd znajduje sie poza obszarem dupleksu (99). Zmiana stabilnosci

jest ttumaczona zaburzeniem planarnej struktury zasad azotowych, co tym samym prowadzi



do ostabienia oddziatywan warstwowych (ang. stacking) i wigzan wodorowych pomiedzy
zasadami (100). Dla poréwnania warto przytoczy¢ przyktad modyfikacji 2’-O-CF; rybozy, ktory
zostat opisany przez te samg grupe badawczg 8 lat po publikacji wynikow dotyczacych
modpyfikacji 2’-S-CFs. Autorzy prac zaznaczyli dos¢ wymagajgcg i wieloetapowg, a co za tym
idzie, charakteryzujgcg sie réwniez niskg wydajnoscia $ciezke syntezy podjednostek
amidofosforynowych, w ktérej analog 2’OCF3-C-CEP otrzymano z wydajnoscig catkowitg na
poziomie 7,5% (Rys. 1-29B). Analogicznie jak w poprzednich pracach wykonano badania
wptywu modyfikacji 2’-0-CF; na stabilnos¢ duplekséw RNA. Jednak w tym przypadku nie
obserwowano znaczgcego obnizenia temperatur miekniecia duplekséw, co oznacza mniejszg
destabilizacje podwdjnych nici RNA niz w przypadku 2’-S-CF5 (Rys. 1-30) Ponownie mozna to
wyttumaczyé konformacja jaka przyjmuje ryboza, a badania *H NMR jasno wskazaty na forme
C3’-endo (N), ktéra jest korzystana dla zachowania oddziatywan warstwowych pomiedzy

zasadami azotowymi.
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Rys. 1-30. Badania UV/VIS stabilnosci duplekséw RNA sktadajgcych sie z dwdch pojedynczych nici (A i B)
oraz z pojedynczej nici przyjmujgcej strukture spinki do wtoséw (C i D). Mozna zaobserwowac wyrazne
roznice w wartosciach temperatur miekniecia dla wprowadzonych modyfikacji 2’-S-CF3 oraz 2’-O-CFs.
Rysunek wykonano na podstawie publikacji Micura i wsp.(99,101)

Pomimo znaczacych réznic we wtasciwosciach termodynamicznych RNA znakowanych 2’-S-CF;
oraz 2’-O-CFs wykonano szereg badan '°F NMR, w ktérych za pomocy obu modyfikacji
monitorowano procesy zmian strukturalnych RNA, oddziatywania RNA-biatko czy
oddziatywania RNA-ligand. Ponadto rozwinieto metode syntezy amidofosforyndéw
o podjednostki pirymidynowe znakowane 2’-S-CF; oraz 2’-O-CFs, co umozliwia wyznakowanie
wszystkich czterech zasad azotowych budujgcych RNA (101,102). Metodg °F NMR
monitorowano wigzanie sie liganda, 7-aminoetylo-7-deazaguaniny (preQ;) ze modyfikowanym
ryboprzetgcznikiem (ang. riboswitch), ktéry jest matym aptamerem RNA wystepujgcym

w bakteriach Thermoanaerobacter tengcongensis oraz Fusobacterium nucleatum. Zwigzanie



sie liganda (preQi) stabilizuje strukture aptameru, co bylo obserwowane dzieki zmianom

w przesunieciach chemicznych na widmach °F NMR (101) (Rys. 1-31).
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Rys. 1-31. Monitorowanie oddziatywania RNA-ligand metodg °F NMR. A) Struktura drugorzedowa
ryboprzetgcznika preQl-I bakterii Thermoanaerobacter tengcongensis z zaznaczong na czerwono pozycjg
2’0CF3; B) Struktura drugorzedowa ryboprzetacznika preQl-1 bakterii Fusobacterium nucleatum
z zaznaczong na czerwono pozycjg 2’0OCFs; Po lewej stronie przedstawiono schematyczny model
fatdowania wspomaganego aptamerami pseudowezta RNA i stabilizacji poprzez wigzanie matej czasteczki
7-aminometylo-7-deazaguaniny (preQl) (zaznaczona na niebiesko). W Srodkowej czesci zaprezentowano
widma °F NMR. Rysunek wykonano na podstawie pracy Micura i wsp.(101).

Dwa niniejsze podrozdzialy zawieraja wiele przyktadéw struktur i zastosowan
fluorowanych kwaséw nukleinowych w badaniach biofizycznych. Jak pokazano, wprowadzenie
modyfikacji w obrebie zasady azotowej lub rybozy wywiera zmiany w strukturze
modyfikowanego nukleozydu, ktére moga mie¢ negatywny wplyw na stabilnos¢

i oddziatywania DNA i RNA. Rozwigzaniem tych probleméw moze by¢ wprowadzenie



fluorowanego elementu w wiekszej odlegtosci od struktur stabilizujgcych podwdjne helisy czy

interakcje z biatkami i ligandami, co zostanie opisane w kolejnym podrozdziale.

Tabela 1.5. Oligonukleotydy fluorowane w obrebie rybozy. Oznaczenia: SPS — synteza na podtozu
statym, E — synteza enzymatyczna.
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1.2.4.4 Fluor wprowadzony na koricu nici oligonukleotydowej

W ostatniej kategorii zebrano nieliczne przyktady oligonukleotydéw wyznakowanych
fluorem na koncu 5’ lub 3’ nici polimeru (Tabela 1.6). Jedynym przyktadem znakowania
na koncu 3’ jest deoksyrybonukleotyd ONIII.1, ktéry otrzymano z komercyjnie dostepnych
substratow. Metoda syntezy zostata zaadaptowana z metod post-translacyjnej modyfikacji
biatek, gdzie wykorzystuje sie naturalnie wystepujace reaktywne grupy funkcyjne (NH,, SH,
OH) (109). Modyfikacje tych grup mogg zostaé przeprowadzone w warunkach wodnych lub
czesciowo wodnych, co dodatkowo utatwia i zwieksza wydajnos¢ syntezy. W przypadku
oligonukleotydu ONIII.1 przeprowadzono reakcje pomiedzy grupa tiolowg umieszczong na
koncu 3’ oligonukleotydu a 2-bromo-1-[3,5-di(trifluorometyl)fenyloletan-1-onem (TFB).
W reakcji tej, przebiegajacej wedtug mechanizmu Sy2, grupa tiolowa petni role nukleofila
reagujgcego z elektrofilowym halogenkiem alkilowym. Do zalet tej metody syntezy autorzy
zaliczajg dostepnos¢ handlowg zaréwno TFB, jak i modyfikowanego siarka oligonukleotydu.
Kolejnymi zaletami sg wysoka reaktywnos¢ grupy tiolowej oraz, co najwazniejsze, obecnos¢
szesciu (dwie grupy CF3) rownocennych magnetycznie atoméw fluoru, co zwieksza stosunek
sygnatu do szumu na widmach °F NMR (110). Zaprojektowany oligonukleotyd petnit funkcje
sondy molekularnej w postaci tzw. molekularnej latarni (ang. molecular beacon, MBC). MBC to
sekwencja nukleotyddw przyjmujgca w roztworze postacé spinki do wtoséw o funkcji sondy
hybrydyzacyjnej (111). Molekularne latarnie standardowo zbudowane s3 z pary fluoroforéw
zdolnych do wykazywania zjawiska transferu energii rezonansu fluorescencji (FRET, ang.
Férster resonance energy transfer). Sonda tego typu zawiera fluorofor "donorowy" na jednym
koncu oligonukleotydu i ,,akceptorowy" fluorofor lub wygaszacz na drugim koncu. W swoim
natywnym stanie spinki do wtoséw, w ktérym oba fluorofory sg blisko siebie, obserwuje sie
niskg fluorescencje donora ze wzgledu na transfer energii do wygaszacza. Gdy dojdzie do
linearyzacji sondy molekularnej (na skutek hybrydyzacji z innym oligonukleotydem lub pod
wptywem wysokiej temperatury) donor i wygaszacz oddalaja sie od siebie, a fluorescencja tego
pierwszego zostaje przywrécona. W przytoczonej pracy podobng logike zastosowano do
stworzenia sondy °F NMR. Mechanizm ,wygaszania” sygnatu °F NMR oparto na zjawisku
wzmocnionej relaksacji paramagnetycznej (PRE, ang. paramagnetic relaxation enhancement).
Poszerzenie sygnatu na widmie F NMR nastepuje na skutek odziatywania dipolarnego
pomiedzy grupg chemiczng zawierajgcy niesparowany elektron (rodnik) a spinem jgdrowym

fluoru. Oddziatywanie to powoduje bardzo duze przyspieszenie relaksacji uktadu spinowego,



czego konsekwencjg jest skrécenie czaséw relaksacji (T1 i T2) i poszerzenie sygnatu NMR.
Podobnie jak w przypadku FRET, efekt PRE zalezy od dystansu pomiedzy znacznikami z
maksymalna efektywng odlegtoécia wynoszaca 35 A (112). Oddalenie sie od siebie
niesparowanego elektronu i uktadu spinowego na odlegtoé¢ wieksza niz 35 A przywraca sygnat
na widmie °F NMR (Rys. 1-32). Sonda wyznakowana TFB zostata wykorzystana do badania
zmian hybrydyzacyjnych. Innym przyktadem wykorzystujacym ten sam mechanizm obserwacji
zmian struktury oligonukleotyddw jest sonda wyznakowana fluorem na koricu 5’ (ONIIl.2), a
rodnikiem na koncu 3’. Idea zastosowania jest ta sama, natomiast synteza zostata wykonana

catkowicie na podtozu statym (113).
'°F Beacon A i o
MANMMM /A A “v‘)‘ )

'“F Beacon
+ Mismatched Target

Hybrydyzacja AP A AN
e
HN S, : <\ 4 T ) F Beacon

\ =0 @ ) . + Mismatched Target [
<\ 1) 6N ) + Matched Target

A\ (%)
e D _
o X @ T T T T T T

-82.5 626 627 628 629 -63.0

ppm

Rys. 1-32. Mechanizm dziatania sondy molekularnej wykorzystujacej zjawisko PRE. Po lewej stronie
struktura ,molecular beacon”. Po prawej stronie zaprezentowano widma °F NMR. Od gory: widmo sondy
molekularnej w strukturze ,molecular beacon”, widmo °F NMR po dodaniu niekomplementarnej
sekwencji oligonukleotydowej oraz widmo °F NMR po dodaniu sekwencji pasujgcej oraz przywrdcenie
sygnatu °F NMR na skutek oddalenia sie od siebie rodnika i znacznika fluorowego. Zaczerpnieto z pracy
Dempsey i wsp. (110).

Do dobrze opisanych i ciekawych przyktadéw znacznikéw fluorowych mozna zaliczy¢
rowniez modyfikacje konca 5’ oligonukleotydéow grupg 3,5-bis-(trifluorometylo)fenylowg
(ONIILL3, ONIIL4.1) oraz (trifluorometoksy)fenylowg (ONIII.4.2). Syntezy takich sond
molekularnych dokonano z wykorzystaniem odpowiednich podjednostek
amidofosforynowych wtgczanych na ostatnim cyklu syntezy kwasu nukleinowego na podtozu

statym (Rys. 1-33).
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Rys. 1-33. Struktury amidofosforynéw wykorzystanych do znakowania 5’ korica oligonukleotydéw RNA
oraz DNA.

Znacznik fluorowy wbudowano do sekwencji RNA bogatej w guaniny zdolnej do tworzenia
G-kwadruplekséw (ONIII.3). Metodg °F NMR monitorowano procesy tworzenia sie struktur
G-kwadruplekséw oraz oddziatywania G-kwadruplekséw z biatkami oraz ligandami(114).
Autorzy posuneli sie o krok dalej, gdyz wykonali zestaw eksperymentdw in vitro obejmujacych
identyfikacje G-kwadruplekséw RNA oraz wyzej rzedowych G-kwadruplekséow (dwie
podjednostki) w komdrkach oocytéw zaby Xenopus (115) (Rys. 1-34). Kolejna praca tej samej
grupy badawczej opublikowana w 2020 roku (116) opisuje zastosowanie podobnych
znacznikow fluorowych, jednak potozonych blizej zasad azotowych (brak linkera, jedynie
obecnos¢ jednej grupy fosforanowej). Dzieki temu mozliwe byto monitorowanie bardziej
subtelnych zmian w strukturach oligonukleotydéw. Sonde ONIIl.4.1 oraz ONIIl.4.2
wykorzystano do monitorowania tworzenia sie G-kwadruplekséw DNA oraz RNA, jak i do
monitorowania tworzenia sie hybryd G-kwadrupleksow sktadajgcych sie z nici rybonukleotydu

i deoksyrybonukleotydu. Badania wykonano réwniez w komérkach Hela (116).
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Rys. 1-34. A) Schemat eksperymentu in vitro identyfikacji struktur G-kwadrupleksow w komorkach
oocytéw za pomocyg °F NMR. W eksperymentach wykorzystano sonde ONIII.3; B) Widma F NMR
uzyskane w trakcie eksperymentu. Rysunek wykonany na podstawie Bao i wsp. (115).

Do znacznikéw znajdujgcych sie na 5’ koncu nici oligonukleotydowej zaliczajg sie takze

grupy fluorofosforanowa i fluorodifosforanowa (FP oraz FPP), ktore sg tematem niniejszej



rozprawy doktorskiej. Ich synteza oraz zastosowania jako sond molekularnych w badaniach °F

NMR zostanie przedstawiona w rozdziatach opisujgcych wyniki badan wtasnych.

Tabela 1.6. Oligonukleotydy fluorowane na korcu 5’ lub 3’ nici. Oznaczenia: SPS — synteza na podtozu
statym, E — synteza enzymatyczna.
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1.3  Wykorzystanie zwigzkéw fluorowanych jako substratéw reporterowych

1.3.1 Monitorowanie reakcji enzymatycznych za pomocg fluorescencji

Istnieje niewiele przyktaddéw na biologiczng synteze de novo zwigzkdw fluoroorganicznych.
Przyczyna tego moze by¢é m. in. bardzo silna solwatacja jonéw fluorkowych w wodzie, przez co
jest on trudno dostepny biochemicznie. Fluorowane zwigzki organiczne sg syntetyzowane
przez bakterie z rodzaju Streptomyces oraz niektdre rosliny (119), a lista znanych naturalnych
analogow zawierajgcych fluor jest bardzo krotka i ogranicza sie do okoto dwunastu czasteczek
(120). Stabilne chemicznie fluorowane zwigzki mogg by¢ aktywne biologicznie w Srodowisku
komdérkowym i moga ulegad transformacjom do metabolitéw, a w tym do jondw fluorkowych.
Przyktadami enzymatycznej hydrolizy wigzania C-F s3: - przeksztatcenie przez dehalogenaze
fluorooctanowa fluorooctanu do glikolanu i jonéw fluorkowych (121) (Rys. 1-35A);
- przeksztatcenie przez dehalogenaze 4-fluorobenzoesanowa 4-fluorobenzoesanu do jonéw

fluorkowych i 4-hydroksybenzoesanu (122) (Rys. 1-35B).
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Rys. 1-35. Enzymatyczna hydroliza wigzania C-F.
Hydrolizie enzymatycznej ulegajg takze chemicznie otrzymane fluorowane zwigzki (123),
awsrdd nich znajdujg sie analogi nukleotydow modyfikowane fluorem w tancuchu

fosforanowym takie jak AMPF, ADPF, ATPF, UMPF i GTPF (Tabela 1.8).

Fluorowane zwigzki mogg by¢ metabolizowane z uwolnieniem fluorkéw, a zjawisko to
moze zosta¢ uzyte do monitorowania tych przemian. Z tego powodu zwigzki, ktore ulegajg
reakcjom enzymatycznym z uwolnieniem fluorkéw, sg kolejnym rodzajem fluorowanych sond
molekularnych. Obecnie stosowane metody oznaczania fluorkdw w roztworach wodnych
i wodno-organicznych wykorzystujg elektrody jonoselektywne (124), chromatografie

jonowymienng (125) czy spektroskopie °F NMR, jednak sg one czasochtonne oraz wymagaja



zastosowania zaawansowanej aparatury badawczej. Co wiecej, ani metody NMR, ani
elektrochemiczne nie pozwalajg na miniaturyzacje aparatury do takiego poziomu, aby
umozliwi¢ obserwowanie procesdéw biologicznych in vivo. Rozwigzaniem powyzszych
probleméw jest zastosowanie metod kolorymetrycznych czy fluorescencyjnych, ktére
charakteryzuja sie wysoka czutoscig z dolnym limitem detekcji na poziomie nanomoli oraz
mozliwoscig do wyznaczania ilosci jondw fluorkowych w komdrkach, co zostato oméwione
szeroko w pracy przegladowej Zhou i wsp. (126). Jedna z grup sensoréw fluorkowych oparta
jest na reakcji chemicznej zachodzacej pomiedzy jonami fluorkowymi a kwasami Lewisa.
Strategia tego podejscia obejmuje faworyzowang fluorkami reakcje hydrolizy wigzania Si-O lub
Si-C z utworzeniem wigzania Si-F, co wynika z duzej réznicy energii dysocjacji wigzan
(odpowiednio 69, 103 oraz 147 kcal/mol?). Reakcje, w ktérych tworzy sie wigzanie krzem-fluor
kosztem wigzan krzem-tlen i krzem-wegiel zachodzg szybko i nieodwracalnie. Etery sililowe
(R1R2R3Si-O-R; gdzie Ri4 to grupa alkilowa lub arylowa) s szeroko stosowane jako
podstawniki  blokujgce grupy hydroksylowe w czasteczkach o wtasciwosciach

fluorescencyjnych.
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Rys. 1-36. A) Schematyczne przedstawienie dziatania fluorescencyjnych sond fluorogenicznych;
B) Przyktady stosowanych grup zabezpieczajgcych.

Mechanizm chemosensoréw fluorescencyjnych opartych o wykorzystanie eteréw sililowych
jest bardzo prosty. Zwigzek z zablokowang grupg hydroksylowg nie wykazuje wifasciwosci
fluorescencyjnych (wynika to z braku obecnosci tadunku ujemnego na grupie hydroksylowej,
co powoduje ostabienie sprzezenia elektronéw 1T w uktadzie aromatycznym fluoroforu) lub
wiasciwosci te sg zmienione, np. inna dtugosé fali emisji promieniowania. W obecnosci

fluorkéw dochodzi do ich reakcji z atomem krzemu. Wigzanie Si-O zostaje zerwanie, grupa

2 Luo, Y.-R. Comprehensive Handbook of Chemical Bond Energies; CRC Press: Boca Raton, FL, 1997



hydroksylowa zostaje uwolniona, a konsekwencjg jest powrdt wtasciwosci fluorescencyjnych
chemosensora (nastepuje odtworzenie sprzezonego uktadu elektrondw TT). Idea dziatania
sensorow fluorkowych wraz ze strukturami najpopularniejszych eterdw sillilowych zostata
przedstawiona na Rys. 1-36. Sondy fluorkowe rdéznig sie miedzy sobg budowg chemiczng,
w ktdrej mozna wyrdzni¢ fluorofor (grupe funkcyjng lub uktad pierscieni aromatycznych
zdolnych do absorpcji promieniowania elektromagnetycznego o okreslonej dtugosci fali) oraz
grupe zabezpieczajgcg. Rézna struktura sondy wptywa na limit detekcji jondw fluorkowych,
wymagany czas inkubacji z jonami, jak i rozpuszczalnik, w ktérym dochodzi do reakgji

chemicznej. Reprezentatywne przyktady zebrano w Tabela 1.7.

Tabela 1.7. Przyktady sond czutych na jony fluorkowe.
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Dobra sonda fluorogeniczna powinna spetnia¢ kilka warunkow i sg to: - selektywnos¢ tylko
wobec jondw fluorkowych, - rozpuszczalno$¢ sondy w warunkach wodnych lub z dodatkiem
niewielkiej ilosci fazy organicznej, - stabilno$¢ chemiczna sondy przez okres znacznie

przekraczajgcy czas trwania reakcji z fluorkami; - niski limit detekcji (wysoka czutos¢); -



mozliwos$¢ detekcji nie tylko organicznych soli fluorkowych (TBAF), ale przede wszystkim soli
sodowych (NaF) oraz liniowa zaleznos¢ fluorescencji od stezenia jonow fluorkowych w jak
najwiekszym zakresie. Wydaje sie, ze wszystkie powyzisze warunki spetnione zostaty dla
chemosensora, w ktorym fluoroforem byta fluoresceina zabezpieczona grupg TBDPS (eter tert-
butylodifenylosililu). Zwiekszong rozpuszczalnos¢ w wodzie oraz biokompatybilnos¢ zapewnito
pofaczenie fluoresceiny z heksoza poprzez tacznik triazolowy (131) (Rys. 1-37). Zaprojektowana
sonda wykazata selektywnos$¢ wobec jonéw F, limit detekcji na poziomie 0,38 mg/L, a nawet
mozliwo$¢ detekcji zmian gotym okiem od stezenia jonéw F 1,5 mg/L. Chemosensor
wykorzystano do oznaczenia ilosciowego fluorkéw w rzece Dongijang (Prowincja Guangdong,
Chiny) oraz do obrazowania komérek HepG2 (komdrki nowotworu watrobowo komaérkowego)

(131).
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Rys. 1-37. A) Reakcja chemosensora z jonami fluorkowymi; B) Selektywnosé. Widmo emisji fluorescencji
sondy w obecnosci jondw F oraz innych anionéw (CI-, CN, COs%, H,P04%, HCO3', Br, AcO", SO4%, I, N3~ oraz
NOs) w zakresie stezen od 1,2 mM do 200 mM; B) Liniowa zalezno$¢ intensywnosci fluorescencji od
stezenia jondw F (01,4 mM NaF); C) Obraz fluorescencyjny komérek HepG2 po 1h inkubacji. Ay, = 470
nm, Aem = 520 nm. Rysunek wykonano na podstawie pracy Weiiwsp.(131)

Oznaczanie ilosci jonow fluorkowych w mediach wodnych to nie jedyne zastosowanie
chemosensoréw fluorkowych. Sondy te z powodzeniem zastosowano do monitorowania
postepu reakcji enzymatycznej, w ktérej jednym z produktéw sg fluorki. Przyktadem
chemosensora uzytego do monitorowania postepu hydrolizy enzymatycznej jest ponownie
pochodna fluoresceiny. W badaniach opisanych przez Rydzik i wsp. (132) opracowano
eksperyment wysokoprzepustowy oparty na detekcji jondw fluorkowych uwalnianych

w trakcie enzymatycznej przemiany fluorowanego substratu z enzymem dioksygenazg



y-butyrobetainy (BBOX) przy uzyciu sondy tert-butylodimetylosililo-fluoresceiny. BBOX jest
oksygenazg zalezng od 2-oksoglutaranu (20G) i katalizuje ostatni etap biosyntezy karnityny z y-
butyrobetainy (GBB) (Rys. 1-38A). BBOX jest wazna dla rozwoju klinicznie uzytecznych
inhibitoréw oksygenaz zaleznych od 20G, poniewaz ich inhibicja moze mie¢ efekty
terapeutyczne. Przyktadowo propionian 3-(2,2,2-trimetylohydrazyny) (THP), ktory jest
uzywany w leczeniu anginy oraz stosowany w przypadku zawatu miesnia sercowego,
oddziatuje z BBOX w komodrkach (133,134). Badacze syntetycznie przygotowali fluorowe
pochodne GBB, gdzie jedna z nich okazata sie dobrym substratem dla BBOX i jest to pochodna
kwasu butanowego (35)-3-fluoro-4-(trimetyloaminy) ((S)-GBBF). W wyniku reakcji (S)-GBBF z
BBOX nastepuje reakcja hydroksylacji do produktu P1 oraz uwolnienie jonéw F (Rys. 1-38B),
ktore w kolejnym etapie eksperymentu reagujg z sondg fluorogeniczng i mozliwy jest pomiar
intensywnosci  fluorescencji (Rys. 1-38C). Eksperyment zaadaptowano do formatu
wysokoprzepustowego poszukiwania inhibitoréw, tj. reakcje enzymatyczne i reakcje z sondg

fluorogeniczng prowadzono na ptytkach 96-dotkowych (132).
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Rys. 1-38. A) Ostatni etap biosyntezy (R)-karnityny, w ktéorym bierze udziat enzym BBOX; B)
Enzymatyczne przeksztatcenie nienaturalnego fluorowego substratu przez enzym BBOX; C) Reakcja
powstatych fluorkéw z sondg fluorogeniczna.



1.3.2  Monitorowanie reakcji enzymatycznych metoda *°F NMR

Wysokoprzepustowe metody badawcze HTS (ang. High Throughput Screening)
sg nieodtgczonym etapem poszukiwania lekéw. Metody HTS umozliwiajg identyfikacje
zwigzkdéw biologicznie czynnych, co oznacza wskazanie czasteczki, ktora najsilniej oddziatuje,
atym samym wywiera najwiekszy wptyw na zadany obiekt terapeutyczny. Obiektem tym
czesto s biatka o aktywnosci katalitycznej (enzymy), dla ktérych poszukuje sie zwigzkéw
hamujacych ich funkcje lub biatka, ktére nie s3 enzymami, ale ich zwigzanie sie z lekiem
indukuje zmiany w funkcjonowaniu komorek. Metody HTS oparte sg czesto o bardzo czute
techniki pomiarowe, takie jak spektrofluorymetria lub radiometria (135). Podejscia te
napotykajg jednak kilka problemoéw takich jak konieczno$¢ wprowadzenia duzego znacznika
fluorescencyjnego, trudnosci w znakowaniu radioaktywnym i fluorescencyjnym czasteczek
biologicznych czy niebezpieczenstwa zwigzane z radioaktywnoscig. Dlatego opracowywane s3
nowe, wydajne, szybsze i mniej inwazyjne (w kontekscie wplywu na oddziatywania
miedzyczasteczkowe) metody, a jedng z nich jest zastosowanie spektroskopii °F NMR.
Spektroskopia °F NMR umozliwia badanie zaréwno oddziatywari miedzyczasteczkowych jak
i Sledzenie proceséw biochemicznych, co opisywane jest przez dwie oddzielne metody
badawcze. Pierwszg metodg jest FAXS (136) (ang. fluorine chemical shift anisotropy and
exchange for screening), a drugg FABS (137) (ang. fluorine atoms for biochemical screening).
Obie metody sg wykorzystywane do screeningu opartego o ligandy, screeningu funkcjonalnego

oraz screeningu bibliotek zwigzkéw (138).
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Rys. 1-39. Schematyczne przedstawienie metody FAXS i FABS.
FAXS to metoda oparta o zjawisko, w ktérym badana czgsteczka wypiera ligand z jego
biatkowego kompleksu na zasadzie konkurencji o miejsce wigzania. W tym celu wykorzystuje

sie dwie molekuty wyznakowane atomem/atomami fluoru. Pierwsza z nich to tzw. czasteczka



reporterowa (ang. spy molecule), ktéra posiada stabe powinowactwo do badanego biatka oraz
druga, ktora petni funkcje czasteczki kontrolnej i nie posiada powinowactwa do badanego
biatka (Rys. 1-39). Po zwigzaniu sie z biatkiem szerokoé¢ linii sygnatu °F NMR czasteczki
reporterowej zwieksza sie. Zmiana szerokosci potdéwkowej sygnatu (Wy2) zwigzana jest ze

skréoceniem czasu relaksacji T, (czas relaksacji magnetyzacji poprzecznej):
1
Wl/z = TL'_TZ (1.3.1)

Zgodnie z réwnaniem 1.3.1, dla T, wyrazanego w sekundach, szerokos$¢ potéwkowa sygnatu
jest odwrotnie proporcjonalna do czasu relaksacji spin-spin (T;). Znaczne skrécenie czasu
relaksacji poprzecznej wystepuje, gdy rezonujgce jgdra zmieniajg periodycznie swojg czestosc¢
Larmora, a zmiana tej czestosci wynika z proceséw wewnatrzczasteczkowych takich jak
przeniesienie protonu, zmiana konformacji czy tautomeria walencyjna3. Dlatego sygnaty
duzych makromolekut (lub ligandéw, ktére sg z nimi zwigzane), w ktorych
prawdopodobienstwo wystepowania tych proceséw jest wieksze, bedg znacznie poszerzone
w poréwnaniu z sygnatami matoczasteczkowych ligandéw w roztworze bez biatek. Zasada ta
stosowana jest nie tylko do monitorowania oddziatywania biatko-ligand, ale takze kwas
nukleinowy-biatko lub kwas nukleinowy-ligand. W typowym eksperymencie FAXS do badanego
roztworu, ktéry zawiera badany cel (biatko), molekute kontrolng i reporterowg dodaje sie
innego zwigzku (pochodzacego np. z biblioteki zwigzkéw o potencjalnych wtasciwosciach
inhibitorowych). Jezeli badany zwigzek ma powinowactwo do biatka, wypiera on czasteczke
reporterowa, a na widmie °*F NMR obserwujemy wzrost intensywnosci jej sygnatu. Badane

ligandy nie muszg by¢ znakowane atomem fluoru.

Metoda FABS moze by¢ stosowana w przypadku biatek, ktore wykazujg aktywnosé
enzymatyczng i oparta jest na ocenie postepu reakcji enzymatycznej metodg °F NMR.
Do przeprowadzenia eksperymentu FABS wymagany jest zwigzek wyznakowany fluorem, ktéry
jest substratem dla badanego enzymu. W wyniku reakcji enzymatycznej powstajacy produkt
ma odmienng strukture chemiczng od substratu, a otoczenie chemiczne wokét atomu fluoru
zmienia sie, co w konsekwencji mozemy obserwowaé na widmie 1°F NMR poprzez pojawienie
sie sygnatu od produktu reakcji o innym przesunieciu chemicznym niz substrat (Rys. 1-39).

Metoda ta moze by¢ stosowana do badania przesiewowego inhibitorow reakcji

3 Giinther, Harald “NMR Spectroscopy Basic Principles, Concepts, and Applications in Chemistry”



enzymatycznych, ktére mogg miec potencjalne znaczenie terapeutyczne jako leki hamujgce
procesy chorobotworcze. Obie przedstawione metody sg do siebie podobne, jednak metoda
FAXS umozliwia badanie wszystkich biatek, dla ktérych znany jest fluorowany ligand, natomiast

w metodzie FABS dodatkowo niezbedna jest aktywnos$¢ enzymatyczna badanego biatka.
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Rys. 1-40. Reakcja enzymatyczna przeksztatcenia NAAD* w NAD*. PPi - difosforan

Metode FABS wielokrotnie stosowano do poszukiwania inhibitoréw reakcji
enzymatycznych. Przyktadami sg zastosowania zwigzkéw fluorowanych jako sond
molekularnych z wykorzystaniem metody °F NMR (139,140). Swoje zastosowanie w tej
dziedzinie znalazty réwniez nukleotydy. Syntaza dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
(NadE) katalizuje zalezng od adenozynotrifosforanu (ATP) reakcje przeksztatcenia
dinukleotydu adeninowego kwasu nikotynowego (NAAD*) do jego amidu, tj. dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NAD*) (141) (Rys. 1-40). W trakcie tej reakcji ATP przeksztatcany
jest do AMP oraz nieorganicznego difosforanu (PPi). W jednej z prac podjeto sie opracowania
metody poszukiwania inhibitorow tej reakcji enzymatycznej i innych reakcji wykorzystujacych
ATP jako zrédto energii, w oparciu o fluorowane substraty i technike °F NMR (142). Pierwsza
zbadang sondg byt analog ATP zawierajacy fluor w pozycji 2’ rybozy (2'F-ATP, Rys. 1-41A). Jak
zaprezentowano ha Rys. 1-41C sygnat na widmie °F NMR pochodzacy od 2’F-ATP nie zmieniat
sie, co oznacza, ze wprowadzona modyfikacja nie byta akceptowana przez syntaze NadE
i zwigzek nie ulegat hydrolizie. Uzyteczno$¢ 2'F-ATP jako sondy molekularnej zaprezentowano
na przyktadzie innego enzymu, tj. kinazy PDK1 (kinazy katalizujg reakcje przeniesienia grupy
fosforanowej ze zwigzku wysokoenergetycznego, np. ATP na docelowy substrat), ktéra
przeksztatcita trifosforan nukleozydu do 2’F-ADP, a caty proces monitorowano w czasie metodg
1F NMR na podstawie zmieniajacej sie intensywnosci sygnatéw substratu i produktu oraz ich
roznego przesuniecia chemicznego (Rys. 1-41D). Drugy zbadang sondg byt analog ATP
z atomem fluoru w pozycji 2 adeniny, 2F-ATP (Rys. 1-41B). 2F-ATP okazat sie substratem



zarowno dla NadE, jak i PDK1. Ponownie proces hydrolizy substratu monitorowano technika
19F NMR na podstawie réznic w przesunieciach chemicznych sygnatéw 2F-ATP i 2F-AMP (Rys.
1-41E, reakcja z NadE) oraz 2F-ATP i 2F-ADP (Rys. 1-41F, reakcja z PDK1).
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Rys. 1-41. Fluorowane analogi ATP jako sondy molekularne w badaniach metodg °F NMR (142). A) Analog
2'F-ATP, B) Analog 2F-ATP, C) Reakcja 2’'F-ATP z NadE, D) Reakcja 2'F-ATP z PDK1, E) Reakcja 2F-ATP z NadE,
D) Reakcja 2F-ATP z PDK1. Rysunek zaczerpnieto z pracy Stockman i wsp. (142).

Nastepnie 2F-ATP wykorzystano jako sonde molekularng do identyfikacji inhibitoréw
kinazy PDK1. Zbadano biblioteke zwigzkéw skfadajgcy sie z 900 czgsteczek. Eksperyment
wykonano na ptytce 96-dotkowej. W kazdym z 90 dotkéw znajdowaty sie mieszaniny 10
czgsteczek, 2F-ATP, PDK1 oraz bufor. Dodatkowo przeprowadzono 3 kontrole negatywne
(dezaktywowany enzym) oraz 3 kontrole pozytywne (reakcje bez inhibitoréw), a dla tych
drugich poziom przereagowania 2F-ATP do 2F-ADP wynidst okoto 60%. Po wygaszeniu reakgcji,
mieszaniny przenoszono do probdéwek NMR i rejestrowano widma '°F NMR. Przebieg reakcji
okreslano na podstawie stosunku sygnatéw (pdl powierzchni) czgsteczek reporterowych.
Dla reakcji, w ktérych nie zaobserwowano hydrolizy substratu stwierdzano inhibicje procesu,
a dla reakcji, w ktorych substrat ulegt catkowitemu przeksztatceniu stwierdzano aktywacje
(Rys. 1-42A). W ten sposdb zawezono liczbe potencjalnie aktywnych czgsteczek z 900 do 30.
Aby zidentyfikowaé, ktéry zwigzek jest inhibitorem, a ktéry aktywatorem przeprowadzono 30
oddzielnych reakcji enzymatycznych, ktére réwniez analizowano metodg °F NMR,
co ostatecznie pozwolito na zidentyfikowanie dwdch inhibitoréw oraz jednego aktywatora

(Rys. 1-42B).
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Rys. 1-42. A) Wynik F NMR badania przesiewowego 900 czgsteczek jako potencjalnych inhibitoréw kinazy
PDK1. B) Wyniki °F NMR reakcji enzymatycznych z pojedynczymi czgsteczkami wyselekcjonowanymi na
podstawie eksperymentu przesiewowego. Badane zwigzki wchodzity w sktad mikstur czgsteczek bedgcych
w dotkach B4, C6 oraz F9. Rysunek zaczerpnieto z pracy Stockman i wsp. (142).



1.4 Fluorofosforan jako modyfikacja grupy fosforanowe;j

Aniony fluorofosforanowe sg jednymi z analogédw anionéw fosforanowych
i s3 ugrupowaniami stabilnymi chemicznie. Niemniej jednak, wigzanie P-F czesto kojarzone jest
z wysoka niestabilnoscig i podatnoscia na substytucje, co jest prawdziwe w przypadku
zwigzkdw pozbawionych tadunku ujemnego w modyfikowanej reszcie fosforanowej, np.
diestrow fluorofosforanowych czy monoestréw fluorofosfonianowych. Zamaskowanie
tadunkow ujemnych wokét atomu fosforu znaczaco zwieksza jego elektrofilowos¢. Pochodne
tego typu natychmiast reagujg z nukleofilami, np. grupg hydroksylowg znajdujgcy sie
w centrum aktywnym acetylocholiny (seryna), tworzac wigzanie kowalencyjne,
co w konsekwencji prowadzi do blokady funkcji acetylocholinoestarazy i paralizu funkcji
komarek (143). Zwigzki fosfonianowe zawierajgce wigzanie P-F takie jak sarin, etylosarin czy

soman byly stosowane jako gazy bojowe (Rys. 1-43).
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Rys. 1-43. Roznice w budowie strukturalnej pomiedzy stabilnym chemicznie fluorofosforanem
a reaktywnymi zwigzkami fluorofosforanowymi.

W przypadku fluorofosforanu sytuacja jest wrecz odwrotna. Obecnos$é¢ ujemnie
natadowanego atomu tlenu bezposrednio zwigzanego z atomem fosforu prowadzi do
zmniejszenia elektrofilowosci atomu fosforu oraz odpycha elektrostatycznie potencjalne
nukleofile, czynigc wigzanie P-F znacznie mniej reaktywnym. W trakcie kilkuletniej pracy z tymi
zwigzkami nie zauwazytem braku stabilnosci chemicznej 5’-fluorofosforanéw nukleozydow,
zarowno w wodzie, jak i w buforach o réznym pH. Wprowadzenie atomu fluoru w obrebie
terminalnego fosforanu tworzy analog, ktory jest izostrukturalny i izoelektronowy w stosunku
do niemodyfikowanych nukleotydéw. Fluor zastepuje ujemnie natadowany atom tlenu, przez
co fluorofosforan przyjmuje mniejszy fadunek wypadkowy w fizjologicznym pH, a tym samym
powinowactwo do kationdw dwuwartosciowych metali jest mniejsze. W rezultacie,

5’-fluorofosforanowe analogi nukleotydéw mogg by¢ rozwazane jako mimiki protonowanych



5’-(oligo)fosforanéw lub 5’-fosfosiarczandw i moga stac sie nukleotydowymi substratami dla

enzymow rozpoznajacych te grupy zwigzkéw (Rys. 1-44).
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Rys. 1-44. Poréwnanie struktury tancucha fluorofosforanowego nukleotyddw i zwigzkdéw pokrewnych
strukturalnie wystepujacych w przyrodzie. R odnosi sie do 5’-nukleozydu.

Jedng z konsekwencji wprowadzenia fluoru w obreb fosforanu jest zabranie jednego tadunku
ujemnego z czasteczki, lecz jednoczesnie zostaje wprowadzony atom o najwiekszej
elektroujemnosci. Wysoka elektroujemnos¢ atomu fluoru oraz obecnos¢ trzech wolnych par
elektronowych na powtokach walencyjnych powoduje powstanie efektéw elektronowych
w czgsteczce, w sktad ktdrej wchodzi fluor (144). Wysoka elektroujemnosé tego atomu
powoduje bardzo silny efekt indukcyjny kierowania gestosci elektronowej ku sobie, co sprzyja
tworzeniu wigzania typu sigma, o. Energia wigzania miedzy fluorem a fosforem
wynosi -439 kJ/mol i jest to wyjgtkowo silne wigzanie, biorgc pod uwage jego pojedynczy
charakter. Wptyw na duzg energie potrzebng do rozerwania wigzania chemicznego P-F mozna
wyttumaczy¢ charakterem zwrotnym/redonorowym wigzania (ang. back bonding), w ktérym
elektrony m fluoru skierowane sg w strone pustych orbitali d atomu fosforu (145). Efektem
wigzania zwrotnego zawsze jest zwiekszenie rzedu oraz wzmocnienie i zmniejszenie dtugosci
wigzania pomiedzy atomami. W kontekscie biologicznym znaczenie ma tez rozmiar fluoru. Jego
promien van der Waalsa wynosi 1,35 A (wedtug Paulinga), co plasuje fluor pomiedzy atomem
wodoru (1,20 A) a atomem tlenu (1,40 A) (146), dlatego obecno$¢ fluoru w fosforanie
nie powoduje dodatkowych zawad sterycznych. Ponadto, modyfikowany fluorofosforanem
nukleotyd moze wcigz by¢ zaangazowany w oddziatywania hydrofilowe z wodg, ktére s3
kluczowe w przeksztatceniach enzymatycznych biomolekut, wigczajgc w to zdolnosé fluoru
do tworzenia wigzan wodorowych (147). W dalszych podrozdziatach zostang omdwione
przyktady enzymow, ktore akceptujg 5’-fluorofosforanowe analogi nukleotyddow jako

substraty.



1.5 Metody syntezy fluorofosforanowych analogéw nukleotyddéw

Znanych jest kilka podejs¢ syntetycznych umozliwiajacych otrzymanie 5’-fluorofosforanow
nukleozydow. Najwczesniejszy przyktad zostat opisany na poczatku lat 60-tych ubiegtego wieku
przez Wittmanna (148). Metoda ta polega na fluorowaniu 5-fosforanéow nukleozydéw
za pomocy 2,4-dinitrofluorobenzenu w obecnosci tributyloaminy w DMF (Schemat 1-3A).
Innym przyktadem jest kondensacja 2’,3’-cyklicznych nukleozydéw z fluorofosforanem
pirydyny w obecnosci N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu (149) (Schemat 1-3B). Metodg t3
otrzymano 5’-fluorofosforan inozyny z wydajnoscia 26%. Kolejna metoda umozliwiajgca
otrzymywanie 5’-fluorofosforanéw takich zwigzkéw jak 3’-azydo-3’-deoksytymidyna,
3’-fluoro-3’-deoksytymidyna oraz 3’-deoksytymidyna w skali gramowej, polega na reakcji
nukleozydow z  kwasem  fluorofosforowym ~w  obecnosci  chlorku 2,4,6-

triizopropylobenzenosulfonylu (150).
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Schemat 1-3. A) i B) Przyktadowe metody syntezy 5’-fluorofosforanowych nukleozydow.

Do prostych i wydajnych metod syntezy mozina zaliczy¢ utlenianie monoestrow
H-fosfoniandéw (Ill) nukleozydéw za pomocg roztworu jodu w pirydynie. W pierwszym etapie
reakcji tworzy sie addukt pomiedzy fosforanem (V) i pirydyng, a nastepnie w obecnosci
nukleofilowego trihydrofluorku trietyloaminy (TAF) powstaje fluorofosforan. Takie podejscie
pozwolito na wydajng synteze 5’- oraz 3’-fluorofosforandw nukleozydéw (Schemat 1-4A),

a wykorzystanie jako substratu H-tiofosfonianu nukleozydu umozliwito otrzymanie



ugrupowania fluoro(tio)fosforanowego (151,152) (Schemat 1-4B). Uzyskanie fluorowanego
produktu zostato potwierdzone metodami NMR, a w szczegdlnosci 3'P NMR, gdzie na
zarejestrowanych widmach poréwnano potozenia sygnatéw oraz ich strukture subtelng. Atom
fosforu obecny w substracie H-fosfonianiowym charakteryzowat sie przesunieciem
chemicznym &p = 2,99 ppm oraz stafg sprzezenia spinowo-spinowego Yy p = 613 Hz (dublet),
natomiast zmiana stopnia utlenienia atomu fosforu wraz z wprowadzeniem atomu fluoru
przesuneta sygnat na widmie do wartosci 6p = -6,28 ppm (dublet; YJrp = 930 Hz). Rédwniez dla
analogu fluoro(tio)fosforanowego zaobserwowano zmiane przesuniecia chemicznego (6p

=55,12 ppm) i statej sprzezenia (Yr.p = 1049 Hz (dublet)).
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Schemat 1-4. A) Otrzymanie fluorofosforanu nukleozydu poprzez utlenianie H-fosfonianu jodem
w pirydynie w obecnosci TAF. Grupa TMS zostata wykorzystana do zamaskowania tadunku ujemnego na
atomie tlenu, zwiekszajgc tym samym reaktywno$¢ fosfoestru. B) Modyfikacja syntezy przedstawionej
w punkcie A), ktéra prowadzi do analogéw fluoro(tio)fosforanowych.

Podobne podejscie syntetyczne wykorzystano w syntezie dinukleotydéw zawierajgcych
ugrupowanie fluorofosforanowe. Substratem wyjsciowym byty diestry H-fosfonianowe
zawierajgce atom tlenu lub siarki. Podobnie jak w powyzszych przyktadach, H-fosfoniany
ulegaty wydajnej reakcji utleniania w obecnosci jodu i trietyloaminy. Utworzony zwigzek
posredni, diester jodofosforanowy Ilub jodotiofosforanowy, reagowat wydajnie
z nukleofilowym  trihydrofluorkiem trietyloaminy z utworzeniem kolejno diestru
fluorofosforanowego lub diestru fluoro(tio)fosforanowego (Schemat 1-5A) (153). Kolejnymi
etapami przeksztatcania zwigzkéw przedstawionych na Schemat 1-5A jest usuwanie grup
ochronnych z zasad azotowych nukleotydéw poprzez ditugotrwate traktowanie wodnym
roztworem amoniaku. Wigzanie P-F w analogach diestréw fosforanowych (w przeciwienstwie

do monoestréw) jest wigzaniem dos$¢ labilnym chemicznie, wiec fluor moze ulec reakcji



substytucji nukleofilowej w trakcie procesu odbezpieczania. Rozwigzaniem tego problemu
moze by¢ zastosowanie labilnych grup ochronnych lub zmodyfikowanie sciezki syntezy.
Dobrym rozwigzaniem okazata sie synteza stabilnego chemicznie dinukleotydu zawierajacego
ugrupowania tiofosforanowe lub selenofosforanowe, w ktérych zaréwno atom siarki, jak
i selenu znajdowat sie w pozycji niemostkowej. Utworzenie fluorofosforanu byto mozliwe
na skutek chemoselektywnej reakcji siarki (lub selenu) z jodem z prawdopodobnym
utworzeniem produktu przejsciowego jodku oksafosforanosulfenylu (lub
oksafosforanoselenylu), ktory kolejno ulegat substytucji nukleofilowej na atomie fosforu

(Schemat 1-5B) (154,155).
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Schemat 1-5. Synteza dinukleotyddw posiadajacych diestrowe ugrupowanie fosforanowe lub
fosforo(tio)lanowe. A) Metoda wykorzystujaca utlenianie H-fosfonianu; B) Otrzymywanie fluorofosforanu
ze stabilnego chemicznie fosforo(tio)lanu. MMT — monometoksytrytyl, TAF — trihydrofluorek
trietylaominy.

Znane s3 takze przyktady syntezy fluorosforanowych pochodnych nukleotydéw
z wydtuzonym mostkiem fosforanowym. 5’-Fluorotrifosforan adenozyny (ATPF) po raz
pierwszy otrzymano w wyniku reakcji 5’-difosforanu adenozyny z P-difenylo-P?-

fluoropirofosforanem z wydajnoscia 30% (156) (Schemat 1-6A). Do otrzymania



5’-fluorotrifosforanu guanozyny (GTPF) wykorzystano 2,4-dinitrofluorobenzen (odczynnik
Sangera), ktéry przereagowano z solg trietyloamoniowg GTP w obecnosci tributyloaminy,

jednak wydajnos¢ izolowanego produktu nie przekroczyta 10% (157) (Schemat 1-6B).
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Schemat 1-6. A) Synteza 5'-fluorotrifosforanu adenozyny (ATPF) i B) synteza 5’-fluorotrifosforanu
guanozyny (GTPF).



1.6 Enzymy akceptujgce fluorofosforan jako substrat

Obiektami badan niniejszej pracy byty enzymy, ktdrych rola w komérkach scisle powigzana
jest z metabolizmem nukleotyddéw i kwaséw nukleinowych. Niedobory tych biatek lub ich
nadaktywnos¢ czesto prowadzg do réznego rodzaju schorzen, dlatego sg one ciggtym obiektem
badan, a matoczasteczkowe zwigzki petnigce role inhibitoréw sg pozgdane jako potencjalne
terapeutyki. Niektére biatka hydrolizujgce nukleotydy maja takze zdolnos$¢ do hydrolizowana
ich fluorofosforanowych analogéw. Tabela 1.8 podsumowuje znane enzymy, ktore akceptujg
modyfikacje fluorofosforanowg w nukleotydach. Natomiast w ponizszych podrozdziatach
zostaly opisane biatka, do ktérych bede odnosit sie w wynikach badan wiasnych i s3
to fosfodiesteraza z jadu weza (PDE-I), ludzki enzym dekapujacy DcpS oraz ludzki i roslinny

enzym Fhit.

Tabela 1.8. Zestawienie enzyméw akceptujacych modyfikacje fluorofosforanowa w nukleotydach.

Zwigzek Enzym Funkcja enzymu Aktywnos¢ Ref.
. Egzonuklec,)lltyczn? de’gradaqa Rozcinanie do AMP
ATPF Fosfodiesteraza z nukleotydéw na 3’ koncu; i PPE
. . Al . 158
AMPE jadu weza hydroliza 5, ollgof?sforanow Rozcinanie do AMP (156)
(PDE-I) nukleozydéw do 5'- .
. i fluorku
monofosforanéw
Polimeraza RNA Polimeryzacja RNA na matryc f;iss}l:?t VZ’i
ATPF zalezna od DNA yzad ey skrypar (158)
u E.coli DNA odcinkéw poli d(A-
’ T) jako analog ATP
. . Pirofosfataza z rodziny HIT; Rozcinanie do AMP
ATPF :tg;;;:zgi?b Hydrolaza ApsA; ludzkie biatko i PPF (159)
AMPF . P Fhit jest supresorem Rozcinanie do AMP
thaliana) . .
nowotworowym i fluorkow
Ré:ne biatka z Roézne hydrolazy z rodziny HIT.
. o Aptx usuwa AMP z .
rodziny HIT z rosélin Rozcinanie do AMP
Lo . uszkodzonych hybryd DNA- . s
i zwierzat: hFhit, . . . i fluorkow z
AMPF ) RNA; Mutacje w ludzkim genie .. . (160)
AtFhit, Tb-HIT45, o . réznymi
. . APTX sg wynikiem ataksji; N
AtHint1, EcHinT, . . . wydajnosciami
. biatko Hint1 jest supresorem
i AtAptx
nowotworowym
Fosfataza alkaliczna Odporny na
i fosfataza kwasna Hydrolizuje 5’-monofosforany dziatanie enzymoéw
UMPF nukleozyddédw do nukleozydu (161)
i ortofosforanu i
5'-nukleotydaza Hydroliza do
urydyny




ADPF

Kinaza adenozyno-
fosfosiarczanowa

Synteza 5’-fosfosiarczanu 3’-
fosfoadenozyny (PAPS, zrédto
,aktywnego siarczanu” w

Jest substratem, z
ktorego powstaje

(162)

(ATP:APS 3'- , R . PADPRF, analog
komorce) z 5’-fosfosiarczanu
fosfotransferaza) PAPS.
adenozyny (APS)
[ . . . .
Synteza DNA HIV na matrycy Inhibuje replikacje
5 odwrotna RNA wirusa HIV,
fluorofosf transk_ryptaza HIV; akwar?ym .
fosfodiesteraza zwigzkiem jest AZT-
oran AZT . (163)
obecna w Hydroliza wewnatrz- i MP uwalniany z
ekstraktach zewnatrzkomérkowych AZT-MPF przez
komoérkowych nukleotyddw komoérkowa
fosfodiesteraze
[
Zaangazowane w transdukcje Ras-katalizowana
GTPF Ras, biatko wigzace sygnatowa; hydroliza GTP do hydrc?llza GTPF, jest (157)
GTP GDP prawie tak samo
szybka jak dla GTP
1.6.1 Fosfodiesteraza z jadu weza | (PDE-I)

Fosfodiesteraza (PDE-I) z jadu grzechotnika diamentowego (Crotalus adamanteus) jest
enzymem modelowym wykorzystywanym do opracowywania enzymatycznych metod
wysokoprzepustowych i badania biatek z grupy fosfodiesteraz oraz pirofosfataz. PDE-I jest
hydrolaza, ktdra oligonukleotydowe substraty przeksztatca w 5’-monofosforany nukleozydow.
Egzonukleaza ta hydrolizuje zaréwno czgsteczki DNA, jak i RNA od ich korica 3, ale jest rowniez
zdolna do hydrolizy 5’-difosforanéw (NDP) oraz 5’-trifosforandw nukleozydéw (NTP).
W literaturze odnalez¢ mozna przyktady pokazujgce, ze PDE-I akceptuje jako substraty réznego
rodzaju nukleotydy i ich analogi, m.in. ATP, cAMP czy fosforan bis-p-nitrofenylu (164).
Aktywnosc¢ PDE-I jest zalezna od jondw dwuwartosSciowych metali takich jak magnez czy wapn
i jest catkowicie hamowana w obecnosci EDTA, ktory chelatujgc jony metali dezaktywuje

enzym.



1.6.2  Biatka z rodziny HIT

Grupa biatek z rodziny triad histydynowych (HIT, ang. Histidine Triad Proteins)
to wewnatrzkomoérkowe, przewaznie dimeryczne enzymy, ktérych centra katalityczne wigza
grupy fosforanowe nukleotydéw oraz oligonukleotydéow (165). Do rodziny biatek HIT
zaliczanych jest pie¢ enzymodw, sposrdéd ktorych cztery z nich to fosfohydrolazy: HINT (ang.
Histidine triad nucleotide-binding protein), Fhit (ang. Fragile histidine triad protein),
Aprataksyna oraz enzym DcpS (ang. scavenger decapping protein). Kazdy z enzymow
po zwigzaniu substratu tworzy kowalencyjny produkt posredni, przy czym wigzanie to tworzy
sie pomiedzy grupa fosforanowa substratu a srodkowg (druga) grupg histydynowa obecng
w charakterystycznym dla tej rodziny biatek motywie. Motyw HIT, His-¢-His-¢b-His-b-¢ (gdzie
¢ to aminokwas hydrofobowy) petni role centrum katalitycznego, atakujgc fosforan
o substratu z uwolnieniem grupy odchodzacej (Rys. 1-45). Pigtym enzymem zaliczanym do
biatek HIT jest transferaza przeniesienia grupy fosforanowej GALT (ang. Galactose-1-

phosphate uridylyltransferase) (Tabela 1.9).
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Rys. 1-45. Ogdlny mechanizm hydrolizy substratow przez enzymy z rodziny HIT. W pierwszym etapie
enzymy tworzg z substratem kowalencyjny produkt posredni z uwolnieniem grupy opuszczajgcej Y
(szczegotowe przyktady znajdujg sie w Tabela 1.9). Dla hydrolaz produkt posredni jest hydrolizowany do
5’-monofosforanu nukleozydu, natomiast w przypadku transferaz 5-monofosforanowy nukleozyd
przenoszony jest na substrat 2 zawierajacy grupe fosforanowa.



Tabela 1.9. Zestawienie fosfohydrolaz i fosfotransferaz rodziny biatek HIT ze wzgledu na substraty.
Tabela wykonana na podstawie Brenner, 2014 (166)

Grupa opuszczajaca

Grupa Enzym Substrat 1 Substrat 2 Y (produkt 1) Produkt 2
1 HINT AMP-lizyna woda lizyna AMP
2 Fhit ApppA woda ADP AMP
3 GALT UDP-Glc Gal-1-P Glc-1-P UDP-Gal
4 Aprataksyna  AppDNA woda pDNA AMP
5 DcpS m’GpppN woda ppN m’GMP

Oznaczenia: AMP — 5’-monofosforan adenozyny, ADP — 5’-difosforan adenozyny, ApppA — 5’5’-trifosforan diadenozyny,
Gal-1-P — galaktozo-1-fosforan, glukozo-1-fosforan, UDP-Gal — galaktozo 5’-difosforan urydyny.

Biatka HIT pochodzenia roslinnego, drozdzowego i ich ludzkie homologi zostaty dobrze
przebadane (165,167). Niestety, zwigzek pomiedzy aktywnoscia enzymatyczng danego
enzymu a petniong przez niego funkcjg biologiczng pozostaje czesto niejasny, dlatego biatka te
s3 wcigz obiektem badan. O ich istotnej roli w procesach zyciowych swiadczy m.in. to,
izenzymy z rodziny HIT wystepujg zardwno w organizmach prokariotycznych, jak
i eukariotycznych, w tym u cztowieka (168), co oznacza, ze motyw triady histydynowe] zostat

zachowany w procesie ewolucji.

1.6.2.1 Enzym dekapujgcy mRNA (DcpS)

Biatko DcpS (ang. decapping scavenger) jest biatkiem z rodziny HIT, ktdre jest enzymem
zaangazowanym w proces degradacji mRNA u organizméw eukariotycznych, w tym u ludzi.
Egzosom degraduje mRNA poczawszy od korica 3, w wyniku czego uwalniane sg
dinukleotydowe lub krétkie oligonukleotydowe reszty korica 5° mRNA, ktére zawierajg
strukture zwang kapem (ang. cap), sktadajaca sie z 7-metyloguanozyny potgczonej mostkiem
5’,5’-trifosforanowym z pierwszym transkrybowanym nukleotydem mRNA (Rys. 1-46). Kap
degradowany jest przez enzym DcpS, ktéry hydrolizuje wigzanie pomiedzy fosforanamiy i B,
uwalniajgc 5’-monofosforan 7-metyloguanozyny (m’GMP) i drugi produkt, ktory jest
odpowiednio 5’-difosforanem nukleozydu (ppN) lub krétkiego oligonukleotydu (ppNiN,...).
Aktywnos¢ enzymu DcpS jest uwazana za niezbedng dla homeostazy komérki, gdyz nadmierne
nagromadzenie reszt kapu uwolnionych z mRNA w trakcie degradacji 3’->5’ mogtoby
niekorzystnie wptywac na inne kluczowe procesy komérkowe zalezne od kapu, a zatem miec
efekt toksyczny. DcpS lokalizuje sie zaréwno w cytoplazmie, jak i jgdrze komorkowym, gdzie

prawdopodobnie zaangazowany jest w sktadanie genéw (ang. splicing) (169). W literaturze



istniejg sugestie, ze rola DcpS w komdrce moze by¢ bardziej ogdlna i wykracza poza jego dobrze

scharakteryzowang funkcje degradacji mRNA od korica 3’ (169).
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Rys. 1-46. Degradacja mRNA, w ktdrej biorg udziat enzymy DcpS oraz Fhit. Rysunek zapozyczono z pracy
Warminski i wsp.(170)

W roku 2008 doniesiono, ze hamowanie aktywnosci DcpS za pomocg matoczasteczkowych
inhibitoréw moze przyniesc efekt terapeutyczny w rdzeniowej atrofii miesniowej (ang. spinal
muscular atrophy, SMA). SMA jest powszechnie wystepujgcg chorobg neurodegeneracyjng
wystepujaca Srednio raz na 6000 urodzen (171). Jest spowodowana niskim poziomem biatka
SMN (ang. Survival Motor Neuron), ktére kodowane jest przez geny SMN. Doniesiono, ze
pochodne chinazolin sg silnymi inhibitorami enzymu DcpS, a jeden ze zwigzkéw - RG3039,
poprawia dziatanie funkcji motorycznych u myszy z SMA (172). Do niedawna modyfikowane
chinazoliny byty jedyna klasg zwigzkéw o udokumentowanej aktywnosci przeciwko DcpS,
a pomimo trwajgcych badan przedklinicznych i klinicznych, wcigz nie ma skutecznego
kandydata na lek fagodzacy objawy SMA. Dlatego opracowywanie nowych metod

wysokoprzepustowych do poszukiwania inhibitoréw DcpS wciaz jest pozadane.



1.6.2.2 Supresor nowotworowy — enzym Fhit

Ludzkie biatko Fhit (ang. Fragile Histidine Triad Protein, EC 3.6.1.29) jest supresorem
nowotworowym z rodziny HIT, odgrywajacym bardzo wazng role w indukcji apoptozy, kontroli
cyklu komodrkowego oraz wrazliwosci komodrek na czynniki powodujgce powstawanie
uszkodzen w tancuchu DNA. Aktywnos$¢ Fhit kontrolowana jest przez matoczgsteczkowe
nukleotydy (173). Biatko jest kodowane przez gen sktadajacy sie z dziesieciu egzondw,
znajdujacy sie w tamliwym regionie ludzkiego chromosomu 3, 3p14.2 (174). Fhit jest
stosunkowo niewielkim biatkiem, sktadajgcym sie z 147 aminokwasdw o masie catkowitej
polimeru okoto 17 kDa, ajego formg aktywna jest homodimer (175). Fhit ma wtasciwos¢
katalityczng — jest hydrolazg diadenozyno tri- oraz tetrafosforandéw. Naturalnym substratem
jest trifosforan diadenozyny (ApppA), ktory jest przeksztatcany do 5’-monofosforanu
adenozyny (AMP) oraz 5’-difosforanu adenozyny (ADP). Reakcja ta biegnie dwuetapowo
z utworzeniem kowalencyjnego nietrwatego zwigzku posredniego pomiedzy AMP oraz Fhit
(Rys. 1-48A) (176). Biatko Fhit, poza naturalnymi substratami (Ap,A) hydrolizuje réwniez
ApNH;, ApS, fluoromonofosforan adenozyny (AMPF) oraz fluorotrifosforan adenozyny (ATPF)
(177) (Rys. 1-48 B-E). Stosunkowo szeroka specyficzno$¢ substratowa enzymu Fhit stwarza
mozliwo$¢ opracowania testow enzymatycznych z wykorzystaniem odpowiednio

zmodyfikowanych substratow.

normalny nablonek stress genotoksyczny — aktywacja apoptozy i usunigcie zdrowy nabtonek
uszkodzonych komérek

strata ekspres;ji biatka Fhit ~ stress genotoksyczny brak aktywacji mechanizmu akumulacja réznych

apoptozy, zmian genetycznych
rozregulowanie cyklu komérkowego  prowadzi do zmian karcerogennych

Rys. 1-47. Schemat reprezentujgcy jak utrata aktywnosci biatka Fhit moze doprowadzi¢ do nowotworzenia.
Rysunek wykonany na podstawie publikacji Campiglio et al. (178).
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Rys. 1-48. A) Schemat dwuetapowej reakcji hydrolizy ApppA przez Fhit. Etap | to nukleofilowy atak pary
elektronowej azotu histydyny 96 (HIS%) na atom atomu fosforu i utworzenie produktu po$redniego AMP-
Fhit oraz uwolnienie ADP. Etap Il to nukleofilowy atak czgsteczki wody na atom fosforu i uwolnienie AMP
oraz wolnego enzymu. B-D) Szeroka specyficznos¢ substratowa enzymu Fhit na przyktadach kilku
modyfikowanych analogéw adeninowych.



Poza aktywnoscig katalityczng biatko Fhit uwazane jest za supresor nowotworowy,
poniewaz jego brak lub obnizony poziom zostat zaobserwowany w wielu typach nowotworéw
oraz w réznych liniach komoérek rakowych (179) (Rys. 1-47). Zahamowanie powstania
nowotworu poprzez nadmierng ekspresje biatka Fhit w nerkach, zotadku, ptucach jest dobrym
dowodem na to, ze biatko Fhit jest autentycznym supresorem namnazania sie komorek
rakowych (180). Wykazano réwniez, ze przywrdcenie ekspresji biatka Fhit w liniach komérek
rakowych Fhit™ prowadzi do indukcji apoptozy zaleznej od kaspaz (181). Supresji onkogenezy
komadrek ptucnych towarzyszy indukcja apoptozy (182), natomiast badania nad myszami
wykazaty, iz inaktywacja biatka Fhit powoduje powstanie guza zotadka oraz guza gruczotow

tojowych, co przypomina zespdét Muir-Torre (rak jelita, Zotadka, powstanie cyst tojowych) (183).

Aktywnos¢ hydrolityczna Fhit nie ma wptywu na jego zdolnosci jako supresora
nowotworowego, co zostato doktadnie przebadane (180). Wykazano natomiast, ze aktywng
forma biatka jest kompleks enzym-substrat (gdzie substrat to nukleotyd np. Fhit-ApsA), ktéry
jest sygnatem do rozpoczecia indukcji apoptozy (180). Natomiast hydroliza tego kompleksu
prowadzi do przejscia biatka w stan nieaktywny. Wtedy konczy sie przekazywanie sygnatu,
co sugeruje, ze zywotnos$¢ czasteczki sygnatowej (a Scislej jej kompleksu z enzymem) jest
kluczem do wywotania apoptozy komdrki nowotworowej. Dlatego wydaje sie,
ze matoczasteczkowe inhibitory enzymu Fhit mogg by¢ cennymi narzedziami do
wyttumaczenia supresji nowotworowej wywotywanej przez kompleks tego biatka. Wtasciwos¢
hydrolazy moze zosta¢ wykorzystana do oznaczania aktywnosci biatka Fhit oraz poszukiwania
zwigzkdw wigzacych sie w miejscu aktywnym enzymu. W 2017 roku opublikowano prace,
w ktdrej opisano wysokoprzepustowg metode przesiewowg opartg o sonde fluorescencyjng
wykorzystujgcg zjawisko FRET (ang. Forster Resonance Energy Transfer) (Rys. 1-49B) (184,185).
Zaprojektowany eksperyment pozwolit na wykonanie badan przesiewowych ponad 15 tysiecy
czasteczek oraz wytonit inhibitory, sposrdd ktérych najlepszy charakteryzuje sie wartoscig /Cso
na poziomie 50 nM. Za sukces mozna uznac identyfikacje tak silnego inhibitora, jednakze wsrod
badanych zwigzkéw nie byto analogéw pochodzenia nukleotydowego, ktérych poznanie
mogtoby sie znacznie przyczyni¢ do wyjasnienia roli Fhit w komérkach. Drugim opisywanym
w literaturze eksperymentem poszukiwania inhibitoréw enzymu Fhit opartym o sonde
fluorescencyjng jest praca opublikowana w 2001 roku przez zespot Brenner i wsp. Autorzy
wykorzystali syntetycznie uzyskang sonde adeninowg z umieszczonym na terminalnym

fosforanie znacznikiem fluorescencyjnym BODIPY (186), a inhibitorow poszukiwano wsrod



analogéw AppppA, w ktorych zmodyfikowany zostat mostek fosforanowy tgczacy oba
nukleozydy (187) (Rys. 1-49A). Do dzi$ nie wyjasniono mechanizmu regulacji aktywnosci

katalitycznej Fhit oraz roli kompleksu Fhit-ApsA w indukcji apoptozy.
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Rys. 1-49. Zwigzki fluorescencyjne wykorzystane jako sondy molekularne w poszukiwaniach czasteczek
hamujacych aktywnosc¢ Fhit. A) Sonda ApppBODIPY oraz przyktadowe zidentyfikowane inhibitory. B) Sonda
typu FRET oraz najsilniejsze zidentyfikowane inhibitory.

Biatko Fhit, bedace hydrolaza diadenozyno polifosforanéw, petni takze role enzymu
kontrolujgcego poziom dinukleotydow Ap,A (gdzie n to liczba grup fosforanowych),
w komérkach. W literaturze odnajduje sie doniesienia, ze enzym Fhit katalizuje reakcje

rozpadu m’GpppG, ktéry jest dinukleotydem powstajgcym w wyniku wewnatrzkomaérkowej



degradacji mRNA (188). Przeprowadzono badania na komérkach drozdzowych, w ktérych
wyciszono gen biatka odpowiadajacego za degradacje m’GpppG (dcs1, bedacy homologiem
ludzkiego DcpS). Nie zaobserwowano akumulacji dinukleotydu, a jego hydrolize. Dalsze
badania wykazaty, ze enzymem odpowiadajgcym za hydrolize m’GpppG jest biatko Aphl,
bedace homologiem ludzkiego Fhit. Autorzy pracy pordwnali aktywnos¢ Aphl i Fhit, z ktorej
wywnioskowali, ze oba enzymy hydrolizujg m’GpppG. Ludzki Fhit wigzat m’GpppG zaréwno
od strony metylowanej guanozyny, jak i guanozyny, uwalniajagc pordwnywalng ilos¢ tych
zwigzkdéw jako produktéw (w stosunku 1:1) (188). Zaobserwowana aktywnosc dekapujgca Fhit
sugeruje, ze moze on brac¢ udziat w Sciezce degradacji mRNA w komadrkach, jednak mechanizm

ten nie jest doktadnie znany (Rys. 1-50).
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Rys. 1-50. Sciezki degradacji mRNA oraz eliminacji (di)nukleotydéw powstatych w trakcie tego procesu.
Na schemacie zaznaczono enzymy biorgce udziat w przeksztatcaniu nukleotydéw i dinukleotyddw.
Kolorem niebieskim zaznaczono zaangazowane enzymy drozdzowe, a kolorem czerwonym enzymy
ludzkie. Rysunek zaczerpnieto z pracy Seraphin i wsp. (188).



1.7 Spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR)

Zjawisko magnetycznego rezonansu jgdrowego zostato odkryte przez dwie grupy uczonych
pracujgcych niezaleznie w Stanach Zjednoczonych. Byli to Edward M. Purcell, Howard C. Torrey
i Richard V. Pound z Uniwersytetu Harwardzkiego oraz Felix Bloch, William W. Hansen oraz
Martin Packard z Uniwersytetu w Stanford w Kalifornii. Na przetomie lat 45-46 ubiegtego wieku
jako pierwsi zaobserwowali fenomen NMR w cieczach i ciatach statych, a juz w 1952 roku Bloch
i Purcell zostali laureatami nagrody Nobla za swoje odkrycie. Metoda NMR zaréwno pod
wzgledem technologicznym, jak i praktycznym jest rozwijana do dnia dzisiejszego o czym
Swiadczy technika obrazowania metodg rezonansu magnetycznego (MRI, ang. Magnetic

Resonance Imaging) stosowana powszechnie w medycynie.

1.7.1 Podstawy fizyczne magnetycznego rezonansu jgdrowego

Jeden z postulatéw fizyki kwantowej moéwi o tym, ze czastki obdarzone tadunkiem
elektrycznym, takie jak elektrony lub protony posiadajg wtasciwos$¢ zwang spinem (1), ktéra
powoduje powstanie dwdch rdéinych poziomdéw energetycznych po wprowadzeniu ich
w zewnetrzne pole magnetyczne. Czgstka majgca tadunek elektryczny i moment pedu posiada
moment magnetyczny oznaczany y. Zwigzek pomiedzy momentem magnetycznym a spinem
jadrowym jest proporcjonalny i powigzany przez wspdtczynnik magnetogiryczny y (T s).
Jadra atomowe posiadajgce niezerowy spin zbudowane sg z nieparzystej liczby nukleondw.
Spiny przyjmujg warto$¢ wielokrotnosci 1/2 (I = 1/2, 1, 3/2 itd.). Jednakze jadra najczesciej
wykorzystywane do analiz metodg spektroskopii NMR majg spin %. Istotne witasciwosci
niektdrych wybranych jader zostaty podane w Tabela 1.10. Jak mozna zauwazy¢, im wyzszy
wspotczynnik magnetogiryczny tym wyzsza czuto$é w technice NMR. Najczulszym jadrem jest
atom wodoru, a za nim kolejno fluor oraz fosfor. Niestety, najczesciej wystepujgcy w uktadach
biologicznych izotop wegla 12 posiada spin rowny zero, przez co nie jest on aktywny w technice
NMR. Spin rowny % przynalezy natomiast do izotopu wegla 13, co kwalifikuje go do badania za
pomocg magnetycznego rezonansu jgdrowego. Naturalne wystepowanie tego izotopu jest
bardzo niskie (1,1%), przez co wymagane s3g bardzo duze ilosci materiatu badawczego lub

znakowanie czgsteczek tym izotopem wegla.



Tabela 1.10. Wtasciwosci wybranych jagder atomowych waznych w technice NMR.

Izotop Spinowa Naturalna 1% Czutosé Czestotliwosc

liczba abundancja (10’rad st T1)*  (odnosi sie do rezonansowa

kwantowa, / (%) izotopu 3C) (*H =100 MHz)
(MHz)

1y 1/2 99,99 26,7522 5870 100

%H 1 0,01 4,1066 0,006 15,35
3¢ 1/2 1,1 6,7283 1 25,15
15N 1/2 0,36 -2,7126 0,02 10,14
13F 1/2 100 25,1623 4890 94,09
31p 1/2 100 10,8394 391 40,48

* jednostka w ukfadzie Sl jest radian na sekunde na tesle

Opis kwantowo-mechaniczny jgder atomowych przewiduje, ze indywiduum obdarzone
tadunkiem orientuje sie w zewnetrznym polu magnetycznym w taki sposdb, ze jego energia
jest jak najmniejsza, ale poza tym moze on przyja¢ dowolng orientacje, co nie jest doktadnym
rozwigzaniem. Opisujgc powyzsze zdarzenie za pomocg fizyki kwantowej uznaje sie, ze
spinowe i magnetyczne liczby kwantowe sy skwantowane, co ma swoje konsekwencje
w istnieniu dwdch orientacji, jakie mogg przyjmowac jadra o spinie 1/2 (stany wtasne a i B).
Moment magnetyczny moze by¢ ustawiony zgodnie lub przeciwnie do kierunku zewnetrznego
pola magnetycznego Bo. Bardziej precyzyjnie, sktadowa Z momentu magnetycznego moze by¢
zorientowana zgodnie lub przeciwnie do kierunku pola magnetycznego (zaktadajac, ze pole
magnetyczne jest wzdtuz osi Z). Powoduje to powstanie dwdoch oddzielnych poziomoéw
energetycznych, z mniejszg energig (poziom podstawowy) dla utozenia réwnolegtego
i z energig wyzszg (poziom wzbudzony) dla utozenia antyréownolegtego. Réznica pomiedzy
poziomem podstawowym a poziomem wzbudzonym jest proporcjonalna do indukcji pola

magnetycznego, co zapisuje sie wzorem:
AE = yhB,, (1.7.1)

gdzie y to wspomniany wspdtczynnik magnetogiryczny (funkcjonuje takze pod nazwa
zyromagnetyczny), i to stata Diracka (h/2m), a By to pole magnetyczne. Rdznica energii
pomiedzy stanami a i B nazwana jest rozszczepieniem jgdrowym Zeemana. Rozpatrujgc grupe
protondéw umieszczonych w polu magnetycznym By, cze$¢ z nich przyjmie stan wtasny o nizszej

energii, a cze$¢ stan wiasny o energii wyzszej, jednak zawsze jest jaka$ rdznica obsadzen.



Dystrybucje protondw pomiedzy poziomem podstawowym, a poziomem wzbudzonym opisuje

sie réwnaniem Boltzmanna:

N6 _ oy RE

N, exp-~—, (1.7.2)
gdzie N, i Ng to liczba jader atomowych w stanie podstawowym oraz wzbudzonym, AE to
rdznica energii pomiedzy tymi stanami, k to stata Boltzmanna, a T to temperatura wyrazona
w kelwinach (K). W badanym uktfadzie zawsze znajduje sie wiecej spindw o nizszej energii (Ny
> Ng), co z kolei powoduje powstanie makroskopowego wypadkowego momentu
magnetycznego, zwanego magnetyzacjg probki, M. Poniewaz zewnetrzne pole magnetyczne
z definicji wskazuje kierunek +z, wektor magnetyzacji w rownowadze termicznej jest

rownolegty do osi Z (Rys. 1-51).
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Rys. 1-51. Energetyczne utozenie spindw jadrowych o spinowej liczbie kwantowej 1/2 bez zewnetrznego
pola magnetycznego (Bo = 0) oraz w obecnosci zewnetrznego pola magnetycznego By > 0. Rozszczepienie
poziomdw energetycznych i utozenie spindw na nizszym poziomie energetycznym (stan wiasny a,
zorientowanie rownolegte do Bo) oraz wyzszym poziomie energetycznym (stan wtasny B, zorientowanie
antyrownolegte do Bo. AE jako réznica energii niezbedna do wzbudzenia spindw. Réwnolegte utozenie sie
spindw w stosunku do pola magnetycznego jest energetycznie korzystniejsze, stagd powstanie
wypadkowego momentu magnetycznego p. Mo, wypadkowy moment wektora magnetyzacji skierowany
réwnolegle do pola Bo.

Woracajac do réwnania 1.7.1, réznice energii mozna opisaé za pomocg warunku czestotliwosci
Bohra, ktory jest prawem modwigcym, ze czestotliwo$¢ promieniowania emitowanego lub
absorbowanego podczas przejscia uktadu atomowego pomiedzy dwoma stanami
stacjonarnymi jest réwna réznicy energii tych standw podzielonej przez statg Plancka®, co

mozna zapisac z pomocg ponizszego wzoru:

4 McGraw-Hill Dictionary of Scientific & Technical Terms, 6E, Copyright © 2003 by The McGraw-Hill Companies, Inc.



AE = hv,, (1.7.3)

Podstawiajgc wzér 1.7.1 do 1.7.3 otrzymuje sie nastepujacg zaleznosc:

hVO = yhBo. (1.7.4)
Rozwigzujac dla h = h/2m
YBo
=0 1.7.
Vo 21 (1.7.5)

oraz przyjmujac czestotliwosé vy mierzong w Hz, mozna skorzystac z czestosci kotowej réwnej

(1)0 = 2”1/0:
(1)0 = ]/Bo. (1.7.6)

Rownanie 1.7.5 uwzgledniajgce czestotliwos¢ lub réwnanie 1.7.6 uwzgledniajgce czestosc
kotowg wyrazong w radianach opisujg tzw. warunki rezonansu, w ktdrych energia dostarczona
w postaci fal elektromagnetycznych w zakresie radiowym idealnie pasuje do réznicy energii

pomiedzy stanem podstawowym a wzbudzonym.

Do powyzszych rozwigzan mozna dojs¢, rozwazajagc podejscie klasyczne protonu
umieszczonego w polu magnetycznym By. Proton posiada wtasny moment pedu (P), ktéry
zkolei powoduje powstanie momentu magnetycznego (u) takiego natadowanego
indywiduum, a obie wartosci sg powigzane wspomnianym juz wspoétczynnikiem

magnetogirycznym:
u = yP. (1.7.7)

W polu magnetycznym By wektorowa sktadowa momentu magnetycznego (Mo) uktada sie
wzdtuz pola magnetycznego, natomiast moment pedu powoduje, ze sktadowa M, zaczyna sie
poruszac¢ ruchem kotowym wokét osi By. Ruch ten nazywany jest precesja (Rys. 1-52), a jego
czestotliwo$¢ (czestotliwosé precesji lub czestotliwo$¢ Larmora wq (rad/s)) jest wtasciwoscia,

ktorg mierzymy w spektroskopii NMR (rownanie 1.7.6).



Rys. 1-52. Ruch precesyjny jadra atomowego o liczbie spinowej 1/2, posiadajagcego wtasny moment
magnetyczny g w zewnetrznym polu magnetycznym Bo. Predko$¢ kotowa opisana jest za pomoca wzoru
3.6.

”

W stanie réwnowagi zaprezentowanym na rysunku Rys. 1-53A skfadowa ,z” wektora
magnetyzacji M, jest réwna My, a M, jest okreslana wektorem magnetyzacji podtuznej. Zmiana
magnetyzacji netto jest mozliwa poprzez poddanie ukfadu spinowego jadra atomowego
dziataniu energii o czestotliwosci rownej réznicy energii pomiedzy stanami spinowymi (Rys.
1-53B). Jesli do uktadu zostanie wprowadzona wystarczajgca ilos¢ energii, mozliwe jest
nasycenie uktadu spinowego i doprowadzenie do stanu Mz=0 lub wartosci ujemnych. Zanik
doprowadzanej energii prowadzi do wytracenia energii nagromadzonej przez uktad i powrét
wektora magnetyzacji do stanu réwnowagi. Proces ten nazywa sie procesem relaksacji
podtuznej, a stata czasowa opisujgca powrdt M, do stanu poczgtkowego nazywana jest czasem
relaksacji spin-sie¢ (T1). Nazwa spin-sie¢ pochodzi od wymiany energii miedzy pobudzonymi
jgdrami a ich otoczeniem molekularnym. Rdwnania opisujgce powrét M, do stanu rGwnowagi
przedstawiajg sie nastepujgco:
t

MZ =M0 (1_6_T_1),dla MZ =M0, (1.7.8)

M, = M, (1 - Ze_TLl) ,dla M, < 0. (1.7.9)
Z ruchem preces;ji jgdra atomowego jest powigzana druga stata czasowa przypisana do procesu
magnetyzacji poprzecznej, ktéry charakteryzowany jest przez czas relaksacji spin-spin (T>)
(réwnanie 1.7.10). Wektor Mg moze zostaé odchylony w ptaszczyznie XY, a nastepnie bedzie
sie on obraca¢ wokot osi Z z czestotliwoscig réwng czestotliwosci fotonu, ktéry spowodowatby
przejscie pomiedzy dwoma poziomami energetycznymi spinu. Czestotliwos¢ ta nazywana jest
czestotliwoscig Larmora. Magnetyzacja w ptaszczyznie XY dazy do zera, a nastepnie wzrasta

magnetyzacja podtuzna do osiggniecia wartosci poczatkowej Mo wzdtuz osi Z:



t
MXY b Mxyoe T2. (1710)
Podsumowujgc, czas relaksacji spinowo-spinowej, T,, jest czasem redukcji (skrécenia)
magnetyzacji poprzecznej o czynnik e. Dla przejrzystosci opisu czasy relaksacji T oraz T, zostaty
omédwione oddzielnie. W rzeczywistosci oba procesy zachodza jednoczesnie z zastrzezeniem,

ze T, jest krotszy lub réwny Ty (Rys. 1-53C).
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Rys. 1-53. Graficzne przedstawienie procesow relaksacji. A) Utozenie wektora magnetyzacji w stanie
réwnowagi w zewnetrznym polu magnetycznym Bo; B) Wzbudzenie spindéw jadrowych impulsem
o czestosci radiowej. Zmiana wektora magnetyzacji; C) Po wyfaczeniu pulsu RF uktad wraca do stanu
réwnowagi na skutek relaksacji spin-siec¢ (T1) oraz spin-spin (Ta).

Powyisze podstawowe pojecia opisujgce zjawisko magnetycznego rezonansu jgdrowego s3
niezbedne do zrozumienia fenomenu NMR. Wspomniane zmiany ufozenia wektora
magnetyzacji Mo sg efektem budowy ukfadu pomiarowego, w ktérym dodatkowe pole
magnetyczne jest wytworzone przez cewke przepuszczajgcg prad zmienny o czestotliwosci
Larmora. Pole to oznaczone jest B1. Krotki opis uktadu pomiarowego oraz obecnie stosowanej
techniki pulsujacego pola magnetycznego z transformatg Fouriera zostanie opisany

w kolejnym podrozdziale.

1.7.2  Uktad pomiarowy NMR

Obecnie nowoczesne metody NMR wykorzystujg magnesy nadprzewodzgce osiggajace
bardzo wysokie pola magnetyczne. Magnes nadprzewodzacy jest wykonany ze specjalnego
drutu. Dtugosé tego nadprzewodnika siega kilku kilometréw, a elementy wykonane sg ze stopu
(NbTaTi)sSn, ktdry jest kruchy i dlatego osadzany jest w miedzi. Drut ma prostokatny przekréj

poprzeczny, co pozwala na uzyskanie maksymalnej gestosci pradu, a tym samym maksymalne



pole magnetyczne. Nadprzewodnik zwijany jest na ksztatt solenoidu lub cewki, ktory, gdy jest
schtodzony do bardzo niskich temperatur (-298,95°C lub 4,2 K), ma opdr w przyblizeniu réwny
zeru. Osiggniecie tak niskiej temperatury jest mozliwe dzieki zanurzeniu przewodu w ciektym
helu, ktéry dodatkowo jest izolowany ptaszczem ciektego azotu. Magnes NMR jest fadowany
tylko raz, co oznacza natadowanie cewki pragdem elektrycznym, ktory bedzie ptynat tak dtugo,
jak dtugo cewka bedzie utrzymywana w temperaturze ciektego helu, a nieustannie ptynacy
prad po obwodzie cewki wytwarza state pole magnetyczne (w rzeczywistosci pole to maleje
z czasem lecz dzieje sie to bardzo powoli). Ta technika pozwala na wytworzenie pola
magnetycznego o indukcji magnetycznej w zakresie nawet do 1 GHz. Zgodnie z rownaniem
1.7.6 dla jadra wodoru *H czestotliwo$éé precesji wynosi: 63,8 MHz dla Bo=1,5T, 127,6 MHz
dlaBy=3,0T, 300 MHz dla By =7,0T, itd.
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Rys. 1-54. A) Schematyczne przedstawienie eksperymentu NMR wykorzystujgcego transformacje Fouriera
(FT). Literg P oznaczono puls RF trwajacy us (skala nie zostata zachowana); B) Rejestracja zaniku swobodnej
precesji (FID); C) Widmo NMR uzyskane po transformacie Fouriera — przejscie z jednostek czasu na
czestotliwos¢. Przedstawione dane pochodzg z wtasnych eksperymentéw.

Drugim istotnym elementem nowoczesnego spektrometru NMR jest sonda. Jest to
wymienna czes¢ spektrometru, ktéra przyjmuje badang probke, wysyta energie w zakresie
radiofalowym (RF) oraz wykrywa sygnat wracajacy z prébki. Ponadto, posiada obwody
kontrolujgce temperature oraz cewki pomiarowe/odbiorcze (RF). W obecnie stosowanych
technikach NMR wzbudzenie jadrowe nastepuje poprzez wytworzenie przez cewki krétkiego
sygnatu (10-50 ps) o czestotliwosci RF i duzej mocy (okoto 50 W), zwanej potocznie pulsem (P)
(Rys. 1-54A). Warunek rezonansu zachodzi przy statym polu magnetycznym Bo, a parametrem
zmiennym jest czestotliwos$¢ wzbudzenia (v) zapewniana przez puls o dobranej szerokosci (ang.
frequency sweep). Eksperyment NMR jest polichromatyczny, poniewaz pole magnetyczne B;
generowane przez puls RF ma szeroki zakres czestotliwosci. Wytworzone przez cewki pole
magnetyczne B;, ktdre jest skierowane prostopadle do pola B,, odchyla wektor magnetyzacji
Mo w ptaszczyznie XY oraz Z (Rys. 1-53B). Po zakoriczeniu pulsu na uktad wptywa ponownie

tylko pole By, ktore rozpoczyna relaksacje wektora M w strone osi Z z czestotliwoscig Larmora



charakterystyczng dla danego jgdra atomowego (Rys. 1-53B). Podczas tego procesu w cewkach
indukowany jest prad elektryczny zalezny od czasu wynikajacy z relaksacji skladowej M,y.
Cewka nadawczo-odbiorcza rejestruje sygnat zaniku swobodnej precesji (ang. Free Induction
Decay, FID) (Rys. 1-54B), a komputer poprzez przeksztatcenia matematyczne zwane
transformacjg Fouriera przedstawia wynik w funkcji czestotliwosci, co pozwala na analize

danych (Rys. 1-54C).

1.7.3  Podstawowe pojecia opisujgce widmo NMR

Przesuniecie chemiczne oraz efekt ekranowania jgder atomowych

Widmo NMR przedstawiane jest w postaci wykresu, na ktérym na osi odcietych odtozona
jest wartos$¢ przesuniecia chemicznego sygnatu wyrazona w liczbie czesci na milion, w skrécie
ppm (ang. parts per milion). Jest to sposdb zapisu bezwymiarowego stosunku dwdch wielkosci,

a w metodzie magnetycznego rezonansu jgdrowego wyraza sie ponizszym wzorem:

U — Uper N

5= 106, (1.7.11)

Ure f

gdzie v to czgsto$¢ rezonansowa obserwowanego jadra atomowego, U,.r to czgstosc
rezonansowa wzorca (referencji). W spektroskopii NMR wzorcem jest najczesciej
tetrametylosilan, Si(CHs)s (TMS), kwas trimetylosililopropanowy (TSP) lub sél sodowa kwasu
2,2-dimetylo-2-silapentano-5-sulfonowego (DSS), dla ktérych przesuniecie chemiczne
uznawane jest jako zero. Zaletg stosowania jednostki ppm jest utatwienie opisania potozenia
sygnatéw na widmie NMR, ktore w pierwotnej wersji przedstawiano w jednostce
czestotliwosci, gdzie réznice pomiedzy poszczegdlnymi sygnatami sg bardzo niewielkie, a same
liczby bardzo duze. Ponadto, zastosowanie wartosci ppm pozwala na poréwnywanie widm
NMR rejestrowanych przy réznych polach magnetycznych, dla ktérych odniesieniem jest ten

sam wzorzec.
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Rys. 1-55. Idea powstania dodatkowego pola magnetycznego wynikajacego z ruchu elektronow
w zewnetrznym polu magnetycznym Bo.

Widma NMR sktadajg sie nie z jednego, a z wielu sygnatéw o réinym przesunieciu
chemicznym. Dzieje sie tak dlatego, ze poszczegdlne atomy wodoru czesto nie sg réwnocenne
chemiczne wzgledem siebie (zasada stosowana takze do innych atomoéw obserwowanych
w NMR). Kazde jadro atomowe sktada sie z protondéw lub protonéw i neutrondéw oraz
otaczajacych elektrondw. Ruch kotowy elektronéw w zewnetrznym polu magnetycznym
Bo indukuje dodatkowe niewielkie pole magnetyczne, B, skierowane przeciwnie do pola By,
przez co efektywne pole magnetyczne (Besf) dziatajgce na dane jadro atomowe (Rys. 1-55) jest

na ogoét mniejsze o wspotczynnik statej ekranowania o, co wyrazone jest ponizszym wzorem:
Berr = Bo(1—0). (1.7.12)
Parametr o sigma mozna rozbic na kilka elementéw, tzn.
0 = 0Ogiq T Opara + Om + Orc + Oc5 + Tso1, (1.7.13)

gdzie 04, to wkiad od efektu diamagnetycznego (np. ruch kotowy elektrondéw), o,,q,-q wktad
od efektu paramagnetycznego zwigzany z niesferycznym roztozeniem elektrondw, o,, wktad
od efektu anizotropowego, g,. wktad od rozktadu fadunku elektrycznego w uktadzie
pierscieniowym, o.; wkifad od efektu pola elektrycznego oraz o, wktad od rodzaju

otaczajgcego czgsteczke rozpuszczalnika.

Zmiana efektywnego pola magnetycznego danego jgdra o wspodtczynnik o wigze sie ze zmiang
czestotliwosci rezonansowej i dlatego na widmie *H NMR obserwuje sie kilka sygnatéw od
protonéw, gdzie kazdy z nich znajduje sie w innym otoczeniu elektronowym. Fenomen
przesuniecia chemicznego jest podstawg techniki NMR. W spektroskopii magnetycznego
rezonansu jgdrowego uzywa sie pojec¢ ekranowanie (ang. shielding) oraz odekranowanie jgdra

atomowego (ang. deshielding). Na wielkos$¢ efektywnego pola magnetycznego majg wptyw



podstawniki (atomy) znajdujgce sie w bliskim potozeniu od rezonujacego jgdra atomowego.
Przyktadowo grupy charakteryzowane jako elektrono-donorowe (grupy alkilowe) powodujg
ekranowanie, natomiast podstawniki wyciggajgce elektrony, takie jak grupa nitrowa,
karboksylowa, atomy z grupy halogendw (Cl, Br, F) powodujg odekranowanie. Réwniez rodzaj
wigzania czy budowa samej czasteczki ma wplyw na wielkos¢ efektywnego pola
magnetycznego. Najlepszym przyktadem jest tutaj molekuta benzenu, ktérej sprzezony uktad
wigzan podwodjnych, wigzan typu m, indukuje ekranowanie $rodkowej czesci czgsteczki
i odekranowanie na jej krawedziach. Podstawowe pojecia stosowane przy opisie widm NMR
w zaleznosci od regionu w jakim wystepujg na widmie przedstawiono na Rys. 1-56.
Réwnocennos¢ i nieréwnocenno$é protonéw najprosciej zobrazowac na przyktadzie widma H
etanolu (Rys. 1-58). Protony grupy CHs (1a-1c) sg rownocenne chemicznie miedzy sobg
i dlatego na widmie NMR reprezentowane s3 przez jeden sygnat. To samo tyczy sie protondéw
grupy CH; (2a-2b). Natomiast te dwie grupy protonéw miedzy sobg sie chemicznie réznig, stad

dwa sygnaty o réznych przesunieciach chemicznych.
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Rys. 1-56. Zmiany w energii i ekranowaniu jader atomowych w zaleznosci od utozenia na widmie *H NMR.

Intensywnosc sygnatu

Kazdy sygnat znajdujgcy sie na widmie NMR charakteryzowany jest przez wartosci
przesuniecia chemicznego, multipletowos¢ oraz intensywnos$¢ sygnatu. Intensywnos¢
definiowana jest jako pole powierzchni pod sygnatem, co dostarcza informacji na temat
wzglednej liczby nuklidow reprezentowanych przez dany sygnat, co jest wiedzg niezbedng do
poprawnej analizy widma NMR. Na przyktadzie etanolu mozna zauwazyc, ze integracja jednego

sygnatu wynosi 3, a drugiego 2, co zgadza sie z liczbg protonéw (Rys. 1-58).



Sprzezenia spinowo-spinowe, multipletowos¢

Nieréwnocenne jgdra atomowe znajdujgce sie blisko siebie oddziatujg ze sobg, co
nazywane jest oddziatywaniem spinowo-spinowym (oddziatywanie pomiedzy spinami
jadrowymi). W wyniku takiego oddziatywana sygnat na widmie NMR jest rozszczepiony na
multiplety, co dostarcza bezposredniej wiedzy na temat sgsiadujgcych ze sobg jader
atomowych. W NMR najczesciej obserwuje sie sprzezenia skalarne, ktore sg przenoszone przez
elektrony tworzace wigzania kowalencyjne w czgsteczce. Rozseparowanie sygnaftu na dwie
linie (lub wiecej) opisywane jest statg sprzezenia spinowego oznaczang J wyrazang w Hz. State
sprzezenia pomiedzy atomami, ktére dziel3 dwa wigzania nazywa sie geminalnymi (%)),
natomiast gdy odlegto$¢ wynosi trzy wigzania jest to sprzezenie wicynalne (3J). Wielko$¢
sprzezen wicynalnych zalezy od kata torsyjnego pomiedzy oddziatujgcymi atomami, co opisane

jest rownaniem Karplusa (Rys. 1-57).

T, Y) 3] = A+ Bcos¢ + Ccos*¢

30 60 90 120 150 180
7]

Rys. 1-57. Réwnanie Karplusa oraz wykres przedstawiajgcy wielko$¢ sprzezenia 3/ pomiedzy jadrami
atomowymi X iY a katem torsyjnym.

Multipletowos¢ sygnatéw wynikajgcych z oddziatywania jgder atomowych o liczbie spinowej %
mozna prosto okresli¢, stosujac zasade n+1, gdzie n to liczba atomdw w grupie sgsiadujgce;j.
Wracajac do przyktadu etanolu, multipletowos¢ grupy CH, wynosi cztery (n = 3), co nazywane
jest kwartetem, a multipletowos¢ grupy CHs wynosi trzy (n = 2), co nazywane jest tripletem.
Co wazniejsze, state sprzezenia pomiedzy oddziatujgcymi ze sobg spinami wyznaczone na

podstawie obu sygnatéw muszg byé takie same. Dla etanolu stata 3/ = 7,1 Hz (Rys. 1-58).
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Rys. 1-58. Widmo 'H NMR etanolu. Pod sygnatami podano ich integracje. Nad kazdym z sygnatéw wypisano
przesuniecie chemicznej kazdej sktadowej multipletu (kolor niebieski) oraz przesuniecie chemiczne srodka
sygnatu wraz z oznaczeniem liczbowym odnoszgcym sie do przedstawionej struktury etanolu oraz
multipletowos$¢ (kolor zielony). Widmo rejestrowane w D,0. Proton 3a nie jest widoczny na widmie,

poniewaz zostat podstawiony przez deuter.



1.7.4  Spektroskopia °F NMR

Spin % oraz wspétczynnik magnetogiryczny zblizony do protonu powoduja, iz czestotliwos¢
rezonansowa fluoru jest zblizona do wodoru, przez co Swietnie nadaje sie do badania metoda
NMR. Fluor, pomimo ze nie wystepuje w wielu zwigzkach naturalnych, byt jednym z pierwszych
atoméw badanych metodg magnetycznego rezonansu jadrowego. Niemniej jednak, wiele
czasteczek zawierajgcych fluor otrzymuje sie w chemii organicznej i nieorganicznej, a niektére
z nich sg wykorzystywane jako sondy w badaniach o znaczeniu biologicznym, co prowadzi

do ogdlnego zainteresowania °F NMR.
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Rys. 1-59. Zakres przesunie¢ chemicznych zwigzkéw organicznych zawierajacych fluor. Grafike
zaczerpnieto z ksigzki ,NMR Spectroscopy Basic Principles, Concepts and Applications in Chemistry”,
Harald Giinther.

Zwigzkami referencyjnymi uznawanymi w F NMR sg chemicznie obojetny
trichlorofluorometan, CFCl; (0 ppm), kwas trifluorooctowy, CFsCOOH (-76,60 ppm) oraz
heksafluorobenzen, Ce¢Fs (-163 ppm). Zakres rezonansu jader fluoru jest wyjgtkowo duzy i dla
zwigzkéw nieorganicznych wynosi niemalze 2500 ppm, natomiast dla zwigzkéw organicznych
400 ppm, co nadal jest bardzo duzg wartoscig (Rys. 1-59). Najwiekszy wptyw na statg
ekranowania, o, ma stata diamagnetyczna wynikajgca z ruchu kotowego chmury elektronowej
wokét jadra fluoru oraz stata paramagnetyczna zwigzana ze wzbudzeniem elektronéw na
orbitalu p, ktérej wptyw jest przeciwny do ekranowania diamagnetycznego. Elektron wodoru
znajduje sie na orbitalu s i dlatego stata diamagnetyczna ma najwiekszy wptyw na efektywne

pole magnetyczne dziatajace na proton, natomiast elektrony fluoru zajmuja takze orbital p,



stad ekranowanie diamagnetyczne determinuje relatywne ekranowanie jadra atomowego. Na
przesuniecie chemiczne jader fluorowych ma wptyw réwniez rodzaj rozpuszczalnika czy
obecnos$¢ podstawnika, z ktérym bezposrednio zwigzany jest atom fluoru, np. halogeny
powodujg odekranowanie atomu fluoru (Rys. 1-60). Rozpuszczalnik moze nie mieé duzego
wplywu na przesuniecie chemiczne sygnatow fluorowych, gdy rozwaza sie trzy najczesciej
stosowane ciecze deuterowane takie jak CDCl;, DMSO-ds czy aceton-ds, natomiast znaczne
roznice w 6,,m obserwuje sie w warunkach wodnych czy wodno-buforowych. Wtedy pH, sita

jonowa czy nawet lepkosé bedg zmieniaty potozenia sygnatéw na widmie.

F;C—CH,3 F,C—F F,C—ClI F;C—-Br F,C—lI
-65 ppm -62 ppm -33 ppm -21 ppm -5 ppm
Rys. 1-60. Wptyw halogenu na przesuniecie chemiczne °F NMR grupy CF3 w odniesieniu do
CFCl3 (0 ppm).

Podobnie jak w przypadku przesuniecia chemicznego tak i wartosci sprzezenia spinowo-
spinowego sg znacznie wieksze dla fluoru niz wodoru. Sprzezenie to wystepuje pomiedzy
jgdrami aktywnymi w NMR, tj. protonem, weglem, fosforem, azotem, fluorem i generalnie jest
przenoszone przez elektrony tworzgce wigzania kowalencyjne miedzy atomami. Dlatego efekt
sprzezenia maleje wraz z liczbg wigzan dzielgcg oddziatujgce uktady spinowe, co dobrze
obrazujg state sprzezenia. Podobnie jak dla protonu, gtéwna zasada pomagajgca
w przewidzeniu stopnia multipletowosci 2n/ + 1 (gdzie n to liczba jader atomowych, z ktérymi
ulega sprzezeniu obserwowany atom, a / to ich liczba spinowa) sprowadza sie do wyrazenia
n+1. Na widmach °F NMR obserwuje sie rozszczepienia sygnatéw wynikajagce m.in. ze
sprzezenia fluor-fluor, fluor-proton oraz fluor-fosfor. Wybrane wartosci statych sprzezenia

spinowo-spinowego zostaty przedstawione na Rys. 1-61.
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Rys. 1-61. Przyktadowe zwigzki zawierajgce fluor oraz ich state sprzezenia.



Chemia i biologia nukleotydow zainteresowata mnie juz na samym poczatku studidw
licencjackich realizowanych na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego. Bardzo
interesujgce wydato mi sie (i wcigz jest) samodzielne otrzymywanie chemicznie
modyfikowanych nukleotydéw, a nastepnie badanie ich metodami biofizycznymi takimi jak
spektroskopia fluorescencyjna czy magnetyczny rezonans jadrowy. Jednym z miejsc
wprowadzania modyfikacji chemicznych w nukleotydach jest grupa fosforanowa. W zaleznosci
od rodzaju wprowadzonej modyfikacji otrzymuje sie zwigzki o zmienionych wtasciwosciach
biologicznych czy biofizycznych. Obiektem moich zainteresowan staty sie nukleotydy
zawierajgce fluor w postaci ugrupowania fluorofosforanowego. Umieszczenie fluoru
w terminalnej pozycji tancucha fosforanowego wydawato sie korzystne z dwéch wzgledow.
Po pierwsze, fluor wielkosScig podobny jest do atomu tlenu, przez co zwigzek tak modyfikowany
moze by¢ wcigz akceptowany w miejscu aktywnym enzymow. Po drugie, fluor jest znacznikiem
spinowym, dzieki czemu znakowana nim czasteczka moze petni¢ role sondy molekularnej

w badaniach °F NMR.

W ramach studidow licencjackich i nastepnie magisterskich zajatem sie synteza
fluorofosforanowych analogéw nukleotydéw oraz wykazatem ich przyktadowe zastosowania
jako sond molekularnych w monitorowaniu proceséw biologicznych. Opracowatem trzy
metody syntetyczne wprowadzenia fluorofosforanu w obreb taicucha fosforanowego
pojedynczego nukleotydu. Dwie z tych metod polegajg na aktywacji grupy fosforanowe;j
imidazolem, tak aby zwiekszy¢ podatnos¢ atomu fosforu na atak nukleofilowy. Imidazolowe
pochodne nukleotydéw otrzymuje sie metodg kondensacji w uktadzie oksydoredukcyjnym
ditiodipirydyna/trifenylofosfina, zaproponowang przez Mukaiyame i Hashimoto (189).
Aktywowane nukleotydy wydajne reagowaty z nukleofilowymi jonami fluorkowymi (Schemat
I-A), tworzac ugrupowanie fluorofosforanowe oraz z jonami fluorofosforanowymi (Schemat
I-B), tworzac zwigzki o wydtuzonym tancuchu fosforanowym (190). Stosujac dwa powyzsze
podejscia syntetyczne, otrzymatem kilkadziesigt nukleotyddw réznigcych sie budowa zasady
azotowej lub budowg i dtugosciag mostka fosforanowego, ktéry w obrebie swojej struktury
posiadat dodatkowe modyfikacje takie jak grupa metylenowa (CH;) czy imidowa (NH).

Imidazolowe pochodne niektérych nukleotydéw nie sg zwigzkami trwatymi chemicznie.



Zaobserwowatem to dla pochodnych z wydtuzonym tancuchem fosforanowym (dwa fosforany
lub wiecej), ktore sg bardziej polarne i chemicznie bardziej labilne. Dlatego aby umozliwic¢
synteze fluoro(poli)fosforanowych analogdw nukleotydéw, opracowatem elektrofilowy
odczynnik fluorofosforylujacy, ktérym jest fluorofosforan aktywowany imidazolem (FP-Im).
Odczynnik FP-Im wydajnie reagowat z di- oraz trifosforanami nukleozydéw, co pozwolito mi na
otrzymanie kilkunastu analogéw nukleotyddéw (Schemat I-C) (190). Ponadto, FP-Im wytrgcany
w postaci soli litowej jest trwaty, co najmniej rok w odpowiednich warunkach przechowywania
(-20°C). Z punktu widzenia syntetycznego korzystne okazato sie zastosowanie elektrofilowego
zwigzku fluorofosforylujgcego (FP-Im), ktory wykazat reaktywnos¢ nie tylko wobec
mononukleotydéw. Pochodna ta ulegata takie reakcji z 5'-fosforylowanymi
oligonukleotydami, co dato poczatek pierwszym dwom przyktadom 10-nt czgsteczek DNA

wyznakowanych 5’-fluoro(di)fosforanem (190).
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Schemat |I. Metody syntezy fluorofosforanowych analogow nukleotydéw wykorzystujgce podjednostki
aktywowane imidazolem oraz nukleofile: A) jony fluorkowe, B) jon fluorofosforanowy, C) 5’-fosforylowany
nukleozyd. Otrzymatem ponad 30 réznych nukleotyddw z wydajnosciami okoto 60% (190).

Otrzymanie fluorofosforanowych analogéw nukleotydéw pozwolito mi na przetestowanie
tych zwigzkdw jako sond molekularnych w badaniach °F NMR. Kilka fluorowych nukleotydéw,
bedacych analogami naturalnych substratéw, inkubowatem z wybranymi enzymami, a proces

postepu reakcji enzymatycznej obserwowatem metodg *°F NMR (Rys. 1). Hydrolize substratéw



z powodzeniem monitorowatem metodg NMR ze wzgledu na zrdznicowanie w wartosciach
przesunie¢ chemicznych pomiedzy fluorowanym substratem a fluorowanym produktem
(Rys. 1). W  jednym z przeprowadzonych przeze mnie eksperymentéw
enzymatycznych udziatem DcpS oraz m’GMPF, wykazatem hydrolize substratu do m’GMP oraz

jonow fluorkowych (Rys. I-C).
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Rys. |. Hydroliza fluorofosforanowych analogéw nukleotyddw monitorowana metodg °F NMR. A) Reakcja
ATPF z fosfodiesterazg z jadu weza (SVPDE/PDE-). B) i C) Enzym DcpS hydrolizujacy analogi korica 5’mRNA,
tj. m’GDPF oraz m’GMPF. D) Monitorowanie rozciecia cyklicznego fosforanu przez RNAze T2. Powyzsze
wyniki staty sie czescig mojej pracy magisterskiej oraz zostaty opublikowane (190).



Drugim praktycznym zastosowaniem byty dwa pilotazowe eksperymenty wykorzystania
fluorofosforanowego oligonukleotydu do monitorowania procesu hybrydyzacji nici DNA
metodgy '°F NMR. Podobnie jak w eksperymentach enzymatycznych, zmiany w warto$ciach
przesunie¢ chemicznych sygnatéw nici pojedynczych i podwdjnych umozliwity obserwowanie
procesu tworzenia sie dupleksu DNA (Rys. Il-A), a nawet wypierania nici z utworzonego

wczesniej dupleksu DNA (Rys. 1I-B) (190).
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Rys. Il. Monitorowanie tworzenia sie dupleksow DNA metodg '°F NMR. A) Hybrydyzacja

5’-fluoro(di)fosforanowego 10-nt F-ON; z komplementarnym ON,. B) Hybrydyzacja F-ON; z F-ON;
i wypieranie F-ON; poprzez nadmiar ON,. Powyzsze wyniki staty sie czescig mojej pracy magisterskiej oraz
zostaty opublikowane (190).

Wyniki przedstawione na Rys. | i Rys Il zainspirowaty mnie do dalszych badan nad
fluorofosforanowymi analogami (oligo)nukleotydéw. Badania nad zastosowaniem
fluorofosforanowych analogéw nukleotydéow oraz badania nad syntezg i zastosowaniem
fluorofosforanowych analogéw oligonukleotydéw jako sond molekularnych kontynuowatem
w trakcie studiéw doktoranckich. Projekt doktorski ewoluowat w dwie odrebne Ssciezki.
Uwalnianie jonéw fluorkowych w trakcie reakcji enzymatycznych stato sie podstawg do
opracowania nowej, wysokoprzepustowej metody przesiewowej opartej o iloSciowe
oznaczanie uwolnionych jonéw fluorkowych w roztworze, co jest tematem pierwszej czesci
badan wtasnych. Metode wysokoprzepustowg zastosowatem do poszukiwania inhibitorow

badanych biatek, takich jak fosfodiesteraza z jadu weza PDE-I, ludzki enzym dekapujgcy DcpS



oraz ludzki i roslinny enzym Fhit. Druga czes¢ projektu doktorskiego skupia sie wokét syntezy
fluorofosforanowych analogéw oligonukleotydéw, rdznigcych sie dtugoscig i sktadem
sekwencji. W szczegdlnosci skupitem sie na opracowaniu sond molekularnych, ktére pozwolity
na monitorowanie procesdw takich jak: - tworzenie sie duplekséw DNA, - wykrywanie
pojedynczych niekomplementarnosci w dupleksach DNA, - monitorowanie zmian
strukturalnych struktur drugorzedowych oligonukleotydéw w funkcji zmieniajacej sie
temperatury oraz pH, - monitorowanie oddziatywania pomiedzy oligonukleotydem a biatkiem

lub matoczasteczkowym ligandem.






2.1 Celeiobiekty badan

W czesci pierwszej opisujgcej badania wiasne zostang przedstawione wyniki
eksperymentow, ktore miaty na celu opracowanie wysokoprzepustowej metody przesiewowej
(ang. High-throughput screening - HTS) opartej o fluorofosforanowe analogi nukleotyddw.
Metody HTS, ktére umozliwiajg szybkie przetestowanie duzej puli matoczasteczkowych
zwigzkdw pod katem ich aktywnosci biologicznej (najczesciej poszukiwane sg inhibitory
enzymow bedgcych celami terapeutycznymi), sg nieustannie stosowane w przemysle
farmaceutycznym. W niniejszym projekcie skupitem sie wokét enzymoéw z grupy fosfohydrolaz,
pirofosfataz czy nukleaz, ktére specyficznie wigzg i hydrolizujg substraty pochodzenia
nukleotydowego. Enzymy te petnia kluczowa role w kontroli wewnatrz-
i zewnatrzkomérkowego poziomu matoczasteczkowych nukleotyddw, ktérych poziom jest
bezposrednio zwigzany z metabolizmem komdrkowym, sciezkami sygnatowymi w komérce czy
integralnoscia kwaséw nukleinowych. W niektdrych przypadkach nieprawidtowe
funkcjonowanie takich enzymoéw zostato powigzane z rozwojem chordb, tym samym
identyfikujgc konkretny enzym jako potencjalny cel terapeutyczny. Do opracowania nowe;j
metody HTS przyczynito sie spostrzezenie, ze enzymy sg zdolne do hydrolizowania wigzania P-F
w grupie 5’-fluorofosforanowej nukleotydu, uwalniajgc jako jeden z produktow jon fluorkowy.
Fluorki byty ilosciowo oznaczane za pomocga sondy fluorogenicznej, ktéra w wyniku reakcji
chemicznej nabywata wtasciwosci fluorescencyjnych. Szczegétowe cele czesci pierwszej badan

wiasnych byty nastepujace:

o Opracowanie i optymalizacja metody HTS dla enzymu modelowego -
fosfodiesterazy z jadu weza (PDE-I);

o Opracowanie i optymalizacja metody HTS dla enzymu ludzkiego DcpS oraz
ludzkiego i roslinnego Fhit;

o Skompletowanie bibliotek zwigzkéw gtéwnie pochodzenia nukleotydowego oraz
wykonanie eksperymentéw HTS;

o Woyznaczenie parametréw ICso dla najlepszych potencjalnych inhibitoréw;



o Zaprojektowanie, synteza i badania HTS nowych analogéw diadeninowych jako

inhibitoréw ludzkiego Fhit.

2.2 Fluorofosforanowe analogi nukleotydéw w badaniach wysokoprzepustowych

Koncepcja wysokoprzepustowej metody przesiewowej zostata przedstawiona na Rys. 2-1.
Fundamentami opracowanego eksperymentu sg dwa kluczowe elementy. Pierwszy z nich to
nukleotyd, 5’-fluoromonofosforan nukleozydu (NMPF, 1), a drugim jest sonda fluorogeniczna

czuta oraz selektywna wobec jondw fluorkowych (TBDMS-FL, II).
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Rys. 2-1. Schemat przedstawiajacy idee opracowanej wysokoprzepustowej metody przesiewowej.
A) Hydroliza enzymatyczna fluorofosforanowego analogu nukleotydu do nukleotydu i jonéw fluorkowych.
Reakcja jonow fluorkowych z sonda fluorogeniczng. B) Liniowa zalezno$¢ fluorescencji od stezenia jondw
fluorkowych. C) Wykonanie eksperymentu , krok po kroku”.

Fluorofosforanowe analogi nukleotydéw s3 substratami wybranych enzymoéw,
a warunkiem koniecznym do ich zastosowania jest zdolnos¢ badanych biatek
do hydrolizowania NMPF do jonéw fluorkowych oraz NMP (5’-fosforan nukleozydu) (Rys.
2-1A). W zaleznosci od specyficznosci substratowej badanego enzymu wykorzystano jedng
z dwéch sond fluorofosforanowych, tj. analog korica 5’-mRNA tzw. ,kapu” posiadajacy jako
zasade azotowg 7-metyloguanine (m’G)-m’GMPF, lub analog mononukleotydu z adening
(A lub Ade) jako zasada azotowg - AMPF. Nukleotyd m’GMPF byt substratem dla ludzkiego

enzymu DcpS oraz roslinnego enzymu Fhit (AtFhit), natomiast AMPF zastosowano do badan



fosfodiesterazy z jadu weza | (PDE-I) oraz ludzkiego enzymu Fhit. Oba analogi nukleotydow,
m’GMPF oraz AMPF, otrzymatem z komercyjnie dostepnych zwigzkéw wyjéciowych na drodze
standardowych metod syntetycznych obejmujgcych chemie nukleotydéw, co zobrazowatem
na schematach przedstawionych na Rys. 2-2A i B. Jako sonde fluorogeniczng zastosowatem
fluoresceine, ktéra w obrebie grup hydroksylowych posiadata ugrupowanie tert-
butylodimetylosililowe (TBDMS-FL). Modyfikacja ta zostata wybrana ze wzgledu na szerokie
zastosowanie w oznaczaniu jonow fluorkowych w réznych proébkach, takich jak woda, pasta do
zebdéw czy jondw uwolnionych podczas reakcji enzymatycznych oraz ze wzgledu na prostg
i wydajng synteze (Rys. 2-2C) (191). Zabezpieczona forma fluoresceiny nie wykazuje
wiasciwosci fluorescencyjnych. Fluorek uwolniony w wyniku reakcji enzymatycznej byt
iloSciowo oznaczany w wyniku reakcji chemicznej z TBDMS-FL, w warunkach organiczno-
wodnych (DMSO:bufor wodny), ktérej skutkiem byto uwolnienie fluoresceiny, co prowadzito
do wzrostu intensywnosci fluorescencji. Co wazniejsze, zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji
od stezenia jonow fluorkowych jest liniowa w dosc szerokim zakresie, od 0 uM do 60 uM (Rys.
2-1B). Ostatecznym wynikiem eksperymentu jest odczyt intensywnosci fluorescencji wprost
proporcjonalnej do ilosci jonéw fluorkowych uwolnionych w trakcie reakcji enzymatyczne;. |
tak, dla reakcji enzymatycznych spowolnionych przez dodanie inhibitora intensywnos¢
fluorescenc;ji jest nizsza niz dla reakcji, w ktdrych stopien przeksztatcenia fluorowanej sondy
byt wyzszy. Zjawisko to wykorzystano do opracowania wysoko przepustowej metody
poszukiwania inhibitorow enzymatycznych. Elementami niezbednymi w przypadku kazdej
metody wysokoprzepustowej sg ptytki wielodotkowe. W opracowanej metodzie HTS
wykorzystatem ptytki 96-dotkowe przystosowane do pomiaréw fluorescencji oraz prowadzenia
reakcji enzymatycznych (tzw. non-binding plates — rodzaj ptytek, w ktdrych studzienki zostaty
wykonane z materiatu minimalizujgcego adsorpcje powierzchniowg czgsteczek oraz biatek).
Kazdy pojedynczy eksperyment wysokoprzepustowy sktadat sie z dwdch ptytek (Pl — reakcja
enzymatyczna, Pll — inkubacja z sondg fluorogeniczng), a procedura wygladata nastepujaco:
na pierwszej ptytce 80-dotkdw zarezerwowano na reakcje enzymatyczne wraz z kontrolami
(kontrola negatywna — dodany zdenaturowany enzym lub dodanie odczynnika, w obecnosci
ktorego dany enzym jest nieaktywny, np. acetonitryl czy wodny roztwdr EDTA; kontrola
pozytywna — reakcja bez inhibitora) oraz potencjalnymi inhibitorami. Natomiast 16 dotkéw

zostato przeznaczonych na krzywa wzorcowga, ktéra byta wykonywana w takich samych



warunkach jak reakcja enzymatyczna, ale z dodatkiem jonéw fluorkowych (wodny roztwor
NaF) o zadanym stezeniu ibez obecnosci enzymu. W osiemdziesieciu dotkach
przygotowywatem mieszanine reakcyjng, na ktorg sktadat sie nukleotydowy substrat (NMPF),
potencjalny inhibitor (l,) oraz bufor. Po 5 minutowej inkubacji w 30°C sukcesywnie kolumnami,
w rownych odstepach czasowych (np. co 20 sekund) dodawany byt enzym. Po okreslonym
czasie reakcje enzymatyczng zatrzymywatem odpowiednio dobranym roztworem
denaturujgcym biatko, zachowujgc rezim czasowy. Nastepnie czes$¢ roztworu z pierwszej ptytki
przenositem na nowa ptytke, dodawatem roztworu sondy fluorogenicznej, inkubowatem przez
1h, uzupetniatem buforem do odczytu (200 mM HEPES) i dokonywatem pomiaru fluorescencji
za pomocg czytnika mikroptytek. Procedura zostata dobrana w taki sposéb, aby catosc

zajmowata nie wiecej niz 3h-4h.
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Rys. 2-2. Schematy syntez NMPF-6w (190) oraz sondy fluorogenicznej (191). A) Schemat syntezy m’GMPF;
B) Schemat syntezy AMPF wychodzac z 5’-fosforanu adenozyny (AMP); C) Schemat syntezy sondy TBDMS-
FL czutej na jony fluorkowe. 2,2’-DTDP - dwusiarczek 2,2'-dipirydylowy.

Koncepcje powyzszego eksperymentu przetestowatem na niedrogim i tatwo dostepnym
enzymie, fosfodiesterazie z jadu weza (PDE-I). PDE-I ze wzgledu na komercyjng dostepnosc

oraz szerokie spektrum substratowe mozna uzna¢ za dobry model do opracowywania metod



przesiewowych enzymow zaleznych od dwuwartosciowych jondw metali. Po optymalizacji
i uzyskaniu satysfakcjonujgcych wynikéw dla PDE-l, idee wysokoprzepustowego testu
przesiewowego przeniostem na enzymy metabolizujgce nukleotydy w komorkach: ludzki
enzym DcpS oraz ludzki enzym Fhit. W badaniach uwzglednitem réwniez roslinny enzym Fhit,
a wyniki te sg pewnego rodzaju dodatkiem w niniejszej rozprawie, poniewaz sam AtFhit nie byt
gtéwnym tematem badan. W kolejnych podrozdziatach zostanie opisana optymalizacja metody
HTS, a nastepnie przedstawione zostang wyniki eksperymentéw nad enzymami PDE-I, DcpS
oraz Fhit. Cze$¢ danych dotyczacych biatka hDcpS zostata otrzymana powyzszg metodg przez

dr Anne Wojtczak (z d. Nowicka), co jest przedmiotem wspdlnej publikacji naukowej (192).

2.2.1 Optymalizacja metody wysokoprzepustowej

Zaprojektowana metoda HTS wymagata optymalizacji i dobrania odpowiednich warunkéw,
w taki sposdb aby zapewnié powtarzalnosé otrzymywanych wynikdw oraz unikngé interferencji
sktadnikow buforu, jondw i innych na odczyt fluorescencji, przez co uzyskane dane mogtyby
by¢ nieprawdziwe. W celu okreslenia jak najlepszych warunkéw reakcji wykonatem

nastepujgce zestawy eksperymentdéw:

e Zbadatem stabilnosci sondy fluorogenicznej rozpuszczonej w réznych warunkach
— uzyskanie roztworu stabilnego przez co najmniej 1 h,

e Zbadatem wptyw skfadnikéw buforujacych oraz jonéw dwuwartosciowych metali
na przebieg krzywej kalibracyjnej — zachowanie liniowosci danych oraz
zachowanie jak najwiekszego stosunku sygnatu do szumu,

e Dobratem odpowiedni czas trwania reakcji enzymatycznej/stopnia

przereagowania substratu — otrzymanie parametru 2’ > 0,5.

Wptyw sktadnikow buforu zaréwno na trwatos¢ sondy fluorogenicznej w czasie, jak
i poprawnos¢ uzyskanych danych zbadatem poprzez pomiar intensywnosci fluorescencji
w funkcji stezenia jonéw fluorkowych, ktére zostaty zawieszone w rdéznego rodzaju buforach.
Sonda TBDMS-FL rozpuszczona w czystym DMSO byta bardzo niestabilna, o czym $wiadczyto
niemal natychmiastowe odbarwienie roztworu do koloru zéttego. Wiekszg stabilnos¢
uzyskatem, stosujagc mieszanine woda:DMSO (1:9), jednak juz po okoto 20 minutach
odczytywatem zwiekszong intensywnos¢ fluorescencji, co swiadczyto o rozpadzie sondy.

Bardzo dobrym rozwigzaniem byta zamiana wody w mieszaninie woda:DMSO (1:9) na bufor



Tris-HCI o nastepujacym skfadzie: 60 mM Tris-HCI, pH 7,6, 0.6 mM EDTA, 240 mM KCI. Sonda
fluorogeniczna rozpuszczona w powyzszej mieszaninie byta stabilna przez co najmniej 1h,
co wystarczyto do poprawnego przeprowadzenia eksperymentu HTS (Rys. 2-3D). Kolejnym
zbadanym aspektem byt wptyw sktadu buforu mieszaniny enzymatycznej, a tym samym sktadu
krzywej wzorcowej/kalibracyjnej, na liniowa zaleznos¢ pomiedzy intensywnoscia fluorescencji
a stezeniem jondw fluorkowych. Bufory, ktdre byty kompatybilne z eksperymentem to Tris-HCl,
HEPES oraz MES. Jednakze, w buforze Tris o pH>8, ktéry dodatkowo zawierat kwas octowy,
zaobserwowano znaczgcy wzrost fluorescencji oraz brak zachowania liniowosci,
co spowodowane byto rozktadem sondy fluorogenicznej (Rys. 2-3A). Nastepnie sprawdzitem,
czy obecnos¢ jonéw metali moze mie¢ wptyw na stabilnos¢ sondy TBDMS-FL. Byty to istotne
eksperymenty, poniewaz niektdre enzymy zachowujg swojg aktywnos¢ katalityczng jedynie
w obecnosci jonéw magnezu, wapnia czy manganu, co w pewien sposdb wymusza skfad
buforu reakcyjnego (Rys. 2-3B). Jony Mg?* o stezeniu 10 mM znaczgco obnizyly intensywnos¢
fluorescencji oraz stosunek sygnatu do tta (S/B), co moze by¢ zwigzane z niskg
rozpuszczalno$cig MgF, w wodzie (Rys. 2-3C). Efekt zmian fluorescencji byt mniej widoczny dla
nizszych stezen Mg?*, a stezenie 2 mM przyjeto jako graniczng akceptowalng warto$¢ tych
jondw w buforze reakcyjnym. Nie zaobserwowatem negatywnych skutkéw stosowania innych
jondéw takich jak Ca?*, Mn?* czy Zn?*, ktére jednoczesdnie moga by¢ alternatywa dla jonéw
magnezu w niektérych reakcjach enzymatycznych. Uzyskane dane podsumowatem w postaci
tabeli (Tabela 2.1) za pomoca, ktérej mozna w szybki sposdb dobra¢ najlepsze warunki

eksperymentu.
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Rys. 2-3. Optymalizacja eksperymentu wysokoprzepustowego. A) Krzywe kalibracyjne jonéw fluorkowych

rozpuszczonych w réznych buforach; B) Wptyw rdznego rodzaju kationdw dwuwartosciowych na krzywa

wzorcowg (Tris-HCl pH 7,5); C) Stosunki maksymalnego sygnatu (punkt 30 uM z krzywej kalibracyjnej) do tta

(punkt 0 uM z krzywej kalibracyjnej) dla eksperymentéw przedstawionych w punktach A i B; D) stabilno$¢
sondy TBDMS-FL w roztworach o réznym sktadzie w 30°C. Wykres przedstawia zmiany fluorescencji
W czasie, natomiast zdjecia obrazujg stabilnos¢ sondy w (l) czystym DMSO, (ll) mieszaninie DMSO:H,0 (9:1)
oraz () mieszaninie DMSO:Tris-HCI (9:1) po 5 minutach i 1 godzinie. E) oraz F) wartos$¢ parametru Z’ dla

PDE-I oraz hDcpS w zoptymalizowanych warunkach.



Tabela 2.1. Wytyczne opracowane dla zaprojektowanego eksperymentu wysokoprzepustowego
wykorzystujagcego NMPF oraz sonde fluorogeniczna.

Sktad reakcji enzymatyczne;j

Optymalne stezenie substratu
(NMPF)

Akceptowane bufory

Akceptowane sktadniki buforu

Nalezy unikac

30 - 60 pM

MES, HEPES, Tris-HCI

pH 6,5-8

Jony metali: Ca?*, Zn?*, Mn?* (do 10 mM)

Mg?* (do 2 mM)

Stabilizatory biatek (np. BSA), do stezenia 0,75 mg/ml

Reagenty stopujgce reakcje enzymatyczng: 5 mM
EDTA, acetonitryl

pH powyzej 8
jonéw Mg?* w stezeniu powyzej 2 mM

jondw octanowych, silnych kwaséw, silnych zasad

Reakcja z sondg fluorogeniczng, TBDMS-FL

Optymalna objetos¢ prébki do

ilosciowego oznaczenia jonéw F

Roztwor, w ktérym sonda jest
stabilna

Roztwor, w ktérym sonda jest
niestabilna

Minimalna wymagana objetos¢
DMSO w analizowanej

mieszaninie

Warunki reakcji

10-30 pl

9:1 DMSO/Tris-HCl pH 7,6 (v/v)

czyste DMSO
DMSO:woda dejonizowana (9:1)

co najmniej 80%

60 min, 30°C, 300 rpm




Do zweryfikowana, czy opracowana metoda badan przesiewowych moze by¢
zaadaptowana do formatu wysokoprzepustowego (HTS), niezbedne byto wyznaczenie
parametru Z’, ktdry jest prostym statystycznym parametrem stuzagcym do jakosciowej oceny
testu. Moze on przyja¢ wartosci od -co do 1, gdzie wynik powyzej 0,5 jest wystarczajacy
i akceptowany dla eksperymentéw HTS (193). Parametr Z’ musiat by¢ wyznaczony dla kazdego
z badanych enzyméw ze wzgledu na réznice w warunkach eksperymentow takich jak sktad
buforu, rodzaj substratu nukleotydowego czy czas trwania reakcji enzymatycznej (stopien
przereagowania substratu), wynikajagce z aktywnosci danego enzymu. Aby wyznaczy¢
Z' wykonywatem 120 reakcji z aktywnym enzymem bez dodatku inhibitora (kontrola
pozytywna) oraz 120 reakcji z czynnikiem denaturujgcym enzym (kontrola negatywna).
Dla kazdego z enzyméw stezenie biatka oraz czas trwania reakcji enzymatycznej zostaty

dobrane tak, aby stopien przereagowania substratu wyniést 25-30%.

Wartosci parametru Z’' zostaty obliczone na podstawie wzoru 2.1:

P 1_3 *apoz+3*0'neg’ 2.1

| P—poz - uneg |

gdzie 0,,; 0znacza odchylenie standardowe kontroli pozytywnej, 0,.; 0znacza odchylenie
standardowe kontroli negatywnej (zdenaturowany enzym), pp., oznacza $rednig wartosé
fluorescencji kontroli pozytywnej, pn; 0Oznacza s$rednig wartos¢ fluorescencji kontroli
negatywnej (193). Doktadne dane na temat warunkéw kazdego z eksperymentéow zawiera
Tabela 2.2, z ktérej mozna odczytad, iz otrzymane wartosci Z’ dla enzyméw PDE-I (Rys. 2-3F),
hDcpS (Rys. 2-3E), hFhit oraz AtFhit to kolejno 0,60, 0,63, 0,68 oraz 0,54, co spetnia warunek
(Z>0,5) mozliwosci zastosowania zaprojektowanego eksperymentu do badan

wysokoprzepustowych.

Omawiana metoda HTS zostata poczgtkowo zastosowana do badan z dwoma enzymami,
hDcpS oraz PDE-I, co zostato zebrane i przedstawione w postaci publikacji (192). W niniejszej
rozprawie skupitem sie na enzymie Fhit, ktéry hydrolizuje 5’-fluoromonofosforan adenozyny
(AMPF) do nukleotydu (AMP) oraz jondw fluorkowych (F) (Rys. 2-4). Uwalnianie jondéw
fluorkowych jest warunkiem koniecznym do wykorzystania sondy fluorogenicznej

w zaprojektowanym eksperymencie wysokoprzepustowym.
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Rys. 2-4. A) Schematycznie przedstawienie hydrolizy AMPF przez hFhit. B) Monitorowanie reakcji
hydrolizy AMPF przez hFhit za pomoca HPLC.

Optymalizacja eksperymentu HTS dla hFhit wymagata dobrania stezenia enzymu w taki
sposoOb, aby stopien przereagowania AMPF (dla stezenia 60 uM) po 60 minutach wynosit
zawsze pomiedzy 25% a 30%. Wykonanie kilkudziesieciu eksperymentdéw dla réznego stezenia
enzymu Fhit doprowadzito do ustalenia ostatecznych warunkéw, tj. 25 nM Fhit (Tabela 2.2).
W ustalonych warunkach wykonano pomiary parametru Z’, ktdorego S$rednia wartosc
z 3 powtdrzen wyniosta 0,68, co spetnia warunek eksperymentu wysokoprzepustowego (>0,5)

(Rys. 2-5).

Nalezy réwniez zaznaczyé, iz dla lepszej czytelnosci danych uzyskanych z badan przesiewowych
bibliotek zwigzkdéw, intensywnosci fluorescencji przeliczono na tzw. procent inhibicji (%inhibicii)
za pomocg wzoru 2.2. Dlatego najsilniejsze inhibitory sg reprezentowane przez najwyzsze
»Sstupki”, a najstabsze inhibitory przez kolumny danych o matych wartosciach. Procent inhibicji

obliczatem na podstawie ponizszego wzoru:

Fion = Finnib
%il’lhib = —<on "l X 100%, (22)

Fkon - Ft’(o
gdzie Fyon 0znacza sSrednig warto$¢ fluorescencji z reakcji kontrolnych (bez inhibitora), Finnib
oznacza wartos¢ fluorescencji reakcji z badanym inhibitorem, Fi, 0znacza wartos¢ fluorescencji

tta (pomiar probki z krzywej wzorcowej dla punktu 0 uM jonéw fluorkowych). Procent inhibicji

moze takze przyjmowac wartosci ujemne, gdy reakcja nie jest hamowana przez badany ligand,



ale aktywowana. Wtedy fluorkow jest wiecej niz w reakcji kontrolnej bez inhibitora i wartos¢

%inhib jest mniejsza od zera.
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Rys. 2-5. Eksperymenty z uzyciem ludzkiego enzymu Fhit. A-C) Okreslenie parametru Z’ na podstawie
trzech niezaleznych préb. Na osi x odtozono numer reakgji. D) Liniowa intensywnos¢ fluorescencji w funkcji
stezenia jonow fluorkowych (z NaF).






Tabela 2.2. Warunki reakcji enzymatycznych w jakich przeprowadzano badania wysokoprzepustowe dla kazdego z enzymoéw

- Czynnik L,
Enz.ym./ Subs.tra.t/ Inhlt_alto_r/ Bufor Jony- Czas“ Temp.  Wytrzasanie zatrzymujacy Warfosc
stezenie stezenie stezenie metali reakcji . z
reakcje
PDE-1/ 50 mM Tris-HCI pH 7,5 Ca%*/ . o 5 mM EDTA
2.5 ug/ml AMPF /30 uM 20 uM 0,75 mg/ml BSA 10 mM 30 min 30°C  Tak/300rpm oH 7,0 0,60
50 mM Tris-HCl, pH 7,6, Acetonitryl
hDcpS /25 nM  m’GMPF / 60 uM 20 uM 200 mM KCl, 0,5 mM brak 55 min 30°C  Tak /300 rpm 100 ul y 0,63
EDTA, 0,75 mg/ml BSA W
. 50 mM MES-KOH pH 6,5, Ca%*/ . N Acetonitryl
hFhit / 25 nM AMPF / 60 uM 20 uM 0,75 mg/ml BSA 5 mM 60 min 30°C  Tak /300 rpm 120 pl 0,68
. 50 mM MES-KOH pH 6,5 Ca%/ . Acetonitryl
7, = o
AtFhit /14 nM  m’GMPF / 60 uM 20 uM 0,75 mg/ml BSA 5 mM 40 min 30°C  Tak /300 rpm 120 pl 0,54




2.2.2  Biblioteki zwigzkdw

Potencjalnymi inhibitorami badanych enzyméw byly zwigzki gtéwnie pochodzenia
nukleotydowego, ktdre zostaty otrzymane i zebrane na przestrzeni lat w Laboratorium Chemii
Bioorganicznej na Wydziale Fizyki, Uniwersytetu Warszawskiego. Dzieki temu jest to jedyny
w swoim rodzaju zbiér tego typu bioczasteczek stuzacy do badania biatek, dla ktdrych
naturalnymi ligandami sg nukleotydy i ich pochodne. Biblioteka 1 (BZ-1) sktada sie tacznie z 76
zwigzkdéw (Zatgcznik 1, Tabela Z1) i zostata wykorzystana do badan nad enzymem PDE-I oraz
ludzkim DcpS, a wyniki tych eksperymentdéw staty sie przedmiotem publikacji w Organic &
Biomolecular Chemistry (192). Nastepnie, opracowang metode HTS zaadaptowatem do badan
z innymi enzymami, w tym ludzkim oraz roslinnym Fhit. Na przestrzeni kilku lat biblioteka BZ-1
zostata rozbudowana do 141 réznych czasteczek, tworzac tym samym biblioteke zwigzkdéw
2 (BZ-2) (Zatacznik 2, Tabela Z2). W celu uproszczenia analizy danych zwigzki podzielono

grupami ze wzgledu na rodzaj zasady azotowej nukleotydu i s3 to:
- analogi adeninowe,
- analogi guaninowe,
- analogi urudynowe,
- analogi zawierajgce 7-metyloguanine,
- analogi zawierajace 7-benzyloguanine,
- analogi zawierajgce 7-benzyloguanine oraz triazol, oba podstawniki w pozycji N7 guaniny,
- nukleotydo-cukry,
- inne zwigzki takie jak: NAD*, kwas foliowy, RG3039 (bardzo silny inhibitor enzymu DcpS);

Ponadto, niektére ze zwigzkéw posiadaty dodatkowe modyfikacje w obrebie zasady azotowej
(adeniny lub 7-metyloguaniny), a w szczegdlnosci mostka fosforanowego, co zostato

zaprezentowane na Rys. 2-6.
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Rys. 2-6. Modyfikacje chemiczne wystepujace w nukleotydach wchodzacych w sktad bibliotek BZ-1 oraz
BZ-2. A) Modyfikacje mostkowe i niemostkowe wystepujgce w obrebie mostka/taricucha fosforanowego.
W nawiasach podano oznaczenie skrotowe uzywane w tekscie; B) Linkery diaminowe bedace
modyfikacjami nukleotyddéw zawierajacych adenine. Linker znajduje sie w pozycji N6 adeniny;
C) Podstawniki znajdujgce sie w pozycji N7 guaniny, bedgce analogami 7-metyloguaniny. Grupa benzylowa
mogta zawiera¢ dodatkowe atomy w miejscach atomoéw wodoru takie jak chlor, fluor lub grupy niepolarne
metyl, izopropyl i inne, co zostato doktadnie zaprezentowane w tabeli Z1 oraz Z2.



2.2.3  Badania HTS — enzym PDE-I

Fosfodiesteraza z jadu weza | (PDE-I) zostata wykorzystana jako enzym modelowy
do walidacji metody HTS ze wzgledu na szerokie spektrum substratowe oraz komercyjng

dostepnosé enzymu. Krétki opis funkcji i naturalnych substratow tego enzymu przedstawiono

w rozdziale 1.6.1.

= Analogi adeninowe EH Analogi guaninowe BEE Analogi 7-metyloguaninowe E3 Inne zwiazki
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Wykres 2-1. Wynik badania przesiewowego biblioteki sktadajgcej sie z 76 zwigzkéw dla enzymu PDE-I.
Struktury zwigzkow oraz doktadne wartosci procentu inhibicji przedstawiono w zataczniku w postaci tabeli
Z1. Niebieskimi strzatkami oznaczono zwigzki, dla ktérych zostaty wyznaczone wartosci ICsp.

Wyniki badan przesiewowych biblioteki zwigzkdw BZ-1 umozliwity identyfikacje
co najmniej kilku inhibitoréw, gtéwnie sposréd nukleotyddw zawierajacych adenine lub
guanozyne (Wykres 2-1). Doktadne wartosci zostaty zebrane w postaci tabeli Z1 na korcu
niniejszej rozprawy doktorskiej i to w odniesieniu do niej nalezy analizowaé wyniki opisane
w tym podrozdziale. Otrzymane dane dobrze odzwierciedlajg dane literaturowe, w ktérych
pokazano, ze naturalne NTP sg nie tylko substratami dla fosfodiesterazy, ale réwniez stabymi
inhibitorami (164), co bardzo dobrze widac¢ na przyktadzie ATP (1), dla ktérego procent inhibicji

wynidst 32%, natomiast dla odpornego na hydrolize analogu S,-ATPasS (3) juz 92%. Najlepszymi



inhibitorami  okazaty = sie analogi  zawierajagce  ugrupowanie  5’-(2-fluoro-1,2-
metylenobisfosfonianowe) (oznaczane w skrécie jako FpCH,p), gdzie kolejno dla ApCH,pF (14)
inhibicja wyniosta 100%, a dla GpCH,pF (26) 94%. Jest to wynik do$¢ niespodziewany,
a zidentyfikowane inhibitory sg pierwszymi tego typu zwigzkami nukleotydowymi hamujgcymi
aktywnos¢ fosfodiesterazy PDE-I. Z otrzymanych danych wnioskuje sie, ze kluczowe moze by¢
podstawienie atomu fluoru w miejsce atomu tlenu, w terminalnym fosforanie, a co za tym idzie
zamaskowanie jednego tadunku ujemnego. Inhibicja dla niefluorowanego analogu GpCH,p
(25) byta juz znacznie nizsza (17%) w poréwnaniu z fluorofosforanowa czasteczka nukleotydu.
Podobnga zaleznosé obserwuje sie dla analogu o wydtuzonym faricuchu fosforanowym, gdzie
pomiedzy grupg fluorofosforanowa, a metylenobisfosfonianowa znajduje sie dodatkowa
grupa fosforanowa. Omawiany zwigzek, GpCH,ppF, charakteryzuje sie inhibicjg na poziomie
18%, natomiast jego niefluorowany odpowiednik, GpCH,pp (24), zdecydowanie nie jest
inhibitorem (%inhibeji = 2%). Na podstawie powyzszych przyktadéw mozna zauwazyé, iz nie tylko
brak fluoru obniza inhibicje, ale réwniez wydtuzenie samego tancucha fosforanowego jest
niekorzystne. Dinukleotydem, na ktéry warto zwrdéci¢ uwage, jest zwigzek zbudowany z dwdch
guanozyn potgczonych mostkiem 5’5’-trifosforanowym, w ktérym na fosforanie B umieszczono
grupe boranowg (BHs). Procent inhibicji GppBHspG (33) wyniost 60% i jest to kolejny
nieoczywisty przyktad inhibitora enzymu PDE-I. Ws$réd nienukleotydowych analogéw dosé

wysokim wynikiem inhibicji wykazat sie kwas foliowy (70, %inhiveji = 74%).

Kolejnym krokiem badan byta ewaluacja najlepszych zidentyfikowanych inhibitorow przy
pomocy opracowanej metody wysokoprzepustowej, wprowadzajgc w eksperyment niewielkg
modyfikacje. Dla czasteczek o najwiekszej inhibicji wyznaczono parametry ICso, stosujgc na
ptytce 96-dotkowej 10-punktowe rozciericzenie logarytmiczne danego zwigzku. W ten sposdb
otrzymane wartosci fluorescencji przeksztatcano ponownie na procent inhibicji oraz odktadano
na wykresie w zaleznosci od stezenia inhibitora (skala logarytmiczna). Parametr ICso
wyznaczano poprzez dopasowanie standardowego tréjparametrowego réwnania opisujacego
hamowanie reakcji enzymatycznej (ang. dose-response), ktore zostato przedstawione w czesci
eksperymentalnej (rozdziat 5.9.6). Czasteczki, dla ktdorych wyznaczono wartosci Cso
przedstawiono na Rys. 2-7. ICso dla najlepszych inhibitoréw wyniosto 1,2 + 0,3 uM oraz 1,8 +
0,2 uM kolejno dla ApCH,pF oraz GpCH,pF, natomiast wartos¢ dla analogu GpCH,p (ICso =90 £

20 uM) byta znacznie wyzsza, co jest zgodne z danymi uzyskanymi w eksperymencie HTS.



Inhibitorami charakteryzujacymi sie wartosciami ICso ponizej 10 uM byty zwigzki ATPaS D1 (ICso
=4,6 0,8 uM), GpspF D1 (ICsp = 7,0 £ 1,8 uM) oraz kwas foliowy (ICsp = 6,4 = 1,0 uM).
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Rys. 2-7. Charakterystyka zwigzkow wybranych na podstawie wysokoprzepustowego badania
przesiewowego biblioteki BZ-1 dla enzymu PDE-I. Zwigzki wystepowaty w postaci soli amonowych (NHz*).
Dla zwigzkow 3 oraz 31 gwiazdkg oznaczono centrum stereogeniczne na atomie fosforu. Oznaczenia D1
oraz D2 dopisane do zwigzkéw oznaczajg, iz dany nukleotyd wystepuje w postaci dwdch
diastereoizomerow ze wzgledu na centrum asymetrii na atomie fosforu. Zwiagzki D1 i D2 rdznig sie czasem
retencji na RP HPLC, dlatego zwigzek o czasie krotszym oznaczono D1, a zwigzek o czasie retencji dtuzszym
oznaczono D2.

Opracowanie wysokoprzepustowego badania przesiewowego na przyktadzie enzymu PDE-I
okazato sie korzystne z kilku wzgledéw. Zostata udowodniona podstawa catego eksperymentu,
w ktérej zatozeniem byto wykorzystanie fluorofosforanowego analogu nukleotydu jako
substratu dla PDE-I, a detekcja postepu reakcji odbywata sie poprzez analize intensywnosci
fluorescencji, ktéra z kolei w sposob liniowy zalezata od stezenia jonow fluorkowych
w roztworze. Zakwalifikowanie eksperymentu do kategorii badan wysokoprzepustowych byto
mozliwe po optymalizacji warunkéw reakcji enzymatycznej takich jak dtugosc eksperymentu

i sktad buforu, o czym ostatecznie swiadczy wartos¢ parametru 2’ rowna 0,60. Wynik samego



badania HTS jest ciekawy nie tylko ze wzgledu na wskazanie najlepszych inhibitoréw,
ale dostarcza on takze bardzo istotnych informacji na temat preferencji substratowej
fosfodiesterazy z jadu weza. Jako kolejne obiekty badan wybratem enzymy o wiekszym
znaczeniu biologicznym: ludzki enzym DcpS oraz ludzki i roslinny enzym Fhit, dla ktérych wyniki

zostang opisane w kolejnych podrozdziatach.

2.2.4 Badania HTS — enzym hDcpS

Biblioteka zwigzkéw BZ-2, (na ktorg sktadaty sie zwigzki z biblioteki BZ-1), zostata
przeszukana pod wzgledem czasteczek hamujacych aktywnos$¢ ludzkiego enzymu DcpS
(Wykres 2-2). Wyniki badan BZ-1 zostaty przedstawione w pracy opublikowanej w Organic &
Biomolecular Chemistry (192), a wykonata je dr Anna Wojtczak (z d. Nowicka). W niniejszej
rozprawie doktorskiej przedstawitem wyniki badan biblioteki BZ-2, aby w catosci pokazaé
potencjat opracowanej metody wysokoprzepustowej. Trzeba zaznaczy¢, ze czes¢ zwigzkow
znajdujacych sie w BZ-2, w tym najlepsze inhibitory DcpS, staty sie przedmiotem publikacji
autorstwa Wojtczak B. et. al. (194). Badania przeprowadzano analogicznie jak dla enzymu
PDE-I, gdzie najlepsze inhibitory zostaty scharakteryzowane poprzez wyznaczenie wartosci ICso.
Jedyng rdznica jest zastosowanie buforu o innym sktadzie oraz zmiana fluorowanej sondy
molekularnej na m’GMPF (Tabela 2.2). Analizujac dane przedstawione na Wykres 2-2 wyraznie
widaé, ze warunkiem koniecznym do wystgpienia wtasciwosci inhibitorowych jest obecnos¢ 7-
metyloguanozyny w strukturze zwigzku, co jest zgodne z rolg biologiczng DcpS jako enzymu
degradujgcego kap 7-metyloguaninowy. Sposrdd mononukleotydéw najsilniejszymi
inhibitorami byty zwigzki m’GDP (60, %innivici = 70%, 1Cso = 5,2 + 1,2 uM) oraz jego
5’-fosforotiolanowy analog m’GSDP (71, %innibicji = 95%, 1Cso = 1,5 = 0,4 uM). Z kolei analogi
dinukleotydowe, bedace jednoczesnie najblizszymi strukturalnie zwigzkami do naturalnych
czasteczek, z ktorymi oddziatuje w komadrkach enzym DcpS, réwniez wykazaty sie bardzo
wysokimi procentami inhibicji. Warto zwréci¢ uwage na odporne na hydrolize analogi
m’GpppG, ktdre zawieraty modyfikacje w obrebie mostka fosforanowego i s3 to: m’GpCH.,ppG
(73, %innibicj = 82%, 1Cso = 4,0 + 1,1 uM) oraz m’GpNHppG (77, %innibici = 81%, 1Cso = 3,2 £ 0,9
UM). Odrebng klasg analogéw o wysokich wartosciach procentéw inhibicji byty dinukleotydy
7-metyloguaninowe zawierajgce w swojej strukturze ugrupowanie 5’-tiofosfoestrowe (ang.

phosphorothiolate, PSL). Przyktadowo zwigzek posiadajagcy grupe PSL od strony



7-metyloguaniny (m’GSpppG, 88) okazat sie silnym inhibitorem z wartoscig ICso na poziomie
okoto 0,87 uM, co jest porownywalne ze zidentyfikowanym juz z wczesniej najsilniejszym
inhibitorem nukleotydowym m’GppBHspG D1 (83) z ICso réwnym 1,0 + 0,2 uM (192). Lepszy
efekt uzyskano poprzez wprowadzenie dwdch grup PSL do czgsteczki dinukleotydu, gdzie
procent inhibicji dla zwigzku m’GSpppSG (95) wynidst 96% (lub 106% wedtug (194)), a warto$¢
ICso rownata sie 0,3 + 0,1 uM, co jest wynikiem o ponad 3 razy lepszym od zwigzku 88.
Najkorzystniejszym rozwigzaniem ze wzgledu na zwiekszong site inhibicji okazato sie
potaczenie dwdéch modyfikacji PSL z jedng grupg tiofosforanowg (PS) umieszczong w obrebie
mostka fosforanowego taczacego dwa nukleozydy. Warto$¢ inhibicji dla zwigzku m’GSppspSG
D2 (103) wynosita 97% (109% wedtug (194)) wraz z ICso réwnym 43 nM, co jest poréwnywalne
do najlepszego nienukleotydowego inhibitora enzymu DcpS RG3039 (ICso = 48 nM wyznaczone
taka samg procedurg eksperymentalng). Struktury najsilniejszych inhibitoréw wraz

z wartosciami ICso zostaty przedstawione na Rys. 2-8.
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Rys. 2-8. Omawiane najlepsze inhibitory ludzkiego enzymu DcpS. Podany zostat numer zwigzku oraz
wartos¢ inhibicji — dane zgodne z tabelg Z2 oraz warto$¢ I1Csp na podstawie(192) lub(194).

Pomimo iz badania nad enzymem DcpS nie byty gtdwnym zagadnieniem niniejszej rozprawy
doktorskiej, to uzyskane wyniki mogg by¢ cenng wskazéwka do projektowania inhibitoréw dla

innych enzyméw, ktére nalezg do tej samej rodziny biatek, a mianowicie HIT (ang. Histidine



Triad Proteins). Ponadto, poréwnanie wynikdw badan HTS tych samych bibliotek zwigzkéw, ale
réznych enzymoéw umozliwia poréwnanie/profilowanie preferencji strukturalnych DcpS i Fhit,
co z kolei jest przydatne w kontekscie zrozumienia funkcji badanych enzymoéw w procesie
degradacji mRNA czy metabolizmie dinukleotydow w komdrkach. W dalszej czesci opisu
wynikow badan wtasnych zostang przedstawione rezultaty badania wysokoprzepustowego dla

biatek ludzkiego i roslinnego Fhit.
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Wykres 2-2. Wynik wysokoprzepustowego badania przesiewowego biblioteki BZ-2 wobec hDcpS. Pionowe kropkowane linie zostaty umieszczone co 10-ty zwigzek
zaczynajac od zera. Im wyzszy stupek tym silniejszy inhibitor.



2.2.5 Badania HTS — hFhit oraz AtFhit

Biblioteka BZ-2 (Tabela Z2) zostata przeszukana pod wzgledem potencjalnych inhibitorow
enzymow ludzkiego (Wykres 2-3) i roslinnego Fhit (Wykres 2-4). Zgodnie z oczekiwaniami
najwyzsze wartosci inhibicji zwigzkow wobec ludzkiego Fhit zidentyfikowano w puli analogéw
adeninowych i sg to naturalne dinukleotydy adeninowe réznigce sie liczbg grup fosforanowych
(od 3 do 5) oraz modyfikowane w mostku fosforanowym analogi AppppA (25, %innivici = 65%),
tj. ApCH2ppCH:pA (31, %innivicii = 51%) oraz ApBH3ppBH3A (36, %inhibicii = 48%). Podwyzszonymi
wartosciami inhibicji charakteryzowaty sie dwa analogi guaninowe, gdzie pierwszy to GppppG

(53, %inhibicji = 33%), a drugi to jego modyfikowany grupg difluorometyleno(bis)fosfonianowa

(P-CF-P) odpowiednik (57, %inhibii = 34%). Warto réwniez wyrdzni¢ monunukleotyd
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Rys. 2-9. Najlepsze wyselekcjonowane inhibitory ludzkiego enzymu Fhit. Podano numery zwigzkdéw
z biblioteki BZ-2 (Tabela Z2) oraz uzyskane procenty inhibicji. Wszystkie zwigzki wystepowaty w postaci soli
amonowych (NH4*).

guaninowy z grupg benzylowg w pozycji N7 zasady azotowej (112, %innivici = 31%) oraz
dinukleotyd guaninowy, gdzie na jednej z zasad azotowych w pozycji N7 zostato wprowadzone
ugrupowanie 4-trifluorometylobenzylowe (131, %inhivicji = 24%). Na Rys. 2-9 przedstawiono

struktury wyzej omowionych czasteczek wraz z procentami inhibicji. Jak mozna zauwazyé



zwigzkami, ktére najsilniej konkurowaty o miejsce aktywne z substratem byty naturalne analogi
ApnA (24-26). Wprowadzenie dodatkowych modyfikacji takich jak metyleno(bis)fosfonian czy
grupa boranowa nie zwiekszyto poziomu inhibicji, a wrecz przeciwnie, obnizyto go o niemal
15%. Pomimo zréznicowanej biblioteki BZ-2, wérdéd 141 zwigzkéw nie udato sie znalez¢ silnego

inhibitora enzymu hFhit.
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Wykres 2-3. Wynik wysokoprzepustowego badania przesiewowego biblioteki BZ-2 wobec hFhit. Pionowe kropkowane linie zostaty umieszczone co 10-ty zwigzek
zaczynajac od zera. Im wyzszy stupek tym silniejszy inhibitor.
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Wykres 2-4. Wynik wysokoprzepustowego badania przesiewowego biblioteki BZ-2 wobec AtFhit. Pionowe kropkowane linie zostaty umieszczone co 10-ty zwigzek
zaczynajac od zera. Im wyzszy stupek tym silniejszy inhibitor.



Zupetnie odmienne i do$¢ niespodziewane wyniki uzyskano dla roslinnego Fhit (AtFhit).
AtFhit jest homologiem ludzkiego enzymu Fhit, dlatego uwazany jest za hydrolaze
diadenozynopolifosforandw. Roslinny Fhit jest rowniez podejrzany o petnienie funkcji u roslin
podobnej jak DcpS w komadrkach ludzkich. Do dnia dzisiejszego nie zidentyfikowano roslinnego
homologu enzymu DcpS. Wyniki badan wysokoprzepustowych przedstawiajg sie nastepujaco.
Naturalny analog ApsA (25) hamowat reakcje z 65% skutecznoscia, a dla analogu z dwiema
grupami metyleno(bis)fosfonianowymi (31) zaobserwowano inhibicje zwiekszong o 3%.
Niemniej jednak, oba dinukleotydy adeninowe nie sg najlepszymi wynikami uzyskanymi
podczas wysokoprzepustowego badania przesiewowego. Zdecydowanie najsilniejszym
inhibitorem byt modyfikowany siarkg tetrafosforanowy analog kofica 5> mRNA — m’GpspppG
D1 (80, %inhibici = 92%). Roéwniez wsrdod analogéw 7-metyloguaninowych na wyrdznienie
zastuguje zwigzek m’GpCH2pppG (74, %innivicji = 79%) oraz analog posiadajacy trzy atomy siarki
w obrebie mostka fosforanowego — m’GSppspSG D1 (102, %innibici = 73%). Dwa analogi
guaninowe, na ktore warto zwrdci¢ uwage to tetrafosforanowy dinukleotyd guaninowy (53)
oraz jego modyfikowany odpowiednik zawierajacy grupe difluorometyleno(bis)fosfonianowg
(57). GppppG hamowat reakcje z 85% skutecznoscig, natomiast GppCF,ppG z 81%. Struktury

omoéwionych dinukleotydéw przedstawiono na Rys. 2-10.
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Rys. 2-10. Najlepsze wyselekcjonowane inhibitory enzymu roslinnego Fhit. Podano numery zwigzkéw
z biblioteki BZ-2 (Tabela Z2) oraz uzyskane procenty inhibicji. Wszystkie zwigzki wystepowaty w postaci soli
amonowych (NHz*).
2.2.6  Poréwnanie profili substratowych enzyméw z rodzin HIT

Zaleta metody wysokoprzepustowej jest nie tylko mozliwos¢ wyselekcjonowania
najsilniejszych inhibitoréw, ale takie okreslenia preferencji substratowych na podstawie
struktur chemicznych zwigzkéw. Mozna to zauwazy¢ poprzez porownanie inhibitorow dla
zbadanych enzymdéw, tj. hDcpS, hFhit oraz AtFhit. Pomimo, ze badane zwigzki nalezg do tej
samej rodziny biatek, tj. HIT (ang. Histitide Triad Protein), dla ktérych wspdlnym motywem jest
budowa enzymatycznego centrum katalitycznego, sktadajgcego sie z trzech histydyn,
to rodzaje zasad azotowych i akceptowanych modyfikacji chemicznych wprowadzonych
w obreb catego nukleotydu s3g zupetnie réine. Ludzki enzym Fhit, bedgcy hydrolazg
diadenozynopolifosforanéw, najsilniej wigze niemodyfikowane dinukleotydy purynowe
(adeninowe lub guaninowe), a uzyskane wyniki sugerujg brak preferencji substratowe;j
w strone nukleotydéw zbudowanych z innych zasad azotowych niz adenina. Ludzki DcpS,

ktérego naturalnymi substratami sg krotkie korice 5’-mRNA zakoriczone 7-metyloguanozyng



rowniez wykazuje preferencje w stosunku do dinukleotydéw, ale warunkiem koniecznym
wystgpienia inhibicji jest co obecnoé¢ co najmniej jednej reszty m’G. Ciekawe wyniki
otrzymatem dla roslinnego Fhit, ktéry podobnie jak ludzki odpowiednik uwazany jest za
hydrolaze diadenozyno polifosforanéw. Poza oczywistymi przyktadami najlepszych
inhibitoréw takich jak ApCH.pppA (74, %innibicji = 79%), wérdd silnych inhibitoréw znalazty sie
rowniez analogi guaninowe, 7-metyloguaninowe oraz 7-benzyloguaninowe, co jest dosc¢
zaskakujgcym wynikiem. Zdolnos¢ roslinnego Fhit do rozpoznawania innych zasad azotowych
W miejscu wigzgcym poza adening sugeruje nieco odmienng lub bardziej wszechstronng role
tego biatka w komodrkach roslinnych. AtFhit moze petnic¢ role regulatorowg dinukleotydow
adeninowych oraz guaninowych, ale rowniez jego funkcja moze sie skupia¢ wokoét analogdéw
7-metyloguaninowych, tak jak jest to w przypadku enzymu DcpS. Nie jest wykluczone, ze rola
AtFhit w roslinach pokrywa sie z rolg ludzkiego DcpS w komdrkach ludzkich, tzn. jest enzymem,
ktory bierze udziat w sciezkach degradacji mRNA. Dos¢ niespodziewane i interesujgce wyniki
na pewno sy dobrym wstepem do dalszych badan nad AtFhit, ktére by¢ moze zostang

rozpoczete w przysztosci.

Podatno$¢ na degradacje enzymatyczng oraz regioselektywnos¢ hydrolizy analogéw
dinukleotydowych zostata doktadniej przebadana na przyktadzie ludzkich enzymow,
a zaprezentowane nizej wyniki zostaty wykonane przez mgr Marceline Bednarczyk. Wykonano
szereg eksperymentow enzymatycznych z enzymami hFhit oraz hDcpS w obecnosci réznych
substratow (dla niskiego i wysokiego stezenia kazdego z nich), a postep reakcji monitorowano
za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Do badan wybrano dinukleotydy
zawierajgce 7-metyloguanine: m’GpppG oraz m’GpppA, ich metylowane w obrebie adenozyny
analogi (m’GpppAnm oraz m’Gppp(m®A)), dinukleotyd adeninowy (ApppA) oraz dinukleotydy
GpppA i GpppAm (Rys. 2-11B). Trzeba zaznaczyé, ze zwigzki zawierajace 7-metyloguanine
sg dinukleotydami budujgcymi koniec 5° mRNA oraz gromadzg sie w komadrkach w wyniku
degradacji RNA poprzez egzosom (Sciezka degradacji w kierunku 3’ do 5" RNA) (195). ApppA
jest naturalnym substratem Fhit, co zostato wielokrotnie zaznaczone w pracy (177). Natomiast
GpppA oraz GpppAm s3 produktami rozktadu niepoprawnie zbudowanego RNA, a enzymem
dekapujacym tego typu czasteczki RNA jest na przyktad DXO (196-198). Jak mozna zauwazyé
dobdr zwigzkéw do badan wykraczat poza te znajdujace sie w bibliotece BZ-2. Dinukleotydy

zostaty dobrane w taki sposéb, aby po pierwsze potwierdzi¢ zdolnos¢ hydrolizy naturalnych



substratow enzymow, sprawdzi¢, czy hFhit oraz hDcpS hydrolizujg inne dinukleotydy i jezeli
tak, okresli¢ regioselektywnos¢ i kinetyke takiego przebiegu reakcji. Zebrane wyniki moga

pomac w zrozumieniu roli enzymu Fhit w komadrkach, ktéra do dzi$ nie jest doktadnie znana.
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Rys. 2-11. A) Produkty hydrolizy m’GpppG w wyniku dziatania enzymu hDcpS (niebieski, hydroliza
pomiedzy fosforanami y/B) oraz enzymu hFhit (pomarariczowy, hydroliza pomiedzy fosforanami y/B oraz
B/a); B) Zestawienie struktur zwigzkdw omawianych w niniejszym podrozdziale.

Roéznice w kinetyce dziatania enzymu hFhit zaobserwowano wyraznie w warunkach
niskiego stezenia (10 uM) badanych substratow (Rys. 2-12). Po 60 minutach ApppA zostat
zhydrolizowany w 58% procentach, a drugim najlepszym substratem okazat sie m’Gppp(m°®A)
z przereagowaniem na poziomie 21% (Rys. 2-12A). Pozostate badane zwigzki takze byty
hydrolizowane przez hFhit, natomiast regioselektywnos¢ ciecia wigzania pirofosforanowego
zalezata od budowy dinukleotydu, a w szczegdlnosci od rodzaju zasad azotowych oraz
wystepowania metylacji w obrebie adenozyny. Niesymetryczne trifosforany dinukleozydéw
(m’GpppN) teoretycznie mogg zostaé przeksztatcane przez enzymy na drodze ciecia wigzania
pomiedzy fosforanami a i B (produkty: m’Gpp oraz pN) lub B i y (produkty: m’Gp oraz ppN)
(Rys. 2-11A). Udowodniono, ze enzym Fhit przeksztatca m’GpppG do m’Gpp oraz pG (188).
Wszystkie przebadane niesymetryczne dinukleotydy byty substratami dla ludzkiego Fhit (Rys.
2-12B i E). Dla zwigzkéw m’GpppG oraz m’Gppp(m°®A) zaobserwowano powstanie czterech

produktéw z preferencjq ciecia pomiedzy fosforanami B i y, a uwalniane byty kolejno m’Gp



oraz ppG i m’Gp oraz pp(m°®A). Réwniez pozostate substraty, m’GpppA oraz GpppA, byty
hydrolizowane zaréwno od strony adeniny, jak i drugiej zasady azotowej. W przypadku
m’GpppA zaobserwowano réwny stosunek par produktéw, natomiast GpppA byt juz
zdecydowanie chetniej ciety od strony adeniny. Ciekawy wynik otrzymano dla m’GpppAn, oraz
GpppAm, poniewaz oba dinukleotydy byly hydrolizowane od strony N7-metylowanej
guanozyny lub guanozyny. Ten wynik sugeruje, ze metylowanie w pozycji 2’0 rybozy chroni
przed degradacjg enzymatyczng Fhit pomiedzy fosforanami a i B i jednoczesnie wymuszajac
hydrolize dinukleotydu pomiedzy fosforanami B i y. ldentyczny zestaw eksperymentéw
wykonano dla wyzszego stezenia kazdego z substratow, tj. 200 uM (Rys. 2-13). Rdznice w
kinetyce reakcji nie byty juz tak dobrze widoczne (Rys. 2-13A i B), natomiast nie zmienita sie

znaczaco preferencja hydrolizy dinukleotydéw (Rys. 2-13E).

Jak zaznaczono wczesniej ludzki DcpS jest hydrolazg rozpoznajaca dinukleotydy badz
krotkie RNA sktadajace sie z 7-metyloguaniny na korncu 5’ taricucha polinukleotydowego.
Zgodnie z oczekiwaniami wszystkie analogi zawierajgce 7-metyloguanine byty hydrolizowane
przez enzym DcpS od strony metylowanej zasady azotowej (Rys. 2-12F i Rys. 2-13F).
Poréwnujac procent przereagowania dinukleotydu w eksperymentach z niskim (10 uM) oraz
wysokim (200 uM) stezeniem substratu, mozna zauwazy¢, iz dla stezen nizszych najszybciej
hydrolizowane byty zwigzki m’GpppA oraz m’GpppAn (kolejno 86% i 82% przereagowania po
15 minutach prowadzenia reakcji) (Rys. 2-12), a dla stezen wyzszych najlepszym substratem
byt juz m’GpppG (Rys. 2-13). Bardzo ciekawy wynik otrzymano dla niemetylowanych analogéw
kapu, tj. GpppA oraz GpppAm. Analiza profili HPLC wykazata odpornos¢ na hydrolize GpppA,
natomiast metylowany w pozycji 2’0 odpowiednik adenozyny zostat ciety od strony
guanozyny, jednakze znacznie wolniej w poréwnaniu z naturalnym substratem m’GpppG (25%
przereagowania GpppAm po 30 minutach vs. 98% przereagowania m’GpppG po tym samym
czasie). Wyniki uzyskane dla hDcpS sg zgodne z przewidywaniami. Regioselektywnos¢ hydrolizy
pochodnych 7-metyloguaninowych odbywata sie pomiedzy fosforanami y i B bez wzgledu na
rodzaj drugiej zasady azotowej. Niewatpliwie gtebszej analizy wymaga hydroliza GpppAn
wobec niehydrolizowanego GpppA, co bedzie przedmiotem dalszych badan. Wyniki
przytoczonych badan HPLC w pofaczeniu z uzyskanymi przeze mnie wynikami badan biblioteki

nukleotyddéw, wskazujg na roztgczne specyficznosci substratowe enzymoéw hDcpS i hFhit, a co
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za tym idzie, ich rézne funkcje biologiczne i poddajg w watpliwos¢ sugerowang w literaturze

funkcje Fhit w dekapingu.
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Rys. 2-12. Poréwnanie specyficznosci substratowej enzymow hFhit oraz hDcpS na podstawie wynikéw
badan metoda HPLC. Siedem substratéw w stezeniu 10 uM kazdy (A-F) inkubowano z enzymem hFhit
(1 nM) lub hDcpS (10 nM) w buforze 50 mM Tris-HCl pH 7,6 zawierajagcym 200 mM KCl oraz 5 mM MgCl,.
Kazda reakcje prowadzono w 37°C przez 60 minut, a postep hydrolizy analizowano w kilku odstepach
czasowych. A-D) Zmiana stezenia danego substratu w funkcji czasu w mieszaninie reakcyjnej. E-F)
Procentowe zestawienie par produktow po 60 minutach reakcji. Zaprezentowane dane s3 $rednia
arytmetyczng z dwdch powtdrzen + odchylenie standardowe (S.D.).
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Rys. 2-13. Poréwnanie specyficznosci substratowej enzymoéw hFhit oraz hDcpS na podstawie wynikéw
badan metodg HPLC. Siedem substratéw w stezeniu 200 uM kazdy (A-F) inkubowano z enzymem hFhit (10
nM) lub hDcpS (10 nM) w buforze 50 mM Tris-HCl pH 7,6 zawierajagcym 200 mM KCl oraz 5 mM MgCls.
Kazda reakcje prowadzono w 37°C przez 60 minut, a hydrolizy analizowano w kilku odstepach czasowych.
A-D) Zmiana stezenia danego substratu w funkcji czasu w mieszaninie reakcyjnej. E-F) Procentowe
zestawienie par produktéow po 60 minutach reakcji. Zaprezentowane dane s3g $rednig arytmetyczng z
dwdch powtdrzen + odchylenie standardowe (S.D.).



2.3 Nowe dinukleotydy adeninowe jako potencjalne inhibitory ludzkiego Fhit

Na podstawie powyzej przedstawionych wynikéw HTS dla ludzkiego Fhit zaprojektowatem
i otrzymatem nowe analogi nukleotyddéw jako potencjalne inhibitory tego enzymu. Przy
projektowaniu nowych zwigzkéw wzigtem pod uwage struktury najlepszych inhibitoréw
z biblioteki BZ-2, ktérymi zdecydowanie byty analogi adeninowe rdznigce sie miedzy sobg
dtugoscig mostka fosforanowego oraz obecnoscig dodatkowych modyfikacji w obrebie grup
fosforanowych (Rys. 2-9). Drugim czynnikiem, ktéry zdecydowat o doborze modyfikacji
chemicznych byta klasa 5'-tiofosfoestrowych i tiofosforanowych analogéw korica 5'-mRNA,
ktére scharakteryzowano jako bardzo silne inhibitory ludzkiego enzymu hDcpS (194). Dlatego
jako nowe zwigzki zaprojektowatem analogi diadeninowe z modyfikacjg 5'-tiofosfoestrowg
(PSL), ktore réznity sie dtugoscia tancucha fosforanowego, jeden zwigzek z dodatkowg grupg
tiofosforanowg (PS), w ktérym siarka wystepuje jako modyfikacja niemostkowa oraz jeden
dinukleotyd posiadajacy ugrupowanie difluorometyleno(bis)fosfonianowe (p-CF,-p). Jako
Sciezki syntetyczne wykorzystatem wczesniej opracowane metody syntezy analogéw kapu
z modyfikacjami PSL, PS oraz CF, (194,199). Otrzymatem 9 nowych zwigzkow, ktdrych strukture
potwierdzitem za pomocg NMR oraz MS, a nastepnie przeprowadzitem badania w celu

okreslenia ich potencjatu inhibicji wzgledem ludzkiego enzymu Fhit.

2.3.1 Synteza chemiczna zaprojektowanych zwigzkéw

Do otrzymania dinukleotydow  adeninowych zawierajacych ugrupowanie
5’-tiofosfoestrowe wykorzystatem podobne Sciezki syntezy jak opracowane wczesniej dla
analogdéw 7-metyloguaninowych (194). Substratem wyjsciowym byta adenozyna (2,28 g), ktéra
przeksztatcitem w jej 5’-jodo pochodng (5’IA). Reakcje jodowania przeprowadzitem
w pirydynie w obecnosci trifenylofosfiny, zwigzek ostateczny wydzielitem za pomoca ekstrakgji
octanem etylu, a po odparowaniu do sucha warstwy organicznej otrzymatem 3,5 g biatego
produktu (W=41%). W kolejnym kroku sdl trietyloamoniowg tiofosforanu (PSOs/TEA)
poddatem reakcji S-alkilacji z 5'IA w warunkach bezwodnych, w wyniku czego powstawat
produkt zawierajgcy atom siarki w pozycji 5’ rybozy (Schemat 2-1A). Ze wzgledu na niska
stabilnosé¢ PSO; jako suchego odczynnika, kluczowe okazato sie przygotowanie jego swiezej
porcji w postaci soli trietyloamoniowe] tuz przed rozpoczeciem syntezy. Sam tiofosforan jest

handlowo dostepny jako sél sodowa. Do zamiany soli sodowej w trietyloamoniowg



wykorzystatem standardowg metode wymiany kationdw na ztozu Dowex, ktérg stosuje sie
takze do zamiany kationdw w nukleotydach. Dalsza obrdbka nukleotydu obejmuje jego
odparowanie, az do uzyskania suchego, sypkiego ciata statego. Inaczej obchodzitem sie
z tiofosforanem, ktdry po odparowaniu ulega niemal natychmiastowemu rozktadowi. Aby tego
uniknaé, roztwdr po kolumnie Dowex zawierajacy tiofosforan zatezatem do stezenia okoto
1 mmol na 10 ml wody i przechowywatem w -80°C. W celu jego uzycia do syntezy, odpowiednig
ilos¢ odparowywatem w kolbce do sucha i niezwilocznie dodawatem aprotycznego
rozpuszczalnika takiego jak DMF lub DMSO, w ktérym prowadzitem reakcje. Nastepnie,
uzyskany ASp przeksztatcitem z 60% wydajnosciag w aktywowang imidazolem podjednostke
tiofosforanowa na drodze syntezy metodg Mukaiyamy-Hashimoto, a produkt wytracitem

w postaci soli litowe]j (ASp-Im) (Schemat 2-1B).
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Schemat 2-1. A) Schemat syntezy 5’-fosforotiolanu adenozyny; B) Aktywacja grupy tiofosfoestrowe;j
metoda Mukaiyama-Hashimoto.

Kolejne etapy syntezy polegaty na utworzeniu dodatkowego wigzania pirofosforanowego
pomiedzy ASp-Im a nukleotydem lub fosforanem, w DMF lub DMSO, oraz w obecnosci jonéw
magnezu. W celu otrzymania dinukleotydu z jednym atomem siarki w pozycji 5’ rybozy oraz
z dwiema grupami fosforanowymi, przereagowatem ASp-Im z 5’-monofosforanem adenozyny
(Ap) w DMSO w obecnosci jondw magnezu (Schemat 2-2). Reakcja przebiegata bardzo wolno
i dopiero po 48 h zaobserwowatem powstanie produktu. Co ciekawe, analizy HPLC oraz MS
wykazaty powstanie nie tylko pozadanego dinukleotydu, ASppA, ale rowniez jego analogu
zawierajgcego jedng grupe fosforanowa wiecej, ASpppA. Jako produktu ubocznego
w opisywanej reakcji mozna byto sie raczej spodziewac powstania ASppSA na skutek hydrolizy

ASp-Im do ASp, a nastepnie sprzegania sie tych dwdch podjednostek. Niespodziewany



przebieg reakcji mozna ttumaczy¢ zanieczyszczeniem jednego z substratow fosforanami lub,
co wydaje sie by¢ bardziej wiarygodne, rozktadem w czasie ASp-Im do tiofosforanu, ktéry
nastepnie hydrolizuje do anionu fosforanowego, a ten z kolei moze ulega¢ dalszym reakcjom.
Ostatecznie wyizolowatem i oczyscitem dwa dinukleotydy w postacie soli amonowych: ASppA

(W=7,5%) oraz ASpppA (W=8,7%).
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Schemat 2-2. Schemat reakgji syntezy, z ktdrej wyizolowano 2 rézne produkty: ASppA oraz ASpppA.
Otrzymatem takze symetryczne analogi diadeninowe posiadajagce dwa atomy siarki
w pozycjach 5’ dinukleotydu. Produktem gtéwnym w reakcji ASp-Im z fosforanem
trietyloamoniowym byt 5’-tiodifosforan adenozyny, ASpp, ktéry w trakcie 48-godzinnej reakc;ji
reagowat z nadmiarem ASp-Im, tworzac trifosforanowy analog ASpppSA. Ponadto, dochodzito
do rozpadu ASp-Im do ASp i reakcji tych dwéch mononukleotydéw, dzieki czemu powstat
dinukleotyd ASppSA (Schemat 2-3). Wszystkie czasteczki wyizolowatem za pomocay
preparatywnego HPLC z wydajnoscia 8% (ASpp), 4% (ASpppSA) oraz 1,9% (ASppSA).
W kolejnych syntezach wydtuzytem dtugos¢ mostka fosforanowego poprzez zastosowanie
podwadjnie aktywowanego imidazolem pirofosforanu (Im-pp-Im), a zastosowane podejscie
pozwolito na otrzymanie ASpsSA (4%) oraz ASpsSA (1%) (Schemat 2-4). Ostatnim zwigzkiem
z grupy analogéw siarkowych byt dinukleotyd z trzema atomami siarki. Po jednej w pozycji
5 rybozy oraz atom siarki na $rodkowej grupie fosforanowej (Pg). Do syntezy zwigzku
wykorzystatem ponownie ASp-Im, a czynnikiem umozliwiajgcym utworzenie wigzania
pirofosforanowego byta sdl trietyloamoniowa tiofosforanu. Zwigzek ASppspSA wyizolowatem

z wydajnoscig 20% (Schemat 2-5).
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Schemat 2-3. Schemat reakcji syntezy, z ktérej wyizolowano 3 rézne produkty: ASpp, ASppSA oraz

ASpppSA.
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Schemat 2-4. Schemat syntezy, ktéra umozliwita otrzymanie analogéw o najdtuzszym mostku
fosforanowym: ASp4SA oraz ASpsSA.
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Schemat 2-5. Schemat reakcji analogu ASppspSA.
Analizujgc wyniki badania wysokoprzepustowego, zauwazytem rowniez zwiekszony poziom
inhibicji dla dinukleotydu guanozynowego, ktéry w obrebie mostka tetrafosforanowego
posiadat grupe CF, (%innibici = 34% dla ludzkiego Fhit). Z tego wzgledu zdecydowatem sie na

synteze podobnego zwigzku z adeninami jako zasadami azotowymi. W tym celu sél



trietyloamoniowg difluorometyleno(bis)fosfonianu (pCF,p) poddatem reakcji sprzegania
z AMP-Im, w wyniku czego powstat pozgdany produkt AppCF,ppA, wyizolowany z wydajnoscig
16% (Schemat 2-6).
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Schemat 2-6. Schemat reakgji syntezy analogu zawierajgcego grupe difluoromeyleno(bis)fosfonianowa.
W tym miejscu chciatbym zaznaczy¢, ze na tym etapie projektu celem nie byto opracowanie
wysokowydajnych metod syntez. Otrzymane niewielkie ilosci nowych analogdéw adeninowych
w zupetnosci wystarczyty do wykonania ich charakterystyki metodg NMR, HRMS oraz
przeprowadzenia badan biofizycznych w celu okreslenia ich potencjatu jako inhibitoréw

ludzkiego enzymu Fhit.

2.3.2  Charakterystyka NMR otrzymanych dinukleotydéw adeninowych

Metoda magnetycznego rezonansu jagdrowego jest niezastgpiona podczas potwierdzania
struktury zwigzkéw chemicznych. W chemii nukleotydéw rutynowo rejestruje sie widma H
oraz 3P, ktdre dostarczajg danych wystarczajacych do potwierdzenia struktur chemicznych.
Szczegdlnie uzyteczne sg widma fosforowe, a dzieje sie tak gtéwnie z dwéch powoddw. Atom
fosforu ma tylko jeden naturalnie wystepujacy izotop 3P, ktérego jadro atomowe posiada spin
%, dzieki czemu fosfor jest idealnym kandydatem do badan metodg NMR, a zarejestrowane
widma sg relatywnie proste do analizy. Ponadto, widma fosforowe posiadajg bardzo szeroki
zakres przesunie¢ chemicznych (od -250 ppm do 250 ppm), przez co zmiany w otoczeniu
chemicznym atomu fosforu s3 dobrze odzwierciedlane w zmianach przesunie¢ chemicznych
sygnatéw. Na przyktad zamiana atomu tlenu bezposrednio potgczonego z atomem fosforu na
atom siarki znacznie przesunie potozenie sygnatu fosforowego na widmie, co jest dowodem na

wprowadzenie planowanej modyfikacji do czgsteczki.
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Rys. 2-14. Poréwnanie widm *H NMR App (A) oraz ASpp (B). Z4ttg strzatka zaznaczono wyrazng zmiane
przesuniecia chemicznego protonéw H5'H5”. C) i D) Przypisanie statych sprzezenia spinowo-
spinowych na podstawie widm protonowych i fosforowych dla App oraz ASpp.



Analogi diadeninowe zanalizowano pod kgtem zmian przesunie¢ chemicznych sygnatow,
a w szczegdlnosci zwrdocono uwage na strukture subtelng rezonanséw znajdujgcych sie
w bezposrednim lub bardzo bliskim sgsiedztwie atomoéw siarki. Bardzo pomocne okazato sie
porownanie niemodyfikowanych mono- i dinukleotydéw adeninowych z ich siarkowymi
odpowiednikami. Na Rys. 2-14 A i B poréwnano widma 'H NMR dwdch zwigzkéw:
niemodyfikowane] czasteczki App oraz jej siarkowego analogu ASpp. Skupiajgc sie na
wartosciach przesunie¢ chemicznych sygnatéw, wida¢ wyrazng rdéznice w potozeniu
rezonansow, ktére odpowiadajg protonom 5’ i 5” rybozy (z6tta strzatka). Rdznica ta wynosi
okoto 0,9 ppm, a przesuniecie w kierunku nizszych wartosci Sppm $wiadczy o wiekszym
ekranowaniu wspomnianych atomdéw wodoru w czasteczce ASpp. Jest to zmiana, ktorej sie
spodziewano, poniewaz atom siarki posiada dwa razy wiecej elektronéw niz atom tlenu, co ma
widoczny wptyw na otoczenie chemiczne najblizszych atoméw wodoru. Atom siarki nie ma
wptywu na multipletowos¢ sygnatéw, natomiast zauwazono znaczne réznice w wartosciach
statych sprzezenia spinowo-spinowego. Dane zebrane na podstawie widm 'H oraz 3P
przedstawiono na Rys. 2-14 Ci D. Najwiekszg réznice w wartosci statej sprzezenia zanotowano
dla pary spinowo-spinowej pomiedzy atomem fosforu bezposrednio zwigzanym z siarkg
a atomami wodoru H5’, H5”. W niemodyfikowanym zwigzku App warto$é 3Jp.» wynosi 4,6 Hz
lub 6,2 Hz, natomiast obecnos¢ siarki zwieksza statg sprzezenia okoto dwukrotnie do 13 Hz.
Zwiekszenie statej sprzezenia o okoto 7 Hz obserwuje sie pomiedzy dwoma atomami fosforu.
Przygladajac sie sprzezeniom pomiedzy atomami wodoru, znaczgcg réznice (o 1,6-1,7 Hz)

widaé w sprzezeniu wicynalnym pomiedzy protonami H4’ oraz H5’5”.
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Rys. 2-15. Analiza widm 3P NMR. A) Struktura AXpp, gdzie X to atom siarki lub tlenu oraz widma fosforowe
App oraz ASpp; B) Zestawienie przyktadowych widm fosforowych dinukleotydéw adeninowych wraz
z wartosciami intensywnosci sygnatow (niebieski kolor) oraz przesuniecia chemicznego sygnatow (zielony
kolor).

Kolejng porcje informacji o strukturze otrzymanych 5’-tiofosfoestrowych analogéw
adeninowych mozna odczyta¢ z widm fosforowych. Analiza iloSci oraz integracji sygnatéw na
widmie 3P daje bezposrednig wiedze o liczbie grup fosforanowych w taricuchu/mostku
fosforanowym, natomiast analiza wartosci przesunie¢ chemicznych swiadczy o obecnosci
dodatkowych modyfikacji wystepujacych w bliskim sgsiedztwie jadra fosforu, czyli w tym
wypadku atomu siarki lub grupy difluorometyleno(bis)fosfonianowej. Widma 3'P NMR dla
wybranych zwigzkéw przedstawiono na Rys. 2-15, natomiast wartosci przesunie¢ chemicznych
zebrano w Tabela 2.3. W niemodyfikowanym fancuchu trifosforanowym zwigzku ApppA
przesuniecia chemiczne fosforéw Pa i Py sg identyczne (8ppm = -10,63), gdzie dla analogu

disiarkowego (ASpppSA) sygnaly te sg przesuniete o okoto 20 ppm w dét pola (6ppm = 8,90),



natomiast rezonans PR w obu przypadkach wynosi okoto -23 ppm. Zblizone wartosci Sppm
obserwuje sie dla wszystkich analogéw AXp.XA, w ktorych X to atom siarki bgdz tlenu, a n to
liczba grup fosforanowych w zakresie od 2 do 5. Duzo wieksze przesuniecie sygnatu w dét pola
magnetycznego zaobserwowano dla modyfikacji tiofosforanowej, w ktorej atom siarki
znajduje sie w tak zwanej pozycji niemostkowej grupy fosforanowej. Przesuniecie PB analogu
tréjsiarkowego ASppspSA wynosi 29,45 ppm, a wartosc ta jest zgodna z danymi literaturowymi,
w ktorych analizowano widma NMR analogéw ,kapu” modyfikowanych wtasnie grupami
tiofosforanowymi (200). Przeciwny efekt zaobserwowano analizujgc tetrafosforanowy analog
posiadajacy modyfikacje CF,. Przesuniecia Pa i P& pozostaty w niezmienionej pozycji na widmie
w stosunku do ApppA (6ppm = -9,72), natomiast atomy fosforu PB i Py ulegly przesunieciu
w gére pola magnetycznego (obnizenie czestotliwosci rezonansowej) ppm = - 5,21.

Tabela 2.3. Poréwnanie przesunigé chemicznych rezonanséw na widmie 3'P pochodzacych od jader

atomoéw fosforu Pa — Pe dla adeninowych analogéw mono- i dinukleotydéw. Niebieskim ttem
oznaczono analogi niemodyfikowane.

Oznaczenia atomow fosforu na przyktadzie AXpsYA

NH> NH,
N7 N\ N SN
LD o o o o <

OH OH yv=0lbs

Analog 8(Pa) / ppm &(PB) / ppm 8(Py)/ppm  &(P8)/ppm  &(Pe)/ppm
Apapp -10,08 -7,25 = - i
ApapPppPaA -10,63 -22,11 Py = Pa, - i
ASpapp 8,58 -10,38 - - )
ASpappA 8,34 -11,02 - . i}
ASpPopppyA 8,83 -22,97 -10,59 - .
ASpqpeSA 7,90 7,90 - - .
ASPaPpPaSA 8,90 -23,62 Py = Pa - -
ASpqappppPaSA 9,14 -21,66 Py =PB PS = Pa -
ASDaPBPyPEPaSA 9,26 -22,36 -21,56 PS = PB Pe = Pa
ASPaPpsPaSA 8,19 29,45 Py = Pa - .

ApappCFapppaA -9,72 -5,21 Py =PB P& = Pa -




2.3.3  Charakterystyka enzymatyczna nowych analogéw adeninowych

Aby sprawdzi¢ potencjat nowych analogéw adeninowych jako inhibitoréw enzymu hFhit,
wyznaczytem wartos¢ %innivici dla zsyntetyzowanych zwigzkéw metoda wysokoprzepustowa.
Na Wykres 2-5 zestawitem otrzymane procenty inhibicji nowych zwigzkéw z naturalnymi
analogami adeninowymi. Poréwnujgc pomiedzy sobg nukleotydy o takiej samej liczbie grup
fosforanowych mozna zauwazy¢, ze w niektorych przypadkach wprowadzenie nowej
modyfikacji spowodowato znaczne obnizenie inhibicji. Przyktadowo dla ApsA inhibicja wyniosta
50%, natomiast dwusiarkowy odpowiednik, ASpsSA, wptywat na reakcje enzymatyczng z 18%
skutecznoscia. Niemniej jednak, najsilniejszymi inhibitorami sposréd nowych zwigzkdéw
okazaty sie dwa analogi tetrafosforanowe: ASpaSA (%innibici = 52%) oraz drugi modyfikowany
grupa difluorometyleno(bis)fosfonianowa, AppCF.ppA (%innibicii = 44%). Podwyiszong inhibicjg
w stosunku do naturalnego analogu ApppA wykazat sie takze zwigzek tréjsiarkowy, ASppspSA

(%innibicii = 39%).

odporne na hydrolize
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Wykres 2-5. Procenty inhibicji nowych diadeninowych analogdw oraz pordéwnanie z analogami
niemodyfikowanymi. Wyzszy stupek oznacza silniejszy inhibitor. Stupki btedow przedstawiajg odchylenie
standardowe (SD).

Poza wykonanymi badaniami metodg HTS, przeprowadzitem takze eksperymenty
monitorowane metodg HPLC, w ktérych zbadatem podatnos$¢ zwigzkdéw na hydrolize

enzymatyczna. Wprowadzenie atomu siarki skutecznie uodpornito dinukleotydy na degradacje



przez enzym Fhit, co zostato dobrze zobrazowane na przyktadzie ,niesymetrycznych”
zwigzkdw, ktére od strony jednej adeniny byty modyfikowane siarkg w pozycji 5, a od strony
drugiej adeniny siarka nie byta obecna. Dla takich przyktadéw (ASppA oraz ASpppA) hydrolize
wigzania pirofosforanowego obserwowano jedynie od strony niemodyfikowanej czgsteczki,
np. produktami hydrolizy ASpppA byty ASpp oraz Ap. Zwigzki posiadajace dwie badz trzy siarki

byty stabilne enzymatycznie, natomiast grupa CF, nie chronita przed degradacjg (Rys. 2-16).
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Rys. 2-16. Zestawienie profili HPLC uzyskanych w trakcie badan stabilnosci enzymatycznej analogéw
siarkowych wzgledem ludzkiego enzymu Fhit. Dla kazdego ze zwigzkdw przedstawiono trzy profile HPLC:
K- kontrola, po 5 oraz 60 minutach reakcji enzymatycznej. U géry przedstawiono reakcje kontrolne
z niemodyfikowanymi analogami Ap,A. Warunki: 0,2 mM substratu, 1 uM hFhit, 50 mM MES-KOH pH=6,5,
5 mM CaCl,.



2.4 Zestawienie najlepszych zidentyfikowanych inhibitorow ludzkiego enzymu Fhit

Jako efekt koncowy poszukiwan najlepszych inhibitoréw ludzkiego biatka Fhit
przedstawitem w niniejszym podrozdziale tabele, ktdra zbiera dane procentéw inhibicji oraz
ICso dla naturalnych analogéw adeninowych rdznigcych sie dtugoscia mostka fosforanowego
oraz najlepszych czasteczek z biblioteki zwigzkéw BZ-2 oraz dla nowych otrzymanych analogéw
adeninowych (Tabela 2.4).

Tabela 2.4. Zestawienie najlepszych inhibitorow dla ludzkiego enzymu Fhit w poréwnaniu
z naturalnymi analogami dinukleotydéw adeninowych.

Odpornosé na

Zwigzek degradacje Fhit Inhibicja / % ICs0 / UM
Naturalne analogi Ap,A
Ap>A (23) Nie 11+2 n.z.
ApsA (24) Nie 47+2 67136
ApaA (25) Nie 65+7 14+ 4
ApsA (26) Nie 51+6 17 + 4
Najlepsze inhibitory z biblioteki BZ-2
ApCH:ppA (30) Tak 24+4 28+7
ApCH,ppCH;pA (31) Nie 51+5 37+14
ApCH2ppA-N6-DCA* (34) Nie 33+7 81+51
ApCH,ppA-N6-HDA* (35) Nie 34+3 35+22
QE/BDH;pr:i HapA (36) n.z. 48+2 27411
Nowe otrzymane analogi adeninowe
ASp, Tak -5+13 n.z.
ASp,A Nie 5+6 n.z.
ASpsA Nie 31+4 n.z.
ASp,SA Tak 1+11 n.z.
ASp3SA Tak 30+3 23+12
ASpsSA Tak 52+6 13+4
ASpsSA Tak 18+ 8 n.z.
ASppspSA Tak 39+11 20+ 10
AppCF2ppA Nie 44 +5 9+2

n.z. — nie zbadano; niebieskim ttem oznaczono naturalne analogi adeninowe; z6ttym
kolorem oznaczono najlepsze inhibitory; W nawiasach podano numery zwigzkow z biblioteki
BZ-2 (Tabela Z2). * HDA — 1,6-heksanodiamina, DCA — 4,7,10-trioksy-1,13-diaminotridekan.
Wartosci inhibicji oraz ICso przedstawiono jako wynik  SD.



Analizujgc dane zebrane w Tabela 2.4 mozna dojs¢ do nastepujgcych wnioskéw dotyczacych

inhibicji badanych zwigzkow:

e Znaczenie ma dtugos¢ mostka fosforanowego, co widaé na przyktadzie naturalnych
analogéw diadeninowych. Wraz ze zwiekszeniem liczby grup fosforanowych wzrasta
procent inhibicji (Ap;A < ApsA < ApsA), jednak analog pentafosforanowy (ApsA)
charakteryzowat sie inhibicjg zblizong do ApsA, co jest jasng sugestig co do
maksymalnej dtugosci mostka fosforanowego.

e Wprowadzenie grupy 5’-tiofosfoestrowej (PSL) zapewnito ochrone przed degradacjg
przez ludzki enzym Fhit, jednak inhibicja reakcji enzymatycznej byta nizsza. Nalezy
tutaj porownywac pomiedzy sobg analogi o takiej samej liczbie grup fosforanowych,
tj. ApsA (%inhibicii = 65%) VS. ASPaSA (%inhibicji = 52%) czy ApsA (%inhibicji = 47%) vs. ASp3SA
(%inhibicii = 30%). Rdwniez w przypadku analogdw metylenobisfosfonianowych oraz
z grupami boranowymi inhibicja jest odpowiednio nizsza niz dla niemodyfikowanych
czasteczek.

e Wprowadzenie dwdch modyfikacji w czasteczce ApsA, tj. potaczenie
niehydrolizowanego wigzania P-CH,-P z niepolarnym tancuchem alkilowym (skrot
HDA lub DCA) w pozycji N6 adenozyny, nie przyniosto pozadanego skutku,
a zmierzone wartosci inhibicji s nizsze od naturalnych analogéw.

e Najnizszg wartos$¢ 1Csp uzyskano dla analogu AppCFppA (ICso = 9 £ 2 uM), ktéry
jednoczesnie nie charakteryzowat sie najwyzszym procentem inhibicji. Zblizone ICso
wyznaczono dla ApsA oraz dwusiarkowego odpowiednika ASp,SA, jednak ze wzgledu
na dos¢ wysokie btedy standardowe mozna uznad, iz inhibicja obu zwigzkéw jest
bardzo podobna.

e  Zwigzki ASpsSA oraz ASp;SA maja podobny potencjat inhibitorowy co naturalne
ligandy, dlatego sg dobrymi kandydatami do dalszych badan nad rolg kompleksu Fhit-

ApsA in vitroiin vivo.






3.1 Celeiobiekty badan

Celem drugiej czesci niniejszego projektu doktorskiego byto zbadanie mozliwosci

wykorzystania oligonukleotydéw znakowanych na korncu 5’ reszty fluorofosforanowa jako

sond molekularnych w badaniach metoda **F NMR.

Szczegoétowe cele tych badan obejmowaty:

e Opracowanie metody syntezy chemicznej 5’-fluoro(mono)-

i 5’-fluoro(di)fosforanowych analogéw oligonukleotyddow o réznej dtugosci (od 6

do 24 nukleotyddw) i sekwencji.

e Opracowanie warunkdow eksperymentéw °F NMR, w ktdrych otrzymane sondy

molekularne zostaty wykorzystane do:

=

=

monitorowania tworzenia sie dupleksow DNA,

identyfikacji pojedynczych niekomplementarnosci w dupleksach DNA,
monitorowania  procesu rozwijania  struktur  drugorzedowych,
G-kwadruplekséw oraz i-motywoéw (ang. i-motif) pod wptywem zmian
temperatury lub pH,

monitorowania oddziatywania pomiedzy kwasem nukleinowym
a biatkiem,

monitorowania oddziatywania pomiedzy kwasem nukleinowym

a matoczgsteczkowym ligandem.

W pierwszych podrozdziatach opisatem synteze chemiczng zaréwno modyfikowanych, jak

i niemodyfikowanych analogéw oligonukleotydéw na podtozu statym oraz w roztworze.

Nastepnie, za pomocg spektroskopii absorpcyjnej w zakresie ultrafioletowym, ktéra jest jedng

z podstawowych metod badania czgsteczek kwasow nukleinowych, przedstawitem wptyw

wprowadzenia grupy fluorofosforanowej na stabilnos¢ drugorzedowych struktur DNA. Gtéwna

cze$¢ eksperymentow opisuje potencjat fluorofosforanowych analogéw oligonukleotydéw

jako sond molekularnych w spektroskopii 1°F NMR.

Obiektami badan w niniejszej czesci rozprawy byty takze mono- i dinukleotydy, w ktérych

w obrebie struktury zasady azotowej (guaniny lub adeniny) zostata wprowadzona grupa



trifluorometylowa (CF3). Celem tego dodatkowego projektu byto opracowanie metody
badawczej, ktéra wykorzystuje trifluorometylowane analogi nukleotydéw jako sondy
molekularne do monitorowania reakcji enzymatycznych katalizowanych przez trzy enzymy:
ludzki Fhit, ludzki DcpS oraz ludzki cNIlIB oraz wptywu specyficznych inhibitorow na przebieg

tych reakgji.

WSszystkie wyzej opisane zadania zostaty zrealizowanie poprzez rejestracje i analize widm

19F NMR, na ktdrych obserwowano zmiany takich parametréw sygnatéw jak:

o zmiana przesuniecia chemicznego,
O poszerzenie,

o zmiana intensywnosci.

3.2 Nowe oligonukleotydowe sondy molekularne znakowane fluorem

Jako cel syntetyczny obratem czgsteczki kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) o réznej
dtugosci (6-24 nukleotyddéw) oraz rdinej sekwencji zasad azotowych (A, G, C lub T).
To zréznicowanie pozwolito mi na zweryfikowanie dwdch metod syntetycznych, ktére zostaty
oparte o chemie fosforoimidazolidow. Dzieki opracowanym metodom syntezy zaplanowatem
i otrzymatem oligonukleotydy o zadanych sekwencjach zasad azotowych, co z kolei umozliwito
zastosowanie tych zwigzkéw jako sond molekularnych do monitorowania proceséw

biologicznych.

3.2.1 Synteza fluorofosforanowych analogdéw oligonukleotydow

Oligonukleotydy zawierajgce grupe 5’-fluoro(di)fosforanowg otrzymatem
z 5-fosforylowanych analogéw, tak jak to zostato przedstawione na Rys. 3-1. Metodg
konwencjonalnej syntezy oligonukleotydédw na podtozu statym otrzymatem szereg
biopolimerédw zakonczonych na koricu 5’ grupa fosforanowa. Po hydrolizie grup ochronnych,
odcieciu oligonukleotydu od podtoza oraz liofilizacji, podjednostka 5’-fosforanowa zostata
przeksztatcona w grupe 5’-fluoro(di)fosforanowg w reakcji z elektrofilowym odczynnikiem
fluorofosforylujgcym, FP-Im. Aby utatwic rozpuszczanie polarnych czgsteczek DNA w DMSO,
oligonukleotyd najpierw zwilzano bardzo matg objetoscig wody destylowanej (50 — 100 pl),
a nastepnie dodawano dimetylosulfotlenku. Nastepnie, inicjowano reakcje z aktywowang
imidazolem podjednostkg fluorofosforanowg (FP-Im, 30 ekwiwalentéw) w obecnosci MgCl,

(30 ekwiwalentéw) w DMSO.
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Rys. 3-1. Schemat syntezy fluoro(di)fosforanowych analogéw oligonukleotyddéw w roztworze. Oznaczenia:
B —zasada azotowa: T,C,Alub G; n=4,5, 8,11, 13, 14, 22, 23.

Wykorzystujgc powyzszg procedure, otrzymatem 15 réznych oligonukleotydow (Tabela 3.1).
Dziesie¢ z nich o dtugosci od 7 do 13 zasad azotowych zostato zaprojektowanych
do monitorowania tworzenia sie duplekséw DNA metoda °F NMR (zwigzki FPPON2, FPPONS3,
FPPON4-FPPON10 i FPPON14). Otrzymatem takze dwie 16-nukleotydowe sekwencje DNA
(FPPON12 i FPPON13) zdolne do tworzenia struktur drugorzedowych przypominajacych
,spinki do wtoséw” (ang. hairpins), jeden oligonukleotyd zwijajgcy sie do struktury
G-kwadrupleksu (FPPON11), dwa oligonukleotydy zwijajace sie do struktury i-motywu
(FPPONZ1 oraz FP-hTeloC) oraz najdtuzszy, 25-nukleotydowy polimer FPPON15. Przebieg reakc;ji
chemicznych monitorowatem za pomocg RP HPLC, jednak dla niektérych syntez wystgpity
problemy z koelucjg substratu i produktu (bardzo podobne lub takie same czasy retencji) na
kolumnie chromatograficznej, dlatego reakcje prowadzitem co najmniej 24 h, aby zapewnic
maksymalny stopien przereagowania. Stopien przereagowania reagentéw okredlatem na
podstawie pomiaréw za pomocg spektrometrii mas, w ktdérej obserwowatem zanik jonu
molekularnego substratu. Reakcje zakanczatem poprzez co najmniej 10-krotne rozcienczenie
wodg destylowang. Ostatecznie oligonukleotydy izolowatem za pomocg preparatywnego HPLC

w uktadzie faz odwrdéconych, a otrzymane wydajnosci wahaty sie od 19% do 58% (Tabela 3.1).



Tabela 3.1. Wydajnosci syntez fluorofosforanowych analogéw nukleotydéw.

Lp. Oligo. Lr:th[E]a Kgp“i)fiec S?lgygglc)ja Wyﬂs{r&os’c’ Wydajnosé
. preparatywna
1 FPON1M 6 FP TCC cce 80% 20%
2 FPPON1l 6 FPP TCC cce 61% 35%
3 FPPON2 7 FPP GTC AAT G 86% 45%
4  FPON3M 10 FP AGA CATTGA C 60% 15%
5  FPPON3U 10 FPP AGA CATTGA C 86% 30%
6 FPPON4 10 FPP TGA CATTGA C 93% 49%
7  FPPON5 10 FPP GTC AATGTCC 82% 41%
8  FPPON6 10 FPP GGA CATTGA C 99%* 48%
9  FPPON7 10 FPP ATC AATGTCG 85% 51%
10 FPPON8 10 FPP CGACATTGAT 99%* 58%
11  FPPON9 10 FPP GTCAATGTCT 88% 48%
12 FPPON10 13 FPP GTC AAT GTCAGC G 80% 41%
13 FPPON11[e 15 FPP GGT TGG TGT GGT TGG 82% 42%
14  FPPON12 16 FPP GGATAC TTT TGT ATC C 78% 35%
15  FPPON13 16 FPP GGATAT TTT TAT ATC C 97%* 19%
16  FPPON14 16 FPP GTC AAT GTC AGC GAT A 85% 30%
17 FPPON15 25 Fep  CCTCOCCOACTATIG 95%* 20%
18  FP-hTeloCd 24 Fp LR LrC TAR CCCTAA 76% 24%

[a] Liczba nt. - liczba nukleotyddw; [b] FPP - fluoro(di)fosforan, FP - fluoro(mono)fosforan; [c] Oligonukleotyd wykorzystany jako
sonda molekularna w badaniu struktur i-motyw metodg °F NMR; [d] Oligonukleotyd wykorzystany jako sonda molekularna
do monitorowania tworzenia sie dupleksow DNA metodg °F NMR; [e] Oligonukleotyd wykorzystany jako sonda molekularna
w badaniach zmian struktury G-kwadruplekséw oraz monitorowania oddziatywania biatko-kwas nukleinowy metodg °F NMR * -
przyblizona wartosc;.



Oligonukleotydy zawierajace grupe 5’-fluoro(mono)fosforanowg otrzymatem metodg

syntezy na podtozu statym poprzez kilkuetapowg funkcjonalizacje grupy 5’-OH (Rys. 3-2).
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Rys. 3-2. Schemat syntezy fluoro(mono)fosforanowych analogéw nukleotydéw (FPON) na podtozu statym.
Oznaczenia: B — zasada azotowa: T, C, A, G; TBAF — fluorek tetra-n-butyloamoniowy; AMA — mieszanina
1:1 30% amoniaku i 40% wodnego roztworu metyloaminy; n =4 lub 22.

Podjednostki amidofosforynowe wykorzystatem do syntezy oligonukleotydu z grupg 5’-OH (1),
ktory nastepnie w wyniku reakcji z H-fosfonianem difenylu zostat przeksztatcony w diester
H-fosfonianowy, a ten w warunkach zasadowych ulegat hydrolizie do stabilnego 5’-H-
fosfonianu (I1). Kolejnym etapem reakcji byto utlenianie H-fosfonianu do P-imidazolidu

w obecnosci CCls, imidazolu oraz BSA (bis(trimetylosililo)acetamid), w wyniku czego
powstawat P-imidazolid na korcu 5 oligonukleotydu. Ostatnim etapem syntezy byta
substytucja nukleofilowa jonami fluorkowymi, ktérych zZrédtem jest fluorek tetra-n-

butyloamoniowy (TBAF) rozpuszczony w DMSO, w obecnosci chlorku cynku, z utworzeniem

wigzania P-F. Ostateczne przemycie ztoza wodnym roztworem EDTA/NaHCO; (w celu



zwigzania jondw cynku z jednoczesnym zachowaniem pH okoto 6,5), a nastepnie roztworem
AMA skutkowato odcieciem oligonukleotydu od ztoza z jednoczesng hydrolizg grup
ochronnych, dajac ostatecznie pozadany produkt . Reprezentatywny przyktad profili RP
HPLC syntezy zwigzku FPON1 (sekwencja TCs) zostat przedstawiony na Rys. 3-3. W celu
monitorowania przebiegu postepu reakcji chemicznych po kazdym etapie pobieratem
niewielky ilos¢ ztoza (1-2 mg) i oligonukleotyd odcinatem od fazy statej roztworem AMA,
odparowywatem roztwoér do sucha, zawieszatem w niewielkiej ilosci wody, zwirowywatem
i analizowatem metodg RP HPLC. Potwierdzenie utworzenia odpowiednich zwigzkéw
posrednich byto mozliwe dzieki analizom metodg spektrometrii mas z porownaniem wynikéw
do mas teoretycznie obliczonych. Poréwnujac profile HPLC na Rys. 3-3A oraz Rys. 3-3B, mozna
zauwazy¢ wyrazne skrocenie czasu retencji (15,4 min vs. 14,5 min) pomiedzy
oligonukleotydami 5’-OH-TCs a 5’-HP-TCs, co jest zwigzane ze zwiekszeniem polarnosci
czasteczki na skutek przytaczenia grupy H-fosfonianowej (wprowadzenie dodatkowego
tadunku ujemnego). Utlenienie H-fosfonianu do P-imidazolidu nieznacznie wydtuzyto czas
retencji (Rys. 3-3C). Ostatnim etapem syntezy na podtozu statym jest substytucja nukleofilowa
jonem fluorkowym na atomie fosforu z odejsciem reszty imidazolu. Pomimo wydtuzenia czasu
reakcji oraz zwiekszenia nadmiaru jondéw fluorkowych, po odcieciu oligonukleotydu od ztoza i
liofilizacji stopien konwersji do fluorofosforanu nie byt zadowalajgcy (Rys. 3-3D, 37% Im-P-TCs
oraz 39% F-P-TCs). Dlatego tez, aby poprawié¢ ostateczng konwersje, w przypadku kazdej
syntezy fluoro(mono)fosforanowych oligonukleotydéw (FPON1, FPON3 oraz FP-hTeloC)
przeprowadzitem dodatkowa reakcje z TBAF w DMSO w obecnosci ZnCl, juz po odcieciu
oligonukleotydu z podtoza statego. Zastosowane podejscie przyniosto bardzo dobre rezultaty.
Omawiana synteza oligonukleotydu FPON1 zakoriczyta sie konwersja na poziomie 80% (Rys.
3-3E), a oczyszczony produkt charakteryzowat sie czystoscig na poziomie 95% (Rys. 3-3F).
Za pomoca opisanej metody otrzymatem trzy oligonukleotydy przeznaczone do badan metoda
1F NMR. Z wydajnoscig 15% wyizolowatem 10-nukleotyd przeznaczony do monitorowania
tworzenia sie dupleksow DNA (FPON3). Dwa kolejne zwigzki to oligonukleotydy bogate
w cytozyny FPON1 (20%) oraz FP-hTeloC (24%), zaprojektowane do monitorowania zmian
strukturalnych zwigzanych z tworzeniem/rozwijaniem i-motywdéw wywotanych zmiang pH
roztworu, zmiang temperatury lub na skutek wigzania sie z ligandem. Konwersje wyznaczone
metodg HPLC oraz ostateczne wydajnosci oczyszczonych produktéw (wydajnosci

preparatywne) zostaty przedstawione w Tabela 3.1.
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Rys. 3-3. Profile RP HPLC uzyskane podczas analizy mieszanin reakcyjnych syntezy oligonukleotydu FPON1 o sekwencji TCs. A) Profil oligonukleotydu TCs; B) Profil po
pierwszym etapie syntezy - przytgczona grupa H-fosfonianowa do TCs w pozycji 5; C) Profil aktywowanej podjednostki fosforanowej oligonukleotydu TCs (ImPTCs);
D) Profil po ostatnim etapie syntezy i liofilizacji. Dwa sygnaty to mieszanina aktywowanego oligonukleotydu (ImPTCs) oraz pozgdanego produktu (oligonukleotydu
z fluorofosforanem na koricu 5" — FPON1; E) Profil HPLC po dodatkowym etapie reakcji z TBAF; F) Profil oczyszczonego produktu FPON1.



3.2.2 Charakterystyka °F NMR oraz HRMS

Kazdy z otrzymanych fluorofosforanowych oligonukleotydéw zostat scharakteryzowany
metody °F NMR. Na wszystkich zarejestrowanych widmach obserwowatem pojedynczy
dublet, ktérego cechg charakterystyczng jest duza stata sprzezenia spinowo-spinowego przez
jedno wigzanie pomiedzy jadrem fluoru a jadrem fosforu (Yp), wynoszaca okoto 935 Hz.
Przesuniecie chemiczne °F NMR grupy fluoro(mono)fosforanowej (~ -80 ppm) jest inne niz
grupy fluoro(di)fosforanowej (~ -73 ppm), co umozliwia jednoznaczne rozréznienie tych dwdch
reszt na widmach NMR (Rys. 3-4A i 4B). Przesuniecia chemiczne °F (6¢) na widmach prébek
rozpuszczonych w ciezkiej wodzie (D,0) dla oligonukleotydéw FPON1, FPON3 oraz FP-hTeloC
przyjmujg wartosci okoto -80 ppm, natomiast state sprzezenia Jpr wynoszg kolejno 936 Hz,
935 Hz oraz 934 Hz). Sygnaly °F NMR oligonukleotyddw modyfikowanych
5’-fluoro(di)fosforanem charakteryzujg sie innym przesunieciem chemicznym na widmie
i pojawiajg sie w regionie okoto -74 ppm, a state sprzezenia YJpr wynosza od 932 Hz dla
FPPON11 do 936 Hz dla FPPON15). Brak znaczacych réznic & oraz YJpr na widmach °F NMR
Swiadczy o braku wptywu rodzaju pierwszej zasady azotowej od strony 5’ nici czy dtugosci
tancucha oligonukleotydowego na te parametry w pojedynczej czgsteczce DNA. Zmiany
w przesunieciach i statych sprzezenia zostaty wczesniej zaobserwowane dla
fluorofosforanowych analogéw mononukleotyddw, ktére w obrebie taricucha fosforanowego
posiadaty inne modyfikacje, takie jak obecnos$¢ atomu siarki (S7), grupy boranowej (BHs") czy

grupy imidowej (NH) (117).
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Rys. 3-4. Widma '°F NMR oligonukleotyddw rozpuszczonych w D,0. A) Widmo °F NMR FPON3; B) Widmo
E NMR FPPON?2.



Podsumowujgc, widma F NMR oligonukleotydéw potwierdzity obecno$¢ grupy
fluorofosforanowej w obrebie oligonukleotydu, natomiast ostatecznym potwierdzeniem
struktur otrzymanych zwigzkdw byty pomiary metodg spektrometrii mas wysokiej
rozdzielczoéci (HRMS). Wartosci statych sprzezenia YJep oraz wyniki pomiaréw HRMS

fluorofosforanowych analogéw oligonukleotydéw zestawiono w Tabeli 3.2.






Tabela 3.2. Wartosci statych sprzezenia YJe.p oraz wyniki pomiaréw HRMS fluorofosforanowych analogéw oligonukleotydéw.

Oligo. Lr'ftz['zf‘ Kc;?[f,]ec Stilgysglc)ja Sktad Teoret. (m/z) Zmierzone (m/z) Ag (s;::) Zﬁzp)
FPON1 6 Fp TCC ccc CssH72FN17037P6% 883,63478 883,63531 1 -79,86 1l 936
FPPON1 6 Fpp TCC ccc CssH73FN17040P7% 923,61795 923,61885 1 -73,06 11 935
FPPON2 7 Fpp GTC AATG CeoHasFN2704sPs? 1139,65835 1139,65965 1 -73,34 934
FPON3 10 Fp AGA CATTGA C CogH120FN0OssP10> 1037,83489 1037,83648 2 -80,18 935
FPPON3! 10 Fpp AGA CATTGA C CogH121FN0O61P11*> 1064,49033 1064,49194 2 -73,49 935
FPPON4 10 Fpp TGA CATTGA C CosH122FN37063P11* 1061,48648 1061,48788 1 73,33 934
FPPON5 10 Fpp GTCAATGTCC Co7H122FN35064P 11> 1053,48273 1053,48426 1 73,51 934
FPPON6 10 Fpp GGA CATTGAC CogH121FN40Og2P 11> 1069,82197 1069,82293 1 -73,45 934
FPPON7 10 Fpp ATC AAT GTC G CogH122FN37063P 11> 1061,48648 1061,48737 1 -73,30 934
FPPONS 10 Fpp CGA CATTGAT CogH122FN37063P 11> 1061,48648 1061,48751 1 -73,46 935
FPPON9 10 Fpp GTCAATGTCT CogH123FN340gsP 11> 1058,48262 1058,48364 1 -73,54 934
FPPON10 13 Fpp GTC AAT GTC AGC G C127H158FN50Og1P14* 1377,20362 1377,20421 0 -73,52 934
FPPON11'® 15 Fpp GGT TGG TGT GGT TGG Cis0H184FN570g5P16* 1220,42309 1220,42932 5 -73,26 932
FPPON12 16 Fpp GGATACTTTTGT ATCC Cis7H194FN6209sP17* 1254,43380 1254,43400 2 73,43 934
FPPON13 16 Fpp GGATATTTT TATATCC CissH198FN520103P17% 1254,18499 1254,18523 2 -73,64 935
FPPON14!9 16 Fpp GTC AAT GTC AGC GAT A Cis7H195FN62098P17* 1687,25737 1687,25876 1 73,33 934
FPPON15 25 Fpp CCT GGG GGA GTA TTG CGG AGG AAG G Ca47H301FN1070152P26™ 1604,24604 1604,24765 1 -73,39 936
FP-hTeloC 24 Fp (TAA CCC)4 C228H289FNgaO140P24* 1801,30192 1801,29517 4 -79,95 1fl 934




Uzupetnienie do tabeli 3.2: [a] — Liczba nt. - liczba nukleotyddw; [b] FPP - fluoro(di)fosforan, FP - fluoro(mono)fosforan; [c] Oligonukleotyd wykorzystany jako sonda
molekularna w badaniu struktur i-motyw metodg '°F NMR; [d] Oligonukleotyd wykorzystany jako sonda molekularna do monitorowania tworzenia sie duplekséw
DNA metoda °F NMR; [e] Oligonukleotyd wykorzystany jako sonda molekularna w badaniach zmian struktury G-kwadruplekséw oraz monitorowania oddziatywania
biatko-kwas nukleinowy metoda °F NMR; [f] pomiar wykonano w buforze cytrynianowym o pH 4,2.



3.2.3  Synteza niemodyfikowanych oligonukleotydéw

Aby zbada¢ wptyw umieszczenia na koncu 5° DNA grup fluoro(mono)- czy
fluoro(di)fosforanowej na stabilno$¢ tworzenia sie duplekséw DNA, G-kwadrupleksu
i i-motywoéw, otrzymatem szereg niemodyfikowanych oligonukleotydéw o sekwencji takiej
samej jak ich fluorofosforylowane odpowiedniki (Tabela 3.3). Do tego celu wykorzystatem
metode syntezy oligonukleotydéw na podtozu statym, wychodzac z 2 umoli substratu.
Otrzymatem dziesie¢ 10-nukleotydowych oligonukleotyddw, wsrdod ktdérych znalazta sie
sekwencja ON3 identyczna jak dla zwigzkéw znakowanych fluorofosforanem (FPON3
i FPPON3). Zsyntetyzowatem takze sekwencje ON4-ON5, ON9 oraz ON20-ON25
zaprojektowane do badan tworzenia sie duplekséw DNA. Z wydajnoscig preparatywng réwna
38% i 30% wyizolowatem kolejno sekwencje tworzace i-motywy: ON1 oraz hTeloC. Ostatnig
grupg niemodyfikowanych fluorem oligonukleotydow byly G-kwadrupleksy. Dwie
15-nukleotydowe sekwencje, gdzie jedna z nich zawiera fosforan na koncu 5’, wyizolowatem
z wydajnosciami 42% (PON11) i 57% (ON11) (Tabela 3.3). Struktury otrzymanych zwigzkéw

potwierdzitem metodg wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HRMS).



Tabela 3.3. Wydajnosci syntez niemodyfikowanych oligonukleotydéw oraz wyniki ich analizy metoda
spektometrii mas wysokiej rozdzielczosci (HRMS).

Lp. Oligo. Liczba Sekwencja Wyd. Formuta Oblicz. Zmierzone AE

nt. (5'=>3) prep.? molekularna (m/z) (m/z) z
1 ON1 6 TCC CcCcC 38% CssH72N17035Ps> 842,65379 842,65435 1
2 hTeloC 24 (TAA CCC)as 30% C228H289NgaO138P23* 1780,80415 1780,80475 1
3 ON3 10 AGACATTGAC 16% CogH121N400s6Ps™> 1010,51423 1010,51660 2
4 ON4 10 TGACATTGAC 35% CogH121N37055Po™> 1007,51037 1007,51482 4
5 ONS5 10 GTC AAT GTCC 20% Co7H121N35059Po*> 999,50662 999,51110 4
6 ON9 10 GTCAATGTCT 29% CosH125N34060Po™> 1004,50652 1004,51057 4
7 ON11 15 ggl igg et 57% CisoH184Ns7094P 14> 1573,59044 1573,59159 1
8 PON11° 15 ng;ggG 6T 42% CisoH185N57007P 15> 1600,24588  1600,24497 1
9 ON20 10 GTCAATGTCG 27% CogH121N37059Po™> 1012,84201 1012,84612 4
10 ON21 10 GTC AAT GTCA 25% CogH121N37055Po™> 1007,51037 1007,51098 1
11 ON22 10 GTCAATGTTT 40% CogH123N33061Po™> 1009,50640 1009,50718 1
12 ON23 10 GTCAATGTGT 20% CogH122N36060Ps> 1017,84190 1017,84319 1
13 ON24 10 GTC AAT GTAT 30% CogH122N36058Ps> 1012,51026 1012,51180 2
14 ON25 10 TGACATTGAT 32% CogH125N36059Po™> 1012,51026 1012,51121 1

2oligonukleotydy zostaty otrzymane wychodzac z 2 umoli substratu, ®,P” odnosi sie do grupy fosforanowej na koricu 5'.



3.2.4  Whptyw fluorofosforanu na stabilnos$¢ struktur drugorzedowych DNA

Najwazniejszymi oddziatywaniami stabilizujgcymi drugorzedowe struktury DNA sg te, ktore
wystepuja pomiedzy komplementarnymi zasadami azotowymi. Pomimo iz grupa
fluorofosforanowa zostata wprowadzona na koncu 5’ nici oligonukleotydowej, zbadatem jej
wptyw na stabilno$é struktur DNA metodg spektroskopii absorpcyjnej UV/VIS (Rys. 3-5).
Wzgledna stabilnos¢ dupleksdw okreslatem poprzez obserwacje zmian absorbancji roztworu
dwuniciowego DNA w funkcji temperatury (201). Termiczna denaturacja DNA (zwana takze
procesem miekniecia) to rozwiniecie struktury drugorzedowej DNA do formy pojedynczej nici
(ssDNA) pod wptywem wzrostu temperatury. W trakcie rozwijania dupleksu DNA obserwowany
jest efekt hiperchromowy, czyli wzrost absorbancji (podwyzszenie natezenia pasma absorpc;ji)
badanego materiatu. Dupleks DNA jest stabilizowany gtéwnie przez oddziatywania warstwowe,
wigzania wodorowe oraz efekt hydrofobowy, ktére wystepujg pomiedzy komplementarnymi
zasadami azotowymi. Wigzania wodorowe ograniczaja rezonans pierscienia aromatycznego, co
zmniejsza wspotczynniki absorpcji (wspotczynniki ekstynkcji) zasad azotowych. Kiedy podwdjna
helisa DNA dysocjuje do dwdch pojedynczych nici, nastepuje zerwanie wigzan wodorowych
i ostabienie pozostatych oddziatywan, co prowadzi do zwiekszenia absorbancji roztworu. Efekt
hiperchromowy podczas rozwijania duplekséw DNA badany jest rutynowo dla dfugosci fali 260
nm (maksimum pasma absorpcji). Absorbancja jednoniciowego DNA jest zazwyczaj o 37%
wyzsza niz dwuniciowego DNA przy tym samym stezeniu analitu. Efektem przeciwnym do
hiperchromowego jest efekt hipochromowy, ktéry jest przydatny przy badaniu struktur
G-kwadruplekséw oraz i-motywdw, o czym bede pisat szczegdétowo w dalszej czesci niniejszego
rozdziatu. Badanie zmian absorbancji probki dwuniciowego DNA w funkcji temperatury
umozliwia wyznaczenie tzw. krzywej miekniecia, a na jej podstawie obliczenie wartosci
temperatury denaturacji (T,) (miekniecia, przejscia — temperatura, w ktérej statystycznie
potowa populacji nici DNA jest rozwinieta, a potowa znajduje sie w kompleksie). Wartos¢ T,
zalezy od dtugosci kwasu nukleinowego, liczby wigzan wodorowych, jonéw, ktére moga
dodatkowo stabilizowaé kompleks, czy pH oraz sity jonowej (202,203). Im wyzsze T, w danych
warunkach, tym stabilniejsza struktura DNA. Dla DNA o ustalonej diugosci T, zalezy od

sekwencji DNA i rosnie wraz ze wzrastajgcg zawartoscig par G-C.
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Rys. 3-5. Badanie duplekséw DNA metoda UV/VIS. A) Przyktady badanych komplementarnych duplekséw
DNA i duplekséw, w ktorych jedna z zasad azotowych byta niekomplementarna (kolor niebieski, A). Kolorem
pomaranczowym zaznaczono tymine, ktéra prawdopodobnie nie bierze udziatu w stabilizacji podwdjnej
helisy DNA (A). Dopasowane do danych doswiadczalnych krzywe miekniecia badanych duplekséw DNA dla:
B) ON3, C) FPON3 oraz D) FPPON3.

Stabilno$¢ duplekséw FPON3, FPPON3 oraz ich niemodyfikowanego odpowiednika ON3
z komplementarng  sekwencjag ON9 oraz sekwencjami  posiadajgcymi  jedna
niekomplementarnosc na ostatniej (ON5, ON20-ON21) lub przedostatniej pozycji (ON22-ON24)
na koncu 3’ nici, zostata zbadana poprzez monitorowanie absorbancji przy 260 nm w trakcie
powolnej zmiany temperatury w zakresie 10°C — 90°C w buforze fosforanowym o pH 7,0 (Rys.
3-5A-D). Na podstawie otrzymanych krzywych miekniecia wyznaczytem T, co zostato
doktadnie opisane w czesci eksperymentalnej. Wyznaczona temperatura miekniecia
dla niemodyfikowanego dupleksu (ON3:0N9) wyniosta 41,6°C. Wartosci T, wyznaczone
dla duplekséw FPON3 i FPPON3 z komplementarnym oligonukleotydem ON9 wyniosty kolejno
40,8°C oraz 41,0°C. Analizujac trzy powyzsze wyniki mozna zauwazyé, ze grupa
fluoro(mono)fosforanowa obniza temperature miekniecia dupleksu o 0,8°C, natomiast
modyfikacja fluoro(di)fosforanowa obniza jg o 0,6°C w poréwnaniu z dupleksem sktadajgcym
sie z sekwencji nie posiadajacych zadnych dodatkowych modyfikacji. Nizsze wartosci T
oznaczajg lekko destabilizujgcy wptyw grupy fluorofosforanowej na dupleksy DNA, jednak

zmiany te nie sg znaczace, a wrecz mozna powiedzieé, ze mieszczg sie w btedzie pomiarowym.



Kolejne dziewie¢ przeprowadzonych eksperymentéw to hybrydyzacje z nie w petni
komplementarnymi oligonukleotydami ON5 i ON20-ON21. Pojedyncza niekomplementarnosc
zostata umieszczona na koncu 3’ nici tworzgcej dupleks z FPON3, FPPON3 czy ON3. Otrzymane
wartosci T, dla eksperymentow z sekwencjg bez modyfikacji na koricu 5’ (ON3) mieszczg sie
w zakresie od 40,2°C do 41,8°C (wiersz 1-4, kolumna 3, Tabela 3.4), natomiast dla
oligonukleotydéw znakowanych FP oraz FPP s3 o okoto 1°C nizsze (wiersz 1-4, kolumna 1-2,
Tabela 3.4). Zaobserwowane rdznice AT, wynikajgce z niekomplementarnosci sekwencji na

koncu 3’ sg bardzo niewielkie, przez co trudno je wykry¢ tradycyjnymi metodami (UV/VIS).

Tabela 3.4. Wyznaczone metoda UV/VIS temperatury miekniecia duplekséw DNA.

5" AGA CAT TGA C 3’ (ON3)

Modyfikacja na koricu 5" = ™\ N HOA\FFH
v %

w.* K;)“n;g' Sekwencja 3’ > 5’ (EZ?TT ATn F(iZ?';)?’ AT (kgl.\lg?; AT
1 ON9 TCT GTA ACT G 40,8 °C 0°C 41,0°C 0°C 41,6°C 0°C
2 ON5 CCT GTA ACT G 39,5°C -1,3°C 39,6°C 11,4°C | 40,2°C  -1,4°C
3 ON20 GCT GTA ACT G 40,5°C -0,3°C 40,3°C 0,7°C | 41,8°C  +0,2°C
4 ON21 ACT GTA ACT G 39,6°C -1,2°C 39,1°C -1,9°C 40,6°C -1,0°C
5 ON22 TIT GTA ACT G 30,9°C -9,9°C 30,1°C -10,9°C 31,2°C -10,4°C
6 ON23 TGT GTA ACT G 29,8°C -11,0°C 29,0°C -12,0°C 29,6°C -12,0°C
7 ON24 TAT GTA ACT G 29,4°C -11,4°C 30,2°C -10,8°C 31,2°C -10,4°C

Rodzaj niekomplementarnosci (zasada azotowa) oraz miejsce wystepowania w sekwencji zostaty podkreslone; na
szaro zostaty zaznaczone wyniki eksperymentow z sekwencjg komplementarng; *w — wiersz tabeli; Odchylenia
standardowe mieszczg sie w zakresie + 0,1°C — 0,6°C i nie zostaty podane, aby zachowac¢ lepsza czytelnos¢ tabeli.

Kolejny zestaw eksperymentéw obejmowat sekwencje ON22-ON24, w ktérych pojedyncze
niekomplementarnosci znajdowaty sie na przedostatnim miejscu nici. W pordwnaniu
z dupleksem komplementarnym (ON3:0N9), dupleksy pomiedzy ON9 a ON22-ON24
charakteryzowaty sie znacznie nizszg stabilnoscig, a otrzymane T, sg o okoto 10°C nizsze
i przyjmujg wartosci od 29,0°C do 31,2°C (wiersz 5-7, Tabela 3.4). Poréwnujgc temperatury
miekniecia pomiedzy modyfikacjami fluorofosforanowymi a ich brakiem, nie wida¢ wiekszych

réoznic w Tp.



Powyisze dane wskazujg na brak istotnego wptywu grupy fluorofosforanowe;j
i fluoro(di)fosforanowej na stabilnos¢ dupleksow DNA. Obnizenie T, dla duplekséw
niekomplementarnych jest zgodne z doniesieniami literaturowymi, w ktérych wptyw na
stabilnos¢ tych struktur drugorzedowych majg zaréwno pojedyncze, jak i podwdjne
niekomplementarnosci nukleotydowe, rodzaj nieparujgcych sie zasad azotowych (transdukcje,
transwersje) oraz umiejscowienie niekomplementarnosci w sekwencji oligonukleotydowej
(204,205). Te ostatnie wydajg sie mieé¢ najwieksze znaczenie. Przyktadowo, umiejscowienie
niekomplementarnosci w srodku 9-nukleotydowej nici zmienia wartos¢ T,, nawet o 15°C na
niekorzy$¢ stabilnosci dupleksu (206,207). Temperatury miekniecia obnizone w zakresie
1°C-4°C zaobserwowano dla niekomplementarnosci znajdujacych sie na ostatnim
i przedostatnim miejscu  dupleksow DNA (208), natomiast podwdjne i potréjne
niekomplementarnosci powodujg dalsze obnizenie Ty, ale zmiana ta zalezy od rodzaju zasad
azotowych (209). Obnizenie temperatury miekniecia o 10°C (Tabela 3.4, wiersz 5-7) jest
najprawdopodobniej wynikiem braku utworzenia sie wigzann wodorowych nie tylko pomiedzy
guaning a testowang niekomplementarnoscig, ale takze brakiem oddziatywania stabilizujgcego
pomiedzy adening znajdujaca sie na koncu 5’ jednej nici a komplementarng do niej tymina.
Efektem jest utworzenie 18-nukleotydowej podwadjnej nici DNA o nizszej wartosci Tr,. Kluczowy
moze byc¢ takze brak parowania pomiedzy guaning a cytozyng, ktdra to para ma najwiekszy

wktad w stabilizacje dupleksow DNA.

Zbadatem wptyw grupy fluorofosforanowej na stabilno$¢ G-kwadrupleksu, FPPON11,
sekwencji przyjmujgcych strukture i-motywdéw, FPON1, FPPON1, FP-hTeloC, oraz ich
niemodyfikowanych odpowiednikéw ON11, PON11, ON1 i hTeloC. W tym celu wykonatem
analogiczne eksperymenty temperaturowe jak dla dupleksow DNA opisane powyzej, z tym,
ze pomiary wykonywatem przy innych dtugosciach fali. Podczas rozwiniecia struktury
G-kwadrupleksu (lub i-motywu) na skutek zwiekszajgcej sie temperatury, dochodzi do
obnizenia intensywnosci absorbancji przy dtugosci fali 295 nm (efekt hipochromowy) (210).
Dlatego pomiary w przypadku tych sekwencji prowadzitem przy dwéch dtugosciach fali,
tj. 295 nm i poréwnawczo 260 nm. Pomiary absorbancji w funkcji temperatury wykonatem dla
trzech oligonukleotyddw o tej samej sekwencji przyjmujacej strukture G-kwadrupleksu: 5° GGT
TGG TGT GGT TGG 3’ (TBA), ale posiadajacych rézne grupy funkcyjne na koncu 5’: hydroksylowg
(OH, oligonukleotyd ON11), fosforanowg (P, oligonukleotyd PON11) oraz fluoro(di)fosforanowg



(FPP, oligonukleotyd FPPON11). Sekwencja niemodyfikowana, ON11, charakteryzuje sie
temperaturg miekniecia o wartosci 48,2°C. Obecnos¢ 5’-fosforanu obniza stabilnos¢
G-kwadrupleksu do 41,1°C, a warto$¢ T, oligonukleotydu FPPON11 obniza sie o kolejne 3°C
(Rys. 3-6A). Wyrazne obnizenie temperatur miekniecia sekwencji modyfikowanych na korcu 5’

oznacza destabilizacje struktury drugorzedowej DNA.
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Rys. 3-6. Profile temperaturowe uzyskane metoda UV/VIS. A) Wyniki dla G-kwadruplekséw badanych
w 10 mM KH,PQO,4, 70 mM KCl, 0,2 mM EDTA, pH=7,0, 10% D,0, pomiar w 295 nm; B) Wyniki dla krétkich /-
motywow badanych w pH 4,2, pomiar w 260 nm; C) Wyniki dla dtugich i-motywéw w pH 4,2, pomiar w 260
nm; D) Wyniki dla dtugich i-motywdéw w pH 5,5, pomiar w 260 nm i 295 nm. Warunki: 50 mM cytrynian
sodu, 10% D0,

Nastepnie zbadatem wptyw grupy FP oraz FPP na stabilnos¢ sekwencji tworzgcych struktury

i-motywu. Zwigzki 6-nukleotydowe o  sekwencji 5’-TCCCCC-3’ znakowane

fluoro(mono)fosforanem (FPON1), fluoro(di)fosforanem (FPPON1) oraz niemodyfikowana
sekwencja (ON1) zostaty zbadane w pH 4,2, ktére zapewnia utworzenie stabilnej struktury

drugorzedowej i-motywu. Uzyskane wyniki sugerujg stabilizujgcy wptyw grupy

fluoro(mono)fosforanowej (+7°C) oraz fluoro(di)fosforanowej (+10°C) w pordwnaniu do

oligonukleotydu z grupg 5’-OH (ON1), dla ktérego wartos¢ temperatury miekniecia wyniosta



50,7°C (Rys. 3-6B). Ostatni zestaw eksperymentéw UV/VIS odnosi sie do diuzszej sekwencji
hTeloC: 5" TAA CCC TAA CCC TAA CCC TAA CCC 3, ktdra w warunkach niskiego pH réwniez zwija
sie do struktury i-motywu. Wykonatem eksperymenty dla  oligonukleotydu
niemodyfikowanego, hTeloC, oraz jego 5'-fluoro(mono)fosforanowego odpowiednika
FP-hTeloC w pH 4,2 oraz pH 5,5. Réwniez w tym przypadku nizsze pH zapewnia stabilniejszg
strukture i-motywu, lecz w pH 5,5, w ktérym réwnowaga kwasowo-zasadowa jest blizsza
warunkom wystepujgcym w komdrkach, omawiana sekwencja wcigz przyjmuje strukture
drugorzedowa. Wartosci temperatur miekniecia w pH 4,2 hTeloC oraz FP-hTeloC plasujg sie na
poziomie 55°C, natomiast w pH 5,5 T, obniza sie do okoto 43°C. Uzyskane wyniki s3
poréwnywalne dla obu oligonukleotydéw (Rys. 3-6C oraz Rys. 3-6D). Co ciekawe, omawiany
wczesniej efekt hipochromowy widoczny byt jedynie dla pomiaréw w pH 5,5, natomiast w pH

4,2 obserwowano jedynie efekt hiperchromowy (tutaj wyjgtkowo w 260 nm, a nie w 295 nm).

Tabela 3.5. Zestawienie wartosci temperatur mieknigcia uzyskanych metoda UV/VIS dla sekwencji
oligonukleotydéw tworzacych struktury i-motywu oraz G-kwadrupleksu.

Sekwencja pH 4.2 pH5.5
Lza.l2! Nazwa
(5'=>3") 260 nm 295 nm 260 nm 295 nm

TCCCCC 6 ON1 50,7 £0,4°C n.d.*
TCCCCC 6 FPON1 57,7 £0,3°C n.d.* - -
TCCCCC 6 FPPON1 60,7 £0,3°C n.d.* - -
(TAACCC)4 24 hTeloC 55,3+1,9°C n.d.* 42,5+0,1°C 43,2 £0,2°C
(TAACCC)4 24 FP-hTeloC 54,7 £2,4°C n.d.* 42,4 +0,1°C 42,2 +0,1°C

[a] Lza.- liczba zasad azotowych; [*] nie zaobserwowano ani efektu hiperchromowego ani hipochromowego.

Podsumowujac, zbadatem wptyw obecnosci grupy 5  fluoro(mono)- oraz
5’ fluoro(di)fosforanowej na stabilnos$¢ tworzenia sie struktur drugorzedowych DNA takich jak:
dupleksy, G-kwadrupleksy oraz struktury i-motywdéw. Na podstawie uzyskanych wynikow
mozna jednoznacznie stwierdzié, ze FP oraz FPP nie majg wptywu na stabilnos¢ duplekséw DNA
oraz dtuzszej sekwencji i-motywu (FP-hTeloC). Obnizenie wartosci T, zaobserwowatem dla

analogu fosforanowego (PON11) oraz fluoro(di)fosforanowego (FPPON11) sekwencji



tworzgcych G-kwadrupleks, a podwyzszenie wartosci T, zaobserwowatem dla krétszych
sekwencji i-motywdéw (ON1 vs. FPON1 i FPPON1, Tabela 3.5). Zmiany w stabilnosci mogg
wynikac z dodatkowych oddziatywan ujemnie natadowanych grup
fosforanowych/fluorofosforanowych, ktére mogg stabilizowaé lub destabilizowac strukture
drugorzedowa DNA, jednak dokftadna przyczyna zmian T, nie zostata ustalona. Opisane
w niniejszym podrozdziale wyniki pozwolity réwniez na dobranie odpowiednich warunkéw

temperaturowych dla przeprowadzonych nastepnie eksperymentéw °F NMR.



3.2.5 Zastosowanie sond molekularnych w badaniach metodg **F NMR

Opracowane podejscia syntetyczne miaty na celu wytworzenie narzedzi biofizycznych, ktére
umozliwig badania zmian strukturalnych i monitorowanie oddziatywan kwaséw nukleinowych
z biatkami bad? ligandami metoda °F NMR. Jako cel badawczy obratem réznego rodzaju
drugorzedowe struktury DNA, poczynajgc od duplekséw sktadajgcych sie z dwdch pojedynczych
nici, gdzie jedna z nich byta znakowana fluorowym znacznikiem, przechodzac do struktur takich
jak G-kwadrupleksy czy i-motywy. Ponadto, zbadatem uzytecznos¢ zsyntetyzowanych sond
molekularnych do monitorowania oddziatywania pomiedzy kwasem nukleinowym i biatkiem

oraz wigzania sie matoczasteczkowych ligandéw do drugorzedowych struktur DNA.

3.2.5.1 Dupleksy DNA i niekomplementarnosci nukleotydowe

Fluorofosforanowe analogi oligonukleotyddw wykorzystatem jako sondy molekularne
do monitorowania procesu tworzenia sie dupleksow DNA oraz wykrycia pojedynczych
niekomplementarnosci nukleotydowych z wykorzystaniem metody '°F NMR. Na tym etapie
badan przeprowadzitem dwa typy eksperymentéw, ktére mozna rozrézni¢ ze wzgledu na rodzaj
utworzonych dupleksow DNA: a) dupleksy pomiedzy fluorofosforanowym analogiem
oligonukleotydu a oligonukleotydem w petni komplementarnym oraz b) dupleksy pomiedzy
fluorofosforanowym analogiem oligonukleotydu a oligonukleotydem, ktéry na swoim korcu
3’ posiada jedng zasade niekomplementarng do nici fluorowanej. Tabela 3.6 przedstawia
oligonukleotydy wykorzystane jako fluorowane sondy, dla ktérych wyniki badad °F NMR

zostaty opisane w niniejszym podrozdziale.

Tabela 3.6. Sondy molekularne wykorzystane w badaniach duplekséw DNA metoda °F NMR.

Nr. Oligo. Sekwencja (5'23’) Modyfikacja na koricu 5’

B

1 FPON3 AGACATTGAC

2 FPPON3 AGACATTGAC

3 FPPON14 GTC AAT GTCAGC GATA F’JJ
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Rys. 3-7. Monitorowanie tworzenia sie duplekséw DNA metodg °F NMR. A) Powstawanie dupleksu
pomiedzy FPPON14 a ON4; B) Powstawanie dupleksu pomiedzy FPPON14 a ON25. Niekomplementarnosé
zostata zaznaczona na schemacie czerwonym kolorem. Pomiary prowadzono w temperaturze 23°C.

Przyktadowy eksperyment przebiegat nastepujaco: 16-nukleotydowa sekwencja znakowana
5’-fluoro(di)fosforanem (FPPON14 — 5° GTC AAT GTC AGC GAT A 3’) zostata rozpuszczona
w stezeniu 200 uM w buforze do hybrydyzacji o pH 7,0. Dla tak przygotowanej probki
zarejestrowano widmo F NMR (Rys. 3-7A i B gérne widma). Nastepnie dodano niewielka
objetosc stezonego dekanukleotydu komplementarnego (ON4 — 5’ TGA CAT TGA C 3’), aby jego
stezenie koncowe w probce wyniosto 50 uM. Roztwér zawierajgcy mieszanine
komplementarnych nici w stosunku 4:1 podgrzano do 95°C oraz ochtodzono na lodzie
do temperatury okoto 4°C. W kolejnym kroku, w temperaturze réwnej 23°C wykonano pomiar
1F NMR obserwujac zmiany pojawiajace sie na widmie. Procedure powtarzano az do uzyskania
petnego kompleksu FPPON14:0N4 (200 uM : 200 uM). Po kazdym dodaniu komplementarnego
oligonukleotydu roztwdr ogrzewano i ochtadzano. Te dwie do$¢ skrajne temperatury miaty na
celu catkowita destabilizacje struktur utworzonych przez dwie pojedyncze nici DNA (zerwanie
wigzan wodorowych w trakcie osiggania wysokiej temperatury), a nastepnie swobodne
zwijanie sie do dupleksu DNA (tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy komplementarnymi
zasadami azotowymi w trakcie ochtadzania). Stosujac opisane powyzej podejécie na widmie °F
NMR oligonukleotydu FPPON14 mozna zaobserwowac jeden sygnat o przesunieciu
chemicznym rownym -73,38 ppm, bedacy dubletem o statej sprzezenia 934 Hz. Po dodaniu 0,25
ekwiwalenta ON4, na widmie fluorowym pojawit sie nowy sygnat o przesunieciu chemicznym
wynoszacym -73,40 ppm. Jest to przesuniecie o 0,02 ppm w goére pola magnetycznego
oznaczajagce zmiane lokalnego otoczenia atomu fluoru na skutek ekranowania go przez

otaczajgce elektrony, z jednoczesnym zmniejszeniem czestosci rezonansowej jadra fluoru.



Dalsze miareczkowanie 10-nukleotydowe] sekwencji prowadzito do zwiekszenia intensywnosci
nowego sygnatu i zaniku rezonansu odpowiadajgcemu pojedynczej nici FPPON14 (Rys. 3-7A).
W analogicznym eksperymencie, FPPON14 zostat zhybrydyzowany z oligonukleotydem ON25
(5" TGA CAT TGA T 3’). W utworzonym dupleksie dziewie¢ zasad azotowych ze zwigzku ON25
jest komplementarnych z sekwencjg FPPON14, natomiast jedna zasada azotowa, tymina na
koricu 3’ ON25, jest niekomplementarna. Zarejestrowano widmo *°F NMR pojedynczej nici DNA
zwigzku FPPON14, na ktérym zaobserwowano dublet o przesunieciu chemicznym
rownym -73,38 ppm oraz statej sprzezenia wynoszacej 934 Hz. W wyniku dodania
0,3 ekwiwalenta ON25 (podgrzanie i ochtodzenie prébki jak opisano powyzej) zaobserwowano
pojawienie sie nowego sygnatu o przesunieciu chemicznym réwnym -72,42 ppm (Yp.r = 934 Hz),
co jest zmiang przesuniecia sygnatu o 0,04 ppm w gore pola (Rys. 3-7B). Ponadto, utworzenie
dupleksow DNA FPPON14:0N4 oraz FPPON14:0N25 zostato niezaleznie potwierdzone za
pomocg spektroskopii absorpcyjnej UV/VIS. W przeprowadzonych eksperymentach
spektroskopowych ze zmiang temperatury zaobserwowano zmiane absorbancji przy 260 nm,
a uzyskane dane przyjety ksztatt krzywej sigmoidalnej, co jednoznacznie potwierdza rozwijanie
sie duplekséw DNA w wyzszych temperaturach. Z zebranych danych absorpcyjnych wyznaczono
wartosci temperatur miekniecia, ktére wynosza 40,6°C dla pary komplementarnej oraz 33,9°C

dla dupleksu z jedng niekomplementarng parg zasad azotowych (Rys. 3-8).
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Rys. 3-8. Profile temperaturowe UV/VIS eksperymentéw z FPPON14 oraz ON4 i ON25. Pomiar absorbancji
przy 260 nm.

W przeciwienstwie do duplekséw utworzonych z dwodch 10-nukleotydowych nici
oligonukleotydowych (Tabela 3.4), brak petnej komplementarnosci w sekwencji dupleksu DNA
obniza wartosc¢ T, o ponad 6°C, co jednak nadal pozwala na monitorowanie procesu tworzenia

sie dupleksu DNA metoda *°F NMR w 23°C. Eksperymenty, w ktdrych wykorzystano FPPON14



jako fluorowg sonde molekularng, potwierdzajg stusznos¢ idei wprowadzonego
fluorofosforanu oraz skutecznoé¢ metody °F NMR do monitorowania tworzenia sie duplekséw
DNA. Co wiecej, poréwnanie zmian przesunie¢ chemicznych sygnatéw ssDNA oraz dsDNA w obu
wyzej przedstawionych eksperymentach (0,02 ppm dla eksp. z ON4 vs. 0,04 ppm dla eksp.
z ON25) pozwala na odrdznienie eksperymentu z niciag komplementarng (ON4) i posiadajaca
jeden ,mismatch” (ON25). Dlatego postanowitem wykorzysta¢ 10-nukleotydowe
oligonukleotydy znakowane fluoro(mono)- oraz fluoro(di)fosforanem do identyfikacji

pojedynczych niekomplementarnosci nukleotydowych za pomoca **F NMR.

EXP1

VAV A UV VA

FPPON3 Komp. oligo 100 pM
200 um (ONS, ON9, ON20-ON24)

/\/\ + M —_—
Komp. oligo 100 pM
200 pM
FPON3 W (ON5, ON9, ON20-ON24)

Rys. 3-9. Schematycznie przedstawienie dwoch rodzajow przeprowadzanych eksperymentow
z wykorzystaniem sondy fluoro(di)fosforanowej (EXP1) oraz fluoro(mono)fosforanowej (EXP2). Miejsca
niekomplementarnosci zostaty zaznaczone z prawej strony rysunku jako X oraz Y, gdzie X, Y — A, G lub T.

Stosujgc sekwencje FPON3 oraz FPPON3 (Tabela 3.6) monitorowatem tworzenie sie
dupleksow DNA z niemodyfikowanymi oligonukleotydami ON5, ON9, ON20 — ON24. Ze wzgledu
na  zastosowanie  dwodch  rodzajéw  fluorowanych  znacznikébw  (ugrupowanie
fluoromonofosforanowe lub fluoro(di)fosforanowe) badania dzielg sie na dwa eksperymenty.
W eksperymentach z grupy pierwszej (EXP1) wykorzystatem oligonukleotyd FPPON3,
a w eksperymentach z grupy drugiej (EXP2) wykorzystatem oligonukleotyd FPON3 (Rys. 3-9).
W obu eksperymentach monitorowatem tworzenie sie duplekséw DNA metoda *°F NMR,
dodajac do sekwencji fluorowanej oligonukleotydu komplementarnego w zakresie 0-200 uM
(co 50 uM), doktadnie w ten sam sposéb jak dla opisanych powyzej eksperymentéw z sondg
FPPON14. Aby zaprezentowac wyniki w przejrzysty sposéb, dla kazdego eksperymentu
przedstawitem widmo **F NMR mieszaniny fluorowanego oligonukleotydu z oligonukleotydem
komplementarnym w stosunku 2:1, tak aby na widmie NMR mie¢ mozliwo$¢ zaobserwowania
rezonansu od pojedynczej nici DNA oraz utworzonego dupleksu. Analiza zmiany przesuniec¢
chemicznych sygnatéw na widmie °F NMR pozwolita na monitorowanie procesu tworzenia sie

dupleksdow DNA oraz identyfikacje niekomplementarnosci oligonukleotydowych.



Sekwencja FPPON3 (5’ AGA CAT TGA C 3’) zostata zhybrydyzowana z oligonukleotydem
komplementarnym (ON9) oraz z oligonukleotydami ON5, ON20 — ON21 z niekomplementarng
zasadg azotowg na koncu 3’, tak jak zostato to przedstawione na Rys. 3-10A (Y=C, X=T,C, G
lub A). Dupleks FPPON3:0N9 nie spowodowat zmian w przesunieciu chemicznym sygnatu na
widmie °F NMR (& -73.48 ppm). Nowy sygnat przesuniety w gére pola o 0,038 ppm zostat
zaobserwowany w eksperymencie z ON5, a nowe sygnaty przesuniete w dét pola o 0,033 ppm
i 0,007 ppm zostaty zaobserwowane dla eksperymentéw kolejno z ON20 oraz ON21 (Rys.
3-10A). Z przedstawionych czterech wynikédw wyrazne zmiany na widmach °F NMR
zanotowatem dla duplekséw, w ktorych adenina zostata przeciwstawiona cytozynie oraz
guaninie. W kolejnych czterech hybrydyzacjach sprawdzitem, czy sonda fluoro(di)fosforanowa
umozliwi rozrdznienie dupleksdow, w ktérych niekomplementarnosé jest na przedostatniej
pozycji nici niefluorowanej (dupleksy z niémi ON22 — ON24). Odpowiedni schemat zostat
zaprezentowany na Rys. 3-10B (X =T, Y =T, C, G lub A). Powtdrzony eksperyment pomiedzy
FPPON3 a ON9 przyniést identyczny rezultat, czyli brak zmian na widmie °F NMR. Nowy sygnat
przesuniety w doét pola 0 0,049 ppm zaobserwowano dla dupleksu z ON23, w ktérym wystepuje
niezgodnos$¢ pomiedzy dwiema guaninami. Natomiast bardzo niewielkie, lecz wcigz widoczne
zmiany w przesunieciach chemicznych sygnatéw, odnotowatem dla duplekséw z ON22 (A& =

0,0057 ppm) oraz ON24 (Aér = 0,0052 ppm).
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Rys. 3-10. Monitorowanie tworzenia sie dupleksow DNA i identyfikacja niekomplementarnosci metoda
1F NMR. Przedstawiono widma mieszanin FPPON3-oligonukletyd komplementarny w stosunku molowym
2:1; A) Dupleksy FPPON3 z ON9 oraz oligonukleotydami ON20—ON21 posiadajgcymi niekomplementarnosc
na koricu 3’ nici (rézne X); B) Dupleksy FPPON3 z ON9 oraz oligonukleotydami ON22—-0ON24 posiadajgcymi
niekomplementarno$¢ na przedostatnim miejscu na koncu 3’ nici (rézne Y). Eksperymenty zostaty
wykonane w buforze fosforanowym o pH 7,0 w 23°C.



Analogiczne eksperymenty przeprowadzitem dla takiej samej sekwencji, ale znakowanej na
koncu 5 fluoro(mono)fosforanem (FPON3). Grupa FP znajduje sie blizej czasteczki
oligonukleotydu niz grupa FPP, dlatego spodziewana jest wieksza czuto$¢ sondy molekularnej
na zmiany w strukturze dupleksu DNA, a tym samym zmiany na widmach **F NMR powinny by¢
inne. Sekwencja FPON3 (5" AGA CAT TGA C 3’) zostata zhybrydyzowana z oligonukleotydem
komplementarnym (ON9) oraz oligonukleotydami ON5, ON21 — ON22 z niekomplementarnym
koricem 3’, tak jak zostato to przedstawione na Rys. 3-11A (Y =C, X =T, C, G lub A). W wyniku
utworzenia dupleksu z ON9 sygnat ®F NMR oligonukleotydu FPON3 (& = -79,19 ppm)
zmniejszyt swojg intensywnos¢ i jednoczesnie pojawit sie nowy sygnat o 6 mniejszym o 0,018
ppm. Bardzo duze zmiany w przesunieciach chemicznych sygnatéw zanotowatem dla
eksperymentdéw z oligonukleotydami ON20 (Adr = 0,130 ppm) oraz ON21 (Adg = 0,125 ppm),
gdzie niekomplementarnosci dotyczyty zasad purynowych. Natomiast wyrazne poszerzenie
sygnatu uwidocznit dupleks z ON5. Sonde molekularng FPON3 wykorzystatem réwniez do
monitorowania tworzenia sie dupleksow DNA z niémi ON22 — ON24, ktére posiadajg
niekomplementarnos¢ na przedostatniej pozycji nici niefluorowanej, tak jak to zostato
zaprezentowane na Rys. 3-11B (X =T, Y =T, C, G lub A). Dla kazdego z czterech utworzonych
duplekséw na widmach °F NMR zaobserwowatem wyrazne zmiany w postaci nowych
sygnatéw. Ponownie, najwieksze zmiany w przesunieciach chemicznych zanotowatem dla
hybrydyzacji z parami niekomplementarnych zasad purynowych i sg to dupleksy z ON23 (Aéf =
0,129 ppm) oraz ON24 (Aér = 0,098 ppm). Dupleks, w ktérym wystapita niekomplementarna
para guanina:tymina (ON22) mdgt zostaé zidentyfikowany poprzez pojawienie sie nowego
sygnatu o Aér = 0,063 ppm, a najmniejszg zmiane uwidocznit dupleks z komplementarng

sekwencjg ON9 (ASg = 0,018 ppm).
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Rys. 3-11. Monitorowanie tworzenia sie dupleksdw DNA i identyfikacja niekomplementarnosci metoda
BF NMR. Przedstawiono widma mieszanin FPON3-oligonukletyd komplementarny w stosunku molowym
2:1; A) Dupleksy FPON3 z ON9 oraz oligonukleotydami ON20 — ON21 posiadajgcymi niekomplementarnosé
na koncu 3’ nici (rézne X); B) Dupleksy FPON3 z ON9 oraz oligonukleotydami ON22 — ON24 posiadajgcymi
niekomplementarno$¢ na przedostatnim miejscu na koncu 3’ nici (rézne Y). Eksperymenty zostaty
wykonane w buforze fosforanowym o pH 7,0 w 23°C.



Monitorowanie szesnastu hybrydyzacji DNA byto mozliwe poprzez obserwacje zmian
intensywnosci sygnatéw na widmach °F NMR, a w szczegblnosci poprzez zmiane przesuniecia
chemicznego sygnatu odpowiadajgcemu utworzonemu dwuniciowemu dupleksowi.
Aby odpowiednio zobrazowac otrzymane dane, wykonatem wykresy przedstawiajace rdznice
pomiedzy przesunieciem chemicznym pojedynczej nici i nici podwadjnej (Adr = SrssDNA —
6rdsDNA). Najmniejsze zmiany w & zaobserwowatem dla oligonukleotydu z modyfikacja

5’-fluoro(di)fosforanowg (Rys. 3-12).
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Rys. 3-12. Zmiany przesunie¢ chemicznych pomiedzy sygnatami pojedynczych nici DNA oraz dupleksami
DNA (Ab6f = & ssDNA - & dsDNA). A) Wyniki eksperymentow, w ktérych identyfikowano
niekomplementarno$¢ na ostatniej pozycji 5'/3". B) Wyniki eksperymentéw, w ktérych identyfikowano
niekomplementarnos¢ na przedostatniej pozycji 5'/3".



3.2.5.2  G-kwadrupleks i oddziatywanie z trombing

Sekwencje oligonukleotydowe bogate w powtdrzenia guaninowe sg zdolne do tworzenia
niekanonicznych  struktur zwanych G-kwadrupleksami (211). W stabilizacje tych
drugorzedowych struktur DNA zaangazowane sg wigzania wodorowe typu Hoogsteena,
tworzgce sie pomiedzy czterema guaninami oraz centralnie ulokowanym jednowartosciowym
kationem, ktérym najczesciej jest jon potasu (K*). G-kwadrupleksy zostaty scharakteryzowane
jako istotne elementy biorgce udziat w regulacji ekspresji genéw oraz stabilizacji genomu (212-
214). Mate czasteczki selektywnie oddziatujgce z G-kwadrupleksami zostaty zidentyfikowane
jako modulatory ekspresji genu oraz jako leki wykorzystywane w terapiach
przeciwnowotworowych (215). Dlatego opracowywanie metod badania tych struktur DNA

znajduje sie w centrum zainteresowan wielu grup badawczych.

Uzyteczno$é metody °F NMR w badaniu G-kwadrupleksdw zostata zaprezentowana
poprzez wprowadzenie fluoro(di)fosforanu na koniec 5’ nici aptameru DNA wigzacego
trombine (ang. thrombin binding aptamer, TBA). TBA jest to 15-sto nukleotydowa (GGT TGG
TGT GGT TGG) sekwencja DNA stabilizowana przez jony potasu i tworzgca G-kwadrupleks
zbudowany z dwdch tetrad guaninowych oraz petli TGT (216). W 1992 roku metodg SELEX, TBA
zidentyfikowano jako aptamer silnie wigzacy sie z trombing (nanomolarna stata wigzania),
czego wynikiem jest inhibicja tworzenia sie skrzepow fibrynowych (217,218). Cecha
charakterystyczng stabilnej struktury G-kwadrupleksu jest utworzenie sie wigzan wodorowych
pomiedzy grupami iminowymi/aminowymi, bedgcymi donorami wigzania wodorowego
a atomami tlenu lub azotu, bedgcymi akceptorami wigzania wodorowego (Rys. 3-13, wstawka).
Doskonatg metodg badawczg, ktéra umozliwia jednoznaczne potwierdzenie utworzenia
iminowych wigzan wodorowych w strukturze G-kwadrupleksu jest spektroskopia *H NMR, gdzie
na widmach obserwuje sie wyraznie sygnaty rezonansowe wystepujgce w zakresie mocno
przesunietym w strone wyzszych czestotliwosci, tj. 11,5-13 ppm. Dlatego dla otrzymanej
sekwencji FPPON11 zarejestrowatem dwa widma *H NMR, w temperaturze pokojowej (25°C)
oraz w temperaturze wysokiej (78°C), w ktdrej dochodzi do rozerwania wigzarn wodorowych,
aw konsekwencji do catkowitego rozwiniecia G-kwadrupleksu do pojedynczej nici. Zgodnie
z weczesdniejszym zatozeniem charakterystyczne sygnaty iminowe na widmie H NMR
zaobserwowatem w 25°C natomiast nie byty one widoczne w 78°C (Rys. 3-13), co jednoznacznie

potwierdza utworzenie sie G-kwadrupleksu w nizszej temperaturze (219).
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Rys. 3-13. Widma 'H NMR oligonukleotydu FPPON11 w niskiej oraz wysokiej temperaturze. Zakres absorpcji
protondéw iminowych zostat zaznaczony prostokatng obwddkg. Wstawka: Kwartet guaninowy tworzgcy
strukture G-kwadrupleksu, stabilizowany przez centralnie ulokowany jon potasu. Na szaro zostaty
zaznaczone wigzania wodorowe protondw iminowych.

W kolejnym kroku zbadatem wptyw podstawnika znajdujgcego sie na koncu 5’ nici
oligonukleotydowej o sekwencji TBA na stabilno$¢ tworzenia sie G-kwadrupleksu w roztworze.
Do tego celu wybratem trzy oligonukleotydy. Pierwszy z nich zakonczony jest grupg
5’-hydroksylowg (ON11), kolejny grupg 5’-fosforanowg (PON11) i ostatni badany zwigzek,
posiadajacy grupe 5’-fluoro(di)fosforanowa (FPPON11). Tak jak w przypadku omawianych
wyzej dupleksow DNA, to jak trwata jest struktura G-kwadrupleksu odzwierciedla temperatura
miekniecia pomiedzy strukturg drugorzedowg oligonukleotydu a pojedynczg, rozwinietg nicia.
Wartosci T, dla kazdego oligonukleotydu zostaty wyznaczone metody spektroskopii
absorpcyjnej przy 295 nm, co zostato doktadnie opisane w podrozdziale 3.2.4 (Rys. 3-6A).
Ponadto, dla oligonukleotydu FPPON11 niezaleznie wyznaczytem temperature miekniecia
metodg '°F NMR. Byto to mozliwe, gdyz sygnat °F NMR (6f = -72,43 ppm) widoczny w niskich
temperaturach (25°C — 45°C) zanikat w temperaturze wysokiej, a jednoczesnie pojawiat sie
nowy sygnat o innym przesunieciu chemicznym (¢ = -72,51 ppm) odpowiadajacy rozwinietej
nici FPPON11 (Rys. 3-14A). Wynik uzyskany metoda '°F NMR zanalizowatem poprzez integracje
sygnatéw oraz ich normalizacje, a dane wykreslitem w funkcji temperatury. Dopasowane

rownanie pozwolito mi na wyznaczenie wartosci T, (Rys. 3-14B). Tabela 3.7 zestawia



temperatury miekniecia uzyskane obydwiema metodami. Jak mozna zauwazy¢, zamiana grupy
hydroksylowej na fosforanowg obniza T, o okoto 7°C (ON11 vs. PON11), natomiast obecnos¢
fluoro(di)fosforanu destabilizuje strukture G-kwadrupleksu o kolejne 3°C (PON11 vs. FPPON11).
Co wiecej, wartosci T, uzyskane metodg °F NMR dla FPPON11 sg zgodne z warto$ciami
otrzymanymi metoda spektroskopii absorpcyjnej (odpowiednio 37,8°C dla °F NMR oraz 38,4°C
dla UV/VIS), co po raz kolejny potwierdza uzyteczno$¢ zastosowanego znacznika
fluoro(di)fosforanowego w badaniach zmian struktur drugorzedowych oligonukleotydow
metodg °F NMR. Analizujgc wartoéci T, otrzymane metoda °F NMR mozna takze zauwazyé, ze
zarowno analiza sygnatu odpowiadajgcemu strukturze G-kwadrupleksu, jak i sygnatu
odpowiadajgcemu strukturze rozwinietej nici DNA pozwala na wyznaczenie temperatury

miekniecia, a uzyskane wartosci sg bardzo zblizone do siebie (Tabela 3.7).

Tabela 3.7. Poréwnanie wyznaczonych temperatur mieknigecia sekwencji tworzacych G-kwadrupleks.

5" GGT TGG TGT GGT TGG 3’

Oligo. Grupa na koncu T [°C] Metoda
5’ nici
ON11 OH 48,2 +0,1 uv/VvIS
PON11 P 41,1+£0,2 UVv/VviIS
38,4+0,1 UVv/VvIS
19
FPPON11 FPP 37,8+0,5 FNMR
[b]
37,8+0,7 19F NMR

[a] wyznaczone na podstawie sygnatu °F NMR odpowiadajgcemu G-kwadrupleksowi,
[b] wyznaczone na podstawie sygnatu *°F NMR odpowiadajgcemu rozwinietej nici FPPON11.
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Rys. 3-14. Wyznaczenie temperatury miekniecia metodg °F NMR oligonukleotydu FPPON11. A) Widma
BENMR w réznych temperaturach. Na rézowo zaznaczono sygnat odpowiadajgcy strukturze
G-kwadrupleksu, na zielono zaznaczono sygnat odpowiadajacy strukturze rozwinietej nici FPPON11.
B) Analiza sygnatow °F NMR oraz wyznaczenie Tp.

Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzajg mozliwos¢ monitorowania tworzenia sie
G-kwadrupleksu metodg *°F NMR, dlatego w kolejnym kroku wykorzystatem oligonukleotyd
FPPON11 jako sonde molekularng do monitorowania procesu oddziatywania pomiedzy
biatkiem a kwasem nukleinowym. Do tego celu wybratem biatko trombine (THPH1), ktérg
dodawatem porcjami do roztworu FPPON11, rejestrujac po kazdym dodaniu biatka widmo
1F NMR. Dodanie biatka do roztworu oligonukleotydu w stosunku 1:1 spowodowato znaczne
poszerzenie sie sygnatu na widmie, co wynika ze zwigzania sie stosunkowo niewielkiej
czasteczki jaka jest oligonukleotyd z wiekszg molekutg biatka (Rys. 3-15 A-C). Poszerzenie linii
rezonansowych wynika ze skrdcenia sie wartosci czasu T,, co z kolei wynika ze spadku
ruchliwosci niewielkiej molekuty jaka jest oligonukleotyd po zwigzaniu sie z duzym biatkiem
(220). Nastepnie, uzytem nieznakowanego fluorem oligonukleotydu ON11 (100 puM) jako
czasteczki wypierajacej, ktéra w sposéb kompetycyjny wyparta fluorowany ligand, czego

efektem byto przywrdcenie intensywnosci sygnatu na widmie °F NMR (Rys. 3-15D).
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Rys. 3-15. Monitorowanie oddziatywania biatko-kwas nukleinowy metodg °F NMR. A-C) Widma °F NMR
kolejno FPPON11 (50 uM) rozpuszczonego w buforze (10 mM KH,PQO,4, 70 mM KCl, 0,2 mM EDTA, pH 7,0,
10% D,0), nastepnie widmo zarejestrowane po dodaniu rownomolowej ilosci trombiny (THPH1) oraz
widmo '°F NMR po dodaniu ON11. D) Analiza intensywnosci sygnatow °F NMR w trakcie trwania
doswiadczenia. W eksperymencie 1 i 2 obserwowano zmnigjszenie intensywnosci sygnatu na skutek
utworzenia kompleksu FPPON11:THPH1. W kolejnych eksperymentach do prébki dodawano ON11.



3.2.5.3  Struktury i-motywu oraz oddziatywanie z ligandami

Czteroniciowe struktury DNA sktadajgce sie z dwdch rownolegle do siebie utozonych
dupleksow, stabilizowane przez oddziatujace pomiedzy sobg cytozyny, gdzie jedna z nich jest
protonowana (oznaczenie C-C*) (Rys. 3-16) nazywa sie strukturami i-motyw (ang. i-motif).
Struktury te tworzg sie i sg stabilne w pH w zakresie 4,5-5,5, dlatego ich rola jako czgsteczek
o zdefiniowanej funkcji biologicznej w warunkach fizjologicznych pozostaje wcigz niepewna.
W ostatniej dekadzie badania skupione wokdt struktur i-motywdw wykazaty, iz tworzg sie one
nawet w neutralnym pH (221,222), a ponadto stabilizowane sg w warunkach zattoczenia
molekularnego (ang. molecular crowding) (223). W literaturze odnajduje sie przykfady,
w ktérych i-motywy zidentyfikowano w komdrkach, co sugeruje, ze struktury te moga braé
udziat w regulacji i ekspresji gendw (91), tym samym stajac sie celami terapeutycznymi.
Oddziatywania pomiedzy réznymi ligandami a strukturami i-motywow zostaty przebadane
w celu wyselekcjonowania czgsteczek stabilizujgcych te drugorzedowe struktury DNA (224-

226).

R Jedng z pierwszych zbadanych sekwencji przyjmujgcych
strukture i-motywu byta odkryta w 1993 roku sekwencja DNA
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i-motywéw oraz wptywu wprowadzonych modyfikacji
C . C+ chemicznych w obrebie struktury pojedynczego nukleotydu na
trwato$¢ tego kompleksu. Zastosowanie = modyfikacji

Rys. 3-16. Para cytozyn stabilizujaca . . i , ..
strukture i-motywu. Na niebiesko fluorofosforanowej do badania struktur i-motywdéw w réznym

zaznaczono  protonowany atom

az0tU. pH oraz w rdznej temperaturze metoda F NMR

zaprezentowatem na przyktadzie krétkiej sekwencji TCCCCC (ON1), ktéra wyznakowatem
fluoro(mono)- (FPON1) oraz fluoro(di)fosforanem (FPPON1). Podobnie jak w przypadku
omawianych wczesniej eksperymentow ze strukturg G-kwadrupleksu, tak i w tym przypadku,
do wstepnej weryfikacji tworzenia sie i-motywu w roztworze wykorzystatem spektroskopie
IHNMR, za pomocy ktdérej obserwowatem sygnaty rezonansowe protonéw iminowych
stabilizujgcych drugorzedowg strukture DNA w pH 4,2 (227). Wykonane widma H NMR
oligonukleotydow ON1, FPON1 oraz FPPON1 w temperaturach 10°C oraz 70°C wykazaty



obecnos$¢ w niskiej temperaturze sygnatéw o charakterystycznym przesunieciu chemicznym
wynoszacym &y = 15-16 ppm, ktdére zanikaty w warunkach denaturujgcych (70°C), co

potwierdza obecnos¢ struktury i-motywu (Rys. 3-17 A-C).
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Rys. 3-17. Widma 'H NMR badanych sekwencji przyjmujacych strukture i-motywu. Szarg linig
zaprezentowano widmo zarejestrowane w 70°C, natomiast linig czarng widmo zarejestrowane w 10°C w 50
mM buforze cytrynianowym o pH 4,2 z dodatkiem 10% D,0; A) 0,5 mM FPPON1; B) 0,5 mM ON1; C) 0,1
mM FPPON1; D) 0,25 mM FP-hTeloC.

Widma °F NMR zarejestrowane w warunkach faworyzujgcych wystepowanie stabilnej
struktury i-motyw oligonukleotydéw FPON1 oraz FPPON1 (pH 4,2, 25°C) charakteryzujg sie
pojedynczymi sygnatami, gdzie dla kazdego z oligonukleotydow obserwuje sie dublet
0 przesunieciu chemicznym &g = -79,86 ppm oraz & = -73,06 ppm i statych sprzezenia réwnych
Jor =937 Hz oraz Je¢ = 935 Hz, odpowiednio dla FPON1 oraz FPPON1. Po scharakteryzowaniu
oligonukleotydéw za pomocy spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego, zwigzki
FPON1 oraz FPPON1 wykorzystatem jako sondy molekularne w eksperymentach °F NMR ze
zmianami temperatury lub pH (Rys. 3-18A). Eksperymenty temperaturowe przeprowadzitem
w zakresie od 25°C do 70°C, z krokiem co 5°C w pH 4,20, rejestrujgc za kazdym razem widmo
F NMR. W 25°C na widmie zwigzku FPPON1 zarejestrowatem dublet (& = -73,06, Jo.r = 935
Hz), ktéry wraz ze wzrostem temperatury zanikat, a w tym samym czasie pojawiat sie nowy
sygnat o innym przesunieciu chemicznym (&g = -72,24, Jo.e =930 Hz w 70°C) (Rys. 3-18B). Bardzo

podobny wynik uzyskatem dla sondy wyznakowanej fluoro(mono)fosforanem, FPON1.



Ponownie, sygnat widoczny w 25°C (8¢ = -79,86, Jpr = 936 Hz) zanikat wraz ze wzrostem
temperatury, a pojawiat sie nowy dublet (6F = -78,68, Jpr = 930 Hz) (Rys. 3-18C). Dla kazdej
z sond oba sygnaty obserwowatem w zakresie temperatur 40°C — 60°C, jednakze poréwnujgc
widma zarejestrowane w 50°C mozna zauwazy¢, ze w przypadku sondy FPPON1 nowy dublet
pojawia sie w zakresie wyzszych czestotliwosci rezonansowych, natomiast dla sondy FPON1
nowy sygnat przesuniety jest w strone nizszych czestosci rezonansowych. Bardzo podobne
obserwacje zanotowatem w eksperymentach w statej temperaturze 25°C, ale ze zmiang pH
w zakresie wartosci od 3,5 do 7,0. Badania te przeprowadzitem, rozpoczynajgc od niskiej
wartosci pH rownej okoto 3,5, ktorg stopniowo zwiekszatem za pomocg bardzo matych porcji
0,1 M NaOH. Pomiar pH wykonywatem przy uzyciu cienkiej szklanej elektrody chlorosrebrowej
zanurzonej w badanym roztworze znajdujgcym sie w probowce Eppendorfa, a objetos¢ probki
nie przekraczata 600 pl. Po kazdym ustaleniu pH probéwke NMR wypetniong badanym
roztworem inkubowatem w magnesie NMR przez 20 minut, a nastepnie wykonywatem pomiar
widma °F NMR. Widmo sondy FPPON1 w pH 3,56 charakteryzuje sie wyraznie widocznym
dubletem o &¢ = -73,07, (Jpr = 935 Hz), ktory zanika w pH wyzszych, a w tym samym czasie
pojawia sie nowy dublet o éf = -73,15 (Jpr = 934 Hz, pH 6,72) (Rys. 3-18D). Bardzo podobny
wynik uzyskatem dla sondy FPON1. Dublet widoczny w pH 3,86 (& = -79,86, Jp-r = 936 Hz) zanikt
w pH bliskim obojetnemu (pH 6,65), a pojawit sie nowy sygnat (6f = -79,77, Jo-r = 934 Hz) (Rys.
3-18E). Tak jak w przypadku badan ze zmianami temperatury, zmiana pH spowodowata zanik
jednego sygnatu i powstanie nowego. Pozycja nowych sygnatéw na widmach *°F jasno ukazuje,
ze dla FPPON1 nastgpito ekranowanie jadra fluoru, a dla sondy FPON1 odekranowanie jadra
fluoru. W przypadku obydwu omawianych powyzej eksperymentéw zmiany na widmach
F NMR mozna jednoznacznie przypisa¢ zmianom strukturalnym badanego motywu DNA.
Zaréwno w niskim pH, jak i niskiej temperaturze struktura i-motywu jest stabilna, natomiast
gdy te warunki zostang zaburzone i przekroczg pewng graniczng wartos¢ okreslang
temperaturg przejscia (Tm) oraz wartoscia pH przejscia (pHr) i-motyw ,rozwija sie” do
pojedynczych nici DNA. Obie te wartosci sg silnie zalezne od budowy chemicznej nici DNA,
dtugosci tancucha oligonukleotydowego, obecnosci lub braku dodatkowych modyfikacji, sity
jonowej buforu czy warunkéow kwasowo-zasadowych. Pojawienie sie nowego sygnatu
W wyzszej temperaturze i W wyzszym pH mozna przypisac pojedynczym,
nieustrukturyzowanym niciom DNA (ssDNA). Analiza widm NMR poprzez normalizacje

intensywnosci sygnatéw, ich odtozenie w funkcji temperatury lub pH oraz dopasowanie



odpowiedniego réwnania, pozwolita na wyznaczenie charakterystycznych wartosci T, oraz pHr
badanych sekwencji i-motywdw (Rys. 3-18). Temperatury miekniecia zostaty takze dodatkowo
wyznaczone metodg UV/VIS (Rys. 3-6B), co po pierwsze, niezaleznie potwierdzito rozwiniecie
struktury drugorzedowej DNA do pojedynczych nici, a po drugie, umozliwito poréwnanie
otrzymanych dwiema niezaleznymi metodami badawczymi wartosci T, ktére sg do siebie
zblizone (Tabela 3.8). Aby by¢ catkowicie pewnym w zatozeniu, ze badana sekwencja (TCs)
tworzy strukture i-motywu, poréwnatem literaturowe wartosci Ty, oraz pHr, z ktérych wynika,
iz pH przejscia miesci sie w zakresie od 5,8 (228) do 6,1 (229), natomiast temperatura
miekniecia, w zaleznosci od pH zastosowanego buforu, przyjmuje wartosci od 44,8°C do 51,5°C
(227-229). Poréwnujac dane literaturowe z danymi z Tabela 3.8 wnioskuje sie, ze wartosci Tr,
oraz pHr s3 zbiezne z wynikami otrzymanymi metoda °F NMR, dzieki czemu sygnat na widmach

F NMR mozna jednoznacznie przypisaé strukturze i-motywu.

Tabela 3.8. Wyznaczone wartosci pH przejscia (pHy) oraz temperatury przejscia (T.,) metodami
15 NMR oraz UV-VIS.

25°C pH 4,2 pH 5,5

pHT Tm Tm
Sekwencja  Oligo. 19F NMR ! 15F NMR B Az60nm 19F NMR Azg5nm
(5> 3)
TCCCCC FPON1 5,48 £ 0,09 53,6+0,2°C 57,7+0,3°C b.d. b.d.
TCCCCC FPPON1 5,37 +£0,08 55,9+0,5°C 60,7+0,7°C b.d. b.d.
(TAACCC), Fp-hTeloC 6,47 £ 0,07 64,6 +1,1°C 54,7+2,4°C | 40,9+0,3°C 42,2 +0,1°C

Warunki: 50 mM cytrynian sodu, 10% D-0; [a] zanalizowano sygnat **F NMR odpowiadajgcy i-motywowi;
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Rys. 3-18. Monitorowanie rozpadu struktur i-motywéw oligonukleotydéw FPON1 oraz FPPON1 metodg °F NMR.
A) Schematyczne przedstawienie struktury przestrzennej i-motywu oraz jej pojedynczych czasteczek DNA. Niebieska
strzatka oznaczono pozycje grup fluorofosforanowych; B) i D) Sonda FPPON1 w badaniach ze zmiang pH oraz
temperatury; C) i E) Sonda FPON1 w badaniach ze zmiang pH oraz temperatury.



Ogromng zaletg metody magnetycznego rezonansu jadrowego jest mozliwosc
zaobserwowania nawet niewielkich zmian strukturalnych w czasteczce. Wykorzystanie
do obserwacji jgder fluoru-19 jest tu szczegdlnie korzystne ze wzgledu na bardzo duzg dyspersje
przesunie¢ chemicznych, dzieki czemu nawet niewielka zmiana w otoczeniu elektronowym
jadra fluoru skutkujaca bardzo niewielkg zmiang energii rezonansowej jest wyraznie widoczna
na widmie. Dlatego przewaga metody magnetycznego rezonansu jagdrowego nad innymi
metodami spektroskopowymi jest mozliwos¢ zaobserwowania zmian dotyczacych
poszczegdlnych indywiduéw (atomoéw) chemicznych, co jest niemozliwe do uzyskania na
przyktad za pomocag spektroskopii absorpcyjnej w zakresie UV/VIS czy metod
fluorescencyjnych, ktére dostarczajg ,,0g6Inych” danych na temat zmian w badanym ukfadzie.
Witasnie dzieki technice °F NMR mozliwe byto zaobserwowanie kilku rdznych topologii
struktury i-motywu zbudowanej z oligonukleotydéw FPON1 czy FPPON1. Widma °F NMR
Swiezo przygotowanych roztworéw FPON1 oraz FPPON1 w buforze o pH 4,2 (warunki
faworyzujagce powstanie i-motywow) zwykle charakteryzowaty sie obecnoscia wiecej niz
jednego sygnatu (Rys. 3-19A). Co najmniej 48-godzinna inkubacja w temperaturze pokojowej
pozwolita na zaobserwowanie pojedynczego dubletu (Rys. 3-19B). Pojedynczy sygnat na widmie
1F NMR zaobserwowano réwniez w pomiarze kontrolnym, w ktérym prébke podgrzano do
70°C, potwierdzajagc tym samym obecno$¢ jednej, takiej samej fluorowanej czasteczki
w roztworze (Rys. 3-19C). Widmo wykonane natychmiast po ochtodzeniu prébki do 25°C
charakteryzuje sie co najmniej czterema dobrze od siebie rozdzielonymi (rézne przesuniecia
chemiczne) sygnatami, kazdy o innej intensywnosci. Ponadto réznice w potozeniu sygnatéw na
widmie sg wieksze dla sondy fluoro(mono)fosforanowej (FPON1) niz fluoro(di)fosforanowe;j
(FPPONZ1) (Rys. 3-19D). Ten dos¢ zaskakujgcy wynik mozna zinterpretowac jako utworzenie sie
struktur i-motywow o niejednorodnej topologii wynikajacej z réznego utozenia sie wzgledem
siebie (réwnolegle badz antyréwnolegle) pojedynczych nici DNA. Wtedy takie struktury nie sg
magnetycznie ekwiwalentne icharakteryzujg sie sygnatami o rdinych przesunieciach
chemicznych na widmie °F NMR. Podobng obserwacje uzyskatem w badaniach H NMR
sekwencji TC4, w ktérych w miare uptywu czasu obserwowatem zmiane zestawu sygnatow
protonowych, a wyniki zinterpretowatem jako wystepowanie réwnowagi pomiedzy formami R
oraz S struktury i-motyw (230). Innym przyktadem s3g badania 21-nukleotydowej sekwencji
bogatej w cytozyny, ktéra w zaleznosci od pH (od 6 do 9), zwijata sie do dwdch form: gtéwnej

(5'E) wystepujacej w przewadze oraz drugorzednej (3’E) (231).
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Rys. 3-19. Widma °F NMR sond FPON1 oraz FPPON1 zarejestrowane po réznym czasie od rozpuszczenia w
buforze cytrynianowym o pH 4,2. A) Widma zarejestrowane po godzinie od przygotowania; B) Widmo tej
samej probki co w A ale po 48h (inkubacja w temperaturze pokojowej, w probéwce NMR); C) Widmo °F
NMR zarejestrowane w 70°C; D) Widma zarejestrowane natychmiast po ochtodzeniu z 70°C do 25°C. Zétte
kropki oznaczaja rézne topologie struktury i-motywu, zielone kropki oznaczajg ssDNA. Bufor: 50 mM bufor
cytrynianowy pH 4,2, 10% D0.

W kolejnej czesci badan wykorzystatem oligonukleotyd FPON1 jako sonde molekularng do
monitorowania oddziatywania pomiedzy drugorzedows strukturg kwasu nukleinowego
a matoczasteczkowym ligandem, TMPyP4. TMPyP4 jest dodatnio natadowang porfiryng
(kation), ktéra zostata zidentyfikowana jako zwigzek interkalujgcy strukture G-kwadruplekséw

(232), inhibujgc tym samym aktywnos¢ telomeraz czy blokujac wzrost klonogenny oraz

rozprzestrzenianie sie komdrek nowotworowych w organizmie (233-235). Ponadto wykazano,
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Rys. 3-20. Monitorowanie oddziatywania pomiedzy sondg molekularng FPON1 a ligandem TMPyP4 metoda
F NMR. U goéry zostaty przedstawione widma °F NMR zarejestrowane w trakcie miareczkowania
oligonukleotydu roztworem TMPyP4. W srodkowej czesci znajduje sie od lewej struktura liganda, a z
prawej analiza zmian przesunie¢ chemicznych (ASF = [6F(FPON1 + TMPyP4)-6F(FPON1)] i analogicznie dla
AMPF) wraz z wyznaczong statg dysocjacji. Na samym dole wykresy prezentujg zmiane szerokosci
potéwkowych oraz intensywnosci sktadowych sygnatu FPON1. Warunki eksperymentu: 500 pM FPON1,
100 pM AMPF, 50 cytrynian sodu pH 4,2, 10% D,0O, 25°C. Wykonano dwa powtdrzenia, dane
przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe.

ze TMPyP4 oddziatuje takze ze strukturami i-motyw poprzez mechanizm nieinterkalacyjny
(236), dlatego wybratem ten zwigzek do badan interakcji z sondg FPON1. Oligonukleotyd
FPON1 rozpuscitem w buforze o pH 4,2, a nastepnie odczekatem co najmniej 48 h do
swobodnego zwiniecia sie czgsteczek w strukture i-motywu, po czym rejestrowatem widmo
F NMR. W kolejnych krokach dodawatem do roztworu oligonukleotydu roztwér liganda,
TMPyP4 (0-250 uM, 0-2 eq), inkubowatem prébke w magnesie NMR przez 20 minut w 25°C, po
czym rejestrowatem widmo °F NMR. Jak mozna zaobserwowa¢é na widmach °F NMR, wraz ze

wzrostem stezenia liganda sygnat ulegat przesunieciu w dét pola magnetycznego oraz



znacznemu poszerzeniu, co interpretuje jako efekt oddziatywania zwigzku z badang struktura
DNA (Rys. 3-20). Aby potwierdzié, iz obserwowane zmiany na widmach °*F NMR wynikaja
z oddziatywania pomiedzy i-motywem a TMPyP4, w badanej probce znajdowat sie fluorowany
nukleotyd — 5’-fluoromonofosforan adenozyny (AMPF), ktérego sygnat pozostawat w trakcie
eksperymentu na niezmienionej pozycji (kontrola negatywna). Ponadto, dodanie dwdch
ekwiwalentéw TMPyP4 doprowadzito do czesciowego przywrdcenia intensywnosci sygnatu
(na skutek jego zwezenia), co moze wynika¢ z saturacji kompleksu w obecnosci nadmiaru
liganda. Dane uzyskane na widmach °F NMR zostaty zanalizowane poprzez wykreslenie
zaleznosci pomiedzy zmianami przesuniecia chemicznego w funkcji stezenia dodawanego
liganda, a dopasowanie odpowiedniego réwnania pozwolito na wyznaczenie statej dysocjacji

Ky, ktéra wyniosta 0,18 + 0,03 mM (Rys. 3-20).

Wyniki uzyskane dla 6-nukleotydowej sekwencji DNA tworzacej i-motyw (FPON1 oraz
FPPON1) byty pozytywnym zaskoczeniem, dlatego jako cel do dalszych badan obratem dtuzsza
ni¢ oligonukleotydowg sktadajgcy sie z 24-nukleotyddw, a w literaturze oznaczang skrétem
hTeloC (5’- TAA CCC TAA CCC TAA CCC TAA CCC -3’). Motyw ten zostat zidentyfikowany
w ludzkim genomie w sekwencjach telomerdw (237), a matoczgsteczkowe zwigzki oddziatujgce
z tym konkretnym kwasem nukleinowym sg uznawane za potencjalne regulatory ekspresji
gendw. Badanie oddziatywan pomiedzy hTeloC a réznymi zwigzkami chemicznymi zostato
przeprowadzone za pomocg wielu metod badawczych, takich jak dichroizm kotowy (CD), emisja
fluorescencji czy absorpcja w zakresie UV/VIS (224,238). Aby opracowa¢ nowa metode
umozliwiajagcg  poszukiwania  zwigzkdw  oddziatujgcych z  hTeloC, otrzymatem
5’-fluoro(mono)fosforanowg pochodng, FP-hTeloC. Badania wstepne potwierdzajgce
tworzenie sie niekanonicznej struktury i-motywu przez FP-hTeloC zostaty wykonane
analogiczne jak dla zwigzkdw FPON1 oraz FPPON1. Najpierw, zarejestrowane w rdznych
temperaturach widma 'H NMR potwierdzity obecnoé¢ w 25°C oraz brak w 70°C
charakterystycznych sygnatéw protonéw iminowych zaangazowanych w stabilizacje struktury
i-motywoéw (Rys. 3-17D). Nastepnie, za pomocg fluorowego magnetycznego rezonansu
jagdrowego monitorowatem rozwijanie sie struktury i-motywu na skutek zmian pH oraz
temperatury, wyznaczajac tym samym temperature miekniecia (w réznych pH) oraz pH
przejScia w 25°C (Tabela 3.8). Ponadto, w niezaleznym eksperymencie z rejestracjg zmian

absorbancji w 260 nm oraz 295 nm w réznych pH obserwowatem zmiany intensywnosci



absorpcji wraz ze wzrostem temperatury (Rys. 3-6C i D), co zostato doktadnie opisane

w podrozdziale 3.2.4.

Metoda °F NMR zostata wykorzystana do wyznaczenia dokfadnej wartosci pH przejscia
(pHr). Jest to taka wartosé pH, w ktdrej w stanie rownowagi, statystycznie rzecz biorac, potowa
czasteczek oligonukleotydu FP-hTeloC jest zwinieta do struktury i-motywu, a potowa rozwinieta
do pojedynczej nici DNA. Przeprowadzitem eksperyment, w ktérym za pomoca roztworu NaOH
zmieniatem wartos$¢ pH roztworu (pomiar wykonywatem szklang elektrodg chlorosrebrowg),
rozpoczynajac od pH okoto 4. W najnizszym ustalonym pH (3,89) na widmie F NMR
zaobserwowatem jeden wyrazny dublet o przesunieciu chemicznym réwnym &g = -79,94 ppm.
Wraz z dodawaniem kolejnych porcji zasady sodowej sygnat zanikat zjednoczesnym
pojawieniem sie nowego sygnatu, ktérego intensywno$¢ wzrastata w catym zakresie
testowanego pH (koricowa warto$¢ pH wyniosta 7,59). Przesuniecie chemiczne sygnatu
w warunkach lekko zasadowych (pH 7,59) wyniosto &¢ = -79,87 ppm, a tym samym rdznica
pomiedzy sygnatem poczatkowym, a koncowym réwna sie Adg = -0,07 ppm, co jest az nadto
wystarczajgce do rozréznienia obydwu rezonansow (Rys. 3-21A). Analiza sygnatéw
odpowiadajacych strukturze i-motywu oraz ssDNA poprzez ich integracje oraz dopasowanie
odpowiedniego réwnania do danych pozwolito mi na wyznaczenie wartosci pH przejscia, ktéra
dla pierwszego przypadku wyniosta 6,47 + 0,07, a dla drugiego 6,41 + 0,05, a wartosci te s3
zgodne z danymi literaturowymi (221,239). W kolejnym kroku wyznaczytem temperatury
miekniecia FP-hTeloC metodg *°F NMR oraz UV/VIS, stosujgc bufory o dwdch wartosciach pH,
tj. 4,2 oraz 5,5 (Rys. 3-21C i D). Jak mozna byto sie spodziewaé, zmiany na widmach *F NMR
(zanik poczatkowego sygnatu i pojawienie sie nowego w wyiszej temperaturze) pozwolity
w prosty i jasny sposdb na obserwacje rozwijania sie struktury i-motywu. Z otrzymanych danych
wyznaczytem wartosci temperatur miekniecia i sg to 64,6°C w nizszym pH oraz 40,9°C w pH
wyzszym (dane °F NMR, analiza sygnatu rezonansowego i-motywu). W analogicznych
warunkach przeprowadzitem eksperymenty metoda UV/VIS z detekcjg absorbancji przy 260 nm
w pH 4,2 oraz przy 260 nm i 295 nm w pH 5,5 (rozdziat 3.2.4). Poréwnujac zebrane dane (Tabela
3.8) zaobserwowac mozna wyrazng réznice w wartosciach T, uzyskanych dwiema metodami
badawczymi w pH 4,2 (64,6°C - °F NMR vs. 54,7°C - UV/VIS). Rozbieznoé¢ ta moze wynikaé
z niejednorodnosci struktur wystepujgcych w badanym roztworze. Podczas gdy metodg UV/VIS

analizuje sie catg préobke, a otrzymany wynik odnosi sie do wszystkich czgsteczek w roztworze,



metoda °F NMR pozwala na analize konkretnego sygnatu, ktéry odpowiada tylko i wytacznie
jednej topologii i-motywu. Na widmach °F NMR zarejestrowanych w nizszych temperaturach
wyraznie wida¢ wiecej niz jeden sygnat, co moze sugerowac obecnosé mniejszych populacji
i-motywow o innej topologii. Drugim powodem rozbieznosci moze by¢ niewystarczajgcy czas
inkubacji w danej temperaturze, ktéry wynosit 20 minut lub zbyt mato punktéw pomiarowych
pomiedzy kolejnymi eksperymentami. Pomimo pewnych réznic w wynikach uzyskanych tymi
dwiema niezaleznymi metodami, mozna stwierdzié, ze zaréwno wartosci pHr, jak i T s3

zblizone do wartosci literaturowych (221,239).
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Rys. 3-21. Wykorzystanie sondy FP-hTeloC do wyznaczenia pH przejscia oraz temperatur miekniecia
metoda °F NMR. A) Zestaw widm zarejestrowany w réznym pH oraz analiza pdl powierzchni sygnatéw;
B) Zestaw widm zarejestrowany w roznej temperaturze w pH 4,2. Niebieskimi gwiazdkami oznaczono
rezonanse °F NMR, ktére moga odpowiadad strukturze i-motywu o rdznej topologii oraz analiza podl
powierzchni sygnatow; C) Zestaw widm zarejestrowany w roznej temperaturze w pH 5,5 oraz analiza pdl



powierzchni sygnatéw. Dla lepszej przejrzystosci rysunku przedstawiono lewa sktadowa sygnatu
w eksperymentach ze zmiang temperatury.
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Rys. 3-22. Wptyw mitoksantronu na stabilnos¢ struktur i-motywdéw o sekwencjach FP-hTeloC oraz hTeloC
w pH 5,5 (50 mM cytrynian sodu, 10% D,0). A) Profile temperatur topnienia uzyskane metoda °F NMR.
Na widmach poddano analizie sygnat odpowiadajacy strukturze drugorzedowej FP-hTeloC. Temperatura
uzyskana bez mitoksantronu to 40,9 + 0,3°C. B) Zmiany Tn, pod wptywem mitoksantronu. Przedstawiono
wyniki uzyskane dwiema metodami badawczymi tj. °FNMR oraz UV/VIS z detekcjg przy 295 nm. Wartosci
Tm bez liganda zgodnie z Tabela 3.8.

FP-hTeloC zostat wykorzystany jako sonda molekularna do monitorowania oddziatywania
z mitoksantronem, ktory jest zwigzkiem interkalujgcym DNA. Hamuje on dziatanie
topoizomerazy |l (240) oraz zaburza procesy transkrypcji i translacji. Mitoksantron znalazt
zastosowanie w leczeniu biataczki (241), chtoniaka nieziarniczego (ang. non-Hodgkin
lymphoma) oraz jest stosowany w celu spowolnienia postepowania stwardnienia rozsianego
(242). Ponadto wykazano, ze mitoksantron oddziatuje z G-kwadrupleksami oraz strukturami
i-motywéw, a doktadniej z sekwencjg hTeloC (5’-TAA-CCC-TAA-CCC-TAA-CCC-TAA-CCC-3')
(238). Mnogos¢ terapeutycznych zastosowan mitoksantronu zacheca do poszukiwania innych
zwigzkéw oddziatujgcych z sekwencjami DNA tworzgcymi i-motywy, do czego niezbedne jest
opracowywanie nowych, prostych metod badawczych. W niniejszym projekcie zweryfikowatem
mozliwo$¢ zastosowania fluoro(mono)fosforanowej sondy (Fp-hTeloC) do monitorowania
interakcji hTeloC z mitoksantronem. Najpierw zbadatem wptyw mitoksantronu na stabilnos¢
struktury i-motywu poprzez wyznaczenie temperatur przejscia (w obecnosci mitoksantronu)
metoda '°F NMR oraz w niezaleznych pomiarach z detekcjg absorpcji. Jak sie okazato, dodatek
0,3 ekwiwalenta mitoksantronu do FP-hTeloC powoduje niewielkg stabilizacje kompleksu
oligonukleotyd:ligand (AT, = +1,1°C), natomiast juz trzykrotny nadmiar liganda znacznie obniza

wartos$é temperatury miekniecia (AT, = -3,22°C) (Rys. 3-22A i B). W badaniach z uzyciem



spektroskopii UV/VIS obie sekwencje, hTeloC oraz FP-hTeloC, rowniez wykazaty efekt bardzo
nieznacznej stabilizacji w kompleksie z niewielkg iloscig mitoksantronu (0,3 ekwiwalenta)
i destabilizacji, gdy liganda byto powyzej jednego ekwiwalenta (Rys. 3-22B). Dodatkowo,
w trakcie eksperymentu zauwazytem, iz na skutek dodania wiekszej ilosci mitoksantronu,
w probowce zaczat pojawiaé sie ciemnoniebieski osad. Warto zaznaczyé, ze powyisze
eksperymenty przeprowadzitem w buforze cytrynianowym o pH 5,5, w ktérym wartos¢ pH
moze mie¢ wptyw na stabilizacje i oddziatywanie nici DNA z ligandem. Dlatego metodg *°F NMR
wyznaczytem réwnowagowa statg dysocjacji pomiedzy FP-hTeloC a mitoksantronem w trzech
roznych pH: pH 4,2, dla ktérego struktura i-motywu jest najtrwalsza, pH 5,5, ktore jest wartoscig
najczesciej stosowang w literaturze dla sekwencji hTeloC oraz pH 6,4, bedac jednoczesnie
wyznaczonym weczesniej pH przejécia, gdzie na widmie *F NMR obserwuje sie sygnaty

odpowiadajace i-motywowi oraz rozplecionej nici DNA (ssDNA).
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Rys. 3-23. Monitorowanie oddziatywania mitoksantronu z Fp-hTeloC metodg °F NMR. A) Miareczkowanie
FP-hTeloC mitoksantronem w pH 4,2; B) Miareczkowanie Fp-hTeloC mitoksantronem w pH 5,5;
C) Miareczkowanie FP-hTeloC mitoksantronem w pHr = 6,4; D). Zmiany przesuniecia chemicznego w funkcji
stezenia dodawanego mitoksantronu w réznym pH. (ASk = [6¢(FP-hTeloC+mitoksantron)- 8¢(FP-hTeloC)];
i analogicznie dla AMPF). Punkty na wykresie obliczono na podstawie dwdch oddzielnych eksperymentow,
dane zaprezentowane jako érednia * odchylenie standardowe. Warunki eksperymentéw: 212,5 uM



FP-hTeloC, 80 uM AMPF, 50 mM cytrynian sodu o pH 4,2i5,5, 10% D,0 lub 50 mM kakodylan sodu, 100 mM
NaCl, 10% D0, pH 6,4.

Eksperymenty wykonatem analogicznie jak dla oligonukleotydu FPON1 oraz liganda TMPyP4.
FP-hTeloC rozpuszczono w buforze o odpowiednim pH, dodano AMPF jako nieoddziatujgca
z mitoksantronem kontrole oraz rejestrowano widmo °F NMR. Nastepnie, przeprowadzono
miareczkowanie roztworem mitoksantronu az do osiggniecia stosunku 1:1 (ligand:FP-hTeloC).
Po kazdym dodaniu liganda probdwke inkubowano w magnesie NMR w 25°C przez co najmniej
20 minut, a nastepnie rejestrowano widmo °F NMR. W warunkach pH 4,2 oraz pH 5,5 sygnaty
widoczne na widmie °F NMR o przesunieciu chemicznym kolejno -79,94 ppm oraz -79,95 ppm,
w wyniku dodania mitoksantronu, przesunety sie w gére pola magnetycznego zmieniajac swoje
przesuniecia chemiczne do wartosci -79,97 oraz -79,99 ppm (po dodaniu jednego ekwiwalentu
liganda) (Rys. 3-23A, B). Bardziej ztozong sytuacje mozna byto zaobserwowa¢ w pH 6,4,
poniewaz w tych warunkach tylko czes$¢ FP-hTeloC byta zwinieta w i-motyw, co bardzo dobrze
widaé¢ na widmie °F NMR, na ktédrym widoczne sg trzy dublety odpowiadajace kolejno
strukturze ssDNA, strukturze i-motywu oraz kontroli wewnetrznej AMPF (Rys. 3-23C). Podobnie
jak w eksperymentach w nizszym pH, dodanie mitoksantronu spowodowato przesuniecie
sygnatu odpowiadajgcego i-motywowi w gére pola, jednakie jednoczesnie obserwowano
niewielkie przesuniecia chemiczne rezonansu ssDNA, ktérego potozenie zmienito sie
w przeciwng strone, tj. w doét pola magnetycznego (Adg = -0,02 ppm). We wszystkich trzech
eksperymentach sygnat odpowiadajgcy molekule kontrolnej (AMPF) pozostawat bez zmian
w trakcie catego eksperymentu. Dlatego powyzej opisane zmiany w przesunieciach
chemicznych mozna interpretowa¢ jako efekt oddziatywania pomiedzy FP-hTeloC
a mitoksantronem. Dla wszystkich zebranych danych wykreslitem zaleznosci zmian wartosci
przesuniecia chemicznego w funkcji stezenia dodawanego mitoksantronu (Rys. 3-23D), a dla
warunkow najbardziej stabilnych (pH 4,2) dopasowatem matematyczny model opisujgcy
oddziatywanie pomiedzy dwiema czgsteczkami w stosunku 1:1. Wyznaczona w ten sposdb stata
dysocjacji K4 wyniosta 0,07 £ 0,03 mM, co jest wartoscig zblizong do wartosci literaturowej (Kq
= 0,120 £+ 0,003 mM) zmierzonej jednak w innych warunkach (10 mM bufor kakodylowy, 100
mM NaCl, 0,05% Tween-20 oraz 5% DMSO) i inng metodg badawcza (SPR) (238).



3.3 Trifluorometylowane puryny jako sondy molekularne w badaniach **F NMR
Zastosowanie znacznikéw fluorowanych w pofaczeniu z metoda °F zaprezentowatem na
przyktadzie mono- i dinukleotydédw purynowych, w ktérych jedng z zasad azotowych bytfa
adenina lub guanina podstawiona w pozycji C8 lub C2 grupg trifluorometylowg (CFs) (Rys. 3-24).
Synteza przedstawionych ponizej zwigzkdw zostata wykonana przez doktora Mikotaja
Chrominskiego, zostata juz opublikowana, wiec nie bedzie tutaj opisana. W niniejszym rozdziale
zostang natomiast zaprezentowane wyniki badan, w ktérych trifluorometylowane puryny
zastosowatem jako sondy molekularne w monitorowaniu reakcji enzymatycznych w czasie
rzeczywistym oraz identyfikacji inhibitoréw enzyméw z wykorzystaniem techniki 1°F NMR. (Rys.
3-25). Badania te bardzo dobrze wpisujg sie w idee n-FABS (ang. n-fluorine atoms for
biochemical screening) (137,138), a w tym przypadku 3-FABS, ktdra polega na wykorzystaniu
trifluorowanej sondy molekularnej jako substratu lub kofaktora dla badanych biatek
w analizach wysokoprzepustowych do poszukiwania nowych inhibitoréw z wykorzystaniem

19F NMR (243).
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Rys. 3-24. Zestawienie mono- oraz dinukleotyddw zawierajgcych ugrupowanie trifluorometylowe (CFs).
Zprawej strony wykorzystanie nukleotydéw jako sond molekularnych w metodzie 3-FABS do
monitorowania postepu reakcji enzymatycznej metodg °F NMR. Z — zasada azotowa, na niebiesko
oznaczono numery atoméw wegla, przy ktérych znajduje sie grupa CFs.



3.3.1 Aktywnos$¢ katalityczna i specyficznos¢ substratowa ludzkiego biatka hFhit

W czesci pierwszej wynikow badan witasnych opisatem metode biofizyczng badania
aktywnosci enzymatycznej biatka Fhit. Dla przypomnienia, metoda ta polega na
przereagowaniu fluorofosforanowego substratu z Fhit, a postep reakcji enzymatycznej okresla
sie na podstawie uwolnionych w trakcie hydrolizy jonéw fluorkowych. llo$¢ jonéw fluorkowych
jest wyznaczana za pomocy sondy fluorogenicznej, ktéra po reakcji z jonami F wykazuje
wiasciwosci fluorescencyjne. Opisany eksperyment zalicza sie do tak zwanego testu w punkcie
koncowym (ang. end-point assay), poniewaz reakcja enzymatyczna trwa przez pewien
okreslony czas i nastepnie jest analizowana. Badania opisane w kolejnych podrozdziatach miaty
na celu opracowanie testu kinetycznego (ang. kinetic assay), ktéry umozliwi monitorowanie
reakcji enzymatycznej w czasie rzeczywistym. Zaletg drugiego podejscia jest znacznie szybszy
czas eksperymentu oraz mozliwos¢ obserwacji kinetyki enzymu w szerokim zakresie jego

stezenia czy czasowym.
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Rys. 3-25. Grafika przedstawia trifluorometylowane sondy molekularne wykorzystane w badaniach **F NMR
wraz z numeracjg stosowang w tekscie. Na niebiesko przedstawiono skroty zasad azotowych, z ktérych
zbudowane sg zwigzki. Ade — adenina, 8-CF3-Ade — adenina z grupg CF3 w pozycji dsmej, Gua — guanina, 8-
CF3-Gua — guanina z grupa CF3 w pozycji 6smej, m’Gua — 7-metyloguanina.

Trifluorometylowane dinukleotydy zostaty wykorzystane jako sondy molekularne
do monitorowania aktywnosci hydrolitycznej ludzkiego enzymu Fhit za pomocy metody

1F NMR. Najpierw, sprawdzitem czy bis(trifluorometylowany) analog naturalnego substratu
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Rys. 3-26. Degradacja enzymatyczna zwigzkdw F-25-27 monitorowana metoda °>F NMR w obecnosci oraz
bez dodatku inhibitora. Na rysunku zostaty przedstawione struktury zwigzkdw (géra), widma °F NMR
(Srodek) oraz wykresy przedstawiajace przyrost produktéw w czasie okre$lony na podstawie integracji
sygnatéw °F NMR. A) F-25 z 20 nM hFhit +/- 2 uM inhibitor; B) F-26 z 20 nM hFhit +/- 2 uM inhibitor;
C) F-27 z 25 nM hFhit +/- 2 uM inhibitor; W kazdej reakcji uzyto substratu o stezeniu 100 uM. Bufor: 50 mM
MES-KOH pH 6,50, 1 mM MgCly, 0,3% DMSO (v/v), 10% D,0. Na kazdy punkt pomiarowy sktada sie widmo
1%F NMR bedace $rednig z 32 skandw.

(8-CF3-ApsA-8-CF3, Rys. 3-25 struktura F-25) bedzie akceptowany jako substrat przez enzym
Fhit. Widmo zarejestrowane dla zwigzku F-25 charakteryzuje sie pojedynczym singletem
o przesunieciu chemicznym réwnym -61,38 ppm, ktéry odpowiada szesciu réwnocennym
atomom fluoru (dwie grupy CFs, symetryczny zwigzek). Po dodaniu enzymu Fhit (20 nM,
100 uM sondy F-25) intensywnos$¢ sygnatu zaczeta stopniowo maleé, a w gérze pola pojawity
sie dwa nowe sygnaty, odpowiadajace produktom przeprowadzonej reakcji i byty to kolejno
8-CF3-AMP (F-20, 6¢ = -61,39 ppm) oraz 8-CF3-ADP (F-23, ér = -61,40 ppm) (Rys. 3-26A).
Przypisanie sygnatow do poszczegdlnych zwigzkéw byto mozliwe dzieki zarejestrowaniu widma

1F NMR mieszaniny nukleotyddw F-25 i F-23 (Rys. 3-27 A-l), a nastepnie poréwnaniu wartosci



przesunie¢ chemicznych z danymi uzyskanymi podczas monitorowania przebiegu reakgcji
enzymatycznej (Rys. 3-27A-ll, A-lll). Pomimo niewielkich rdéznic w potozeniach na widmie
sygnatéw substratu oraz produktéw, $ledzenie reakcji metoda °F NMR byfo mozliwe. Enzym
Fhit akceptuje jako substraty nie tylko analogi dinukleotyddéw zawierajgce adenine jako zasade
azotoway, ale takze zwigzki guaninowe, co zostato przedstawione w podrozdziale 2.2.6. Dlatego
w kolejnym etapie badan przeprowadzitem reakcje enzymatyczne w analogiczny sposdb, ale
jako substratow uzytem niesymetrycznych analogéw dinukleotydéw zbudowanych
z 8-trifluorometylowanej guanozyny oraz adenozyny (F-26, & = -61,21 ppm) lub guanozyny
(F-27, 6 =-61,21 ppm). Podobnie jak w przypadku reakcji ze zwigzkiem F-25, pojedynczy sygnat
na widmie °F NMR zanikat od momentu dodania Fhit, a dwa sygnaty o réznej intensywnosci
i réznym przesunieciu chemicznym pojawity sie na widmie (Rys. 3-27A i B). Wiedzgac, iz Fhit
sposrod zasad azotowych budujacych nukleotydy preferuje adenine, mozina zatozy¢, ze
gtéwnymi produktami hydrolizy sondy F-26 beda AMP oraz 8-CF;-GDP (F-7, & = -61,28 ppm).
Jednak na widmach **F NMR zaobserwowano nie jeden, a dwa nowe rezonanse, co sugeruje
rozerwanie wigzania pirofosforanowego réwniez od strony 8-trifluorometylowanej guanozyny
oraz powstanie produktéw ADP oraz 8-CF3-GMP (F-6, 6r =-61,27 ppm) (Rys. 3-27B-I, B-IV).
Podobnga sytuacje obserwuje sie dla sondy F-27, ktérej hydroliza nastepuje od strony guaniny
i produktami s3 GMP oraz 8-CF3-GDP lub od strony 8-trifluorometylowanej zasady azotowej,
a produktami w takim wypadku sg GDP oraz 8-CF3-GMP (Rys. 3-27B-II, B-1ll). Ponadto, kazdy
z trzech omoéwionych powyzej eksperymentéw powtérzono w obecnosci znanego inhibitora
enzymu Fhit (185) (Rys. 3-28A), a spowolnienie reakcji enzymatycznej z powodzeniem

obserwowano na widmach **F NMR (Rys. 3-26).
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Rys. 3-27. Hydroliza sond molekularnych przez ludzki enzym Fhit oraz przypisanie sygnatéw °F NMR do
poszczegdlnych produktdw. A) Schemat hydrolizy sondy F-25 do zwigzkdw F-20i F-23; A-1) Widmo °F NMR
mieszaniny zwigzkdw F-25 i F-23 (1:1); A-ll) Widmo °F NMR przedstawiajgce postep reakcji po okoto 20
minutach; A-lll) Widmo °F NMR zwigzku F-25 w buforze. B) Schematy reakcji przedstawiajgce gtéwne
$ciezki hydrolizy sond molekularnych F-26 oraz F-27. B-l, B-l) Zarejestrowany postep reakcji enzymatycznej
po okoto 20 minutach; B-lI, B-IV) Widma °F NMR zwigzkéw F-26 i F-27 przed dodaniem enzymu Fhit.
Warunki: 50 mM MES-KOH pH 6,50, 1 mM MgCl,, 0,3% DMSO (v/v), 10% D,0. F-25, F-26, F-27 — 100 puM,
enzym Fhit 20-25 nM.



3.3.2 Aktywnos$¢  katalityczna  biatek  rozpoznajacych  nukleotydy  zawierajgce
N7-metyloguanine

Molekularne sondy wyposazone w znacznik trifluorometylowy zostaty wykorzystane do
badan aktywnosci enzymatycznej dwoch enzymoéw, ktére w komédrkach zaangazowane s3
w metabolizm nukleotyddéw zbudowanych z N7-metyloguaniny. Pierwszym z nich jest ludzki
enzym DcpS, ktéry hydrolizuje strukture korica 5’ krétkich mRNA (m’GpppN,) powstajacych
w komodrce w wyniku degradacji czasteczek mRNA (244). Enzym ten zostat réwniez
zidentyfikowany jako cel terapeutyczny, a jego inhibitory stosowane sg jako terapeutyki
w leczeniu rdzeniowego zaniku miesni czy ostrej biataczki szpikowej (171,172,245,246).
Trifluorometylowany analog korica 5’-mRNA (F-28, 100 uM) zostat rozpuszczony w buforze oraz
inkubowany z ludzkim enzymem DcpS (80 nM) z dodatkiem lub bez dodatku silnego inhibitora
tego enzymu, RG3039. Przebieg reakcji enzymatycznej byt monitorowany metodg °F NMR,
w ktérej sygnat rezonansowy substratu (8¢ = -61,22 ppm) zanikat w czasie, a pojawiat sie jeden
nowy sygnat o przesunieciu chemicznym rownym -61,25 ppm (Rys. 3-29A). Substrat F-28 zostat
selektywnie zhydrolizowany do 8-CF3-GDP (obecno$é jednego produktu) oraz m’GMP, co jest
zgodne z danymi literaturowymi na temat wysokiej specyficznosci enzymu DcpS wobec
7-metyloguaniny. Ponadto, w reakcji z dodatkiem RG3039 zauwazono znaczne spowolnienie

reakcji enzymatycznej (Rys. 3-29A).
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Rys. 3-28. Struktury zwigzkow chemicznych bedacych inhibitorami A) enzymu Fhit, B) enzymu cNIIIB, oraz
C) enzymu DcpS.
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Rys. 3-29. Degradacja enzymatyczna zwigzkéw F-28 oraz F-6 monitorowana metoda *°F NMR w obecnosci
oraz bez dodatku inhibitora. Na rysunku zostaty przedstawione struktury zwigzkéw (géra), widma °F NMR
(Srodek) oraz wykresy przedstawiajgce przyrost produktow w czasie okreslony na podstawie integracji
sygnatéw F NMR; A) Monitorowanie degradacji enzymatycznej sondy F-28 przez hDcpS;
B) Monitorowanie degradacji enzymatycznej sondy F-6 przez hcNIIIB.

Drugim zbadanym enzymem byfa ludzka nukleotydaza cNIIIB, ktéra defosforyluje
5’-monofosforan 7-metyloguanozyny (m’GMP) do 7-metyloguanozyny i fosforanu. Inhibitory
tego biatka sg potencjalnymi modulatorami metabolizmu mononukleotyddw w S$cieice
degradacji mRNA. hcNIIIB hydrolizuje réwniez nukleotydy pirymidynowe, natomiast takie

zwigzki jak AMP i GMP s3 bardzo stabymi substratami. Poniewaz wprowadzenie grupy CFs



w pozycje C8 5’-monofosforanu guanozyny moze powodowac rozmycie gestosci elektronowej
w obrebie zasady azotowej, a tym samym przyblizy¢ jg strukturalnie do 7-metyloguanozyny,
sonda F-6 (8-CF3-GMP) zostata przetestowana jako potencjalny substrat dla hcNIIB. 100 M
roztwér zwigzku F-6 w buforze poddano analizie °F NMR, po czym dodano enzymu (120 nM).
Zgodnie z oczekiwaniami sygnat widoczny w czasie zero (F-6, 6¢= -61,27 ppm) eksperymentu
stopniowo zanikat, a pojawit sie nowy sygnat (6 = -61,17 ppm) o innym przesunieciu
chemicznym (Rys. 3-29B). Powtdrzenie eksperymentu z dodatkiem selektywnego inhibitora
niemal catkowicie zatrzymato reakcje enzymatyczng, co byto bardzo dobrze widoczne na

widmach °F NMR.

Podsumowujac, trifluorometylowane puryny w pozycji C8 petnity role sond molekularnych
w badaniach metoda '°F NMR. Wprowadzona modyfikacja nie zaburzyta oddziatywania
nukleotydéw z enzymami, dlatego mozliwe byto obserwowanie hydroliz enzymatycznych.
Zmiany sygnatéw na widmach NMR potwierdzity degradacje substratéw do mniejszych
czasteczek, a w obecnosci znanych inhibitoréw obserwowano znaczne spowolnienie reakgcji
enzymatycznej. Zaletg wprowadzonej modyfikacji trifluorometylowej jest jej wszechstronnosé
ze wzgledu na mozliwos¢ badania kilku réznych enzymdw. Ugrupowanie CFs; jest rowniez
preferencyjne w metodzie °F NMR ze wzgledu na pojedynczy, intensywny sygnat na widmach

NMR, co utatwia ich rejestracje oraz analize.



Wspdlnym mianownikiem kluczowych badan zrealizowanych w ramach niniejszej pracy
doktorskiej jest ugrupowanie fluorofosforanowe, ktére w zaleznosci od zastosowan danego

zwigzku zostato wprowadzone w obreb pojedynczego nukleotydu badz oligonukleotydu.

Synteza tak zmodyfikowanych analogéw miata na celu uzyskanie nowych sond molekularnych,
w oparciu o ktére opracowane zostaty metody biofizyczne umozliwiajgce monitorowanie
istotnych procesdw biologicznych, takich jak przebieg reakcji enzymatycznych, identyfikacja
inhibitoréw czy monitorowanie zmian konformacyjnych zaréwno krétkich, jak i dtugich
oligonukleotydéw. Opracowane rozwigzania umozliwity wyznaczenie parametréw
fizykochemicznych charakteryzujgcych oddziatywania pomiedzy kwasem nukleinowym
a biatkiem oraz kwasem nukleinowym a matoczgsteczkowymi ligandami (stata dysocjacji —
metoda °F NMR) oraz okre$lajgce potencjat czasteczek jako inhibitoréw (ICsp — metoda
wysokoprzepustowa). Zaproponowana modyfikacja chemiczna stata sie podstawg nowej klasy
zwigzkdw, ktére okazaty sie cennymi narzedziami badawczymi z mozliwoscig wykorzystania ich
w eksperymentach z uzyciem réznych metod badawczych takich jak fluorowa spektroskopia

magnetycznego rezonansu jadrowego czy metody z detekcja fluorescenc;i.

Pierwszym projektem realizowanym w ramach projektu doktorskiego byto opracowanie
wysokoprzepustowej metody przesiewowej wykorzystujacej fluoro(mono)fosforanowe
analogi mononukleotyddow jako sondy molekularne. Zaprojektowano eksperyment, w ktorym
fluorofosforanowa sonda byta hydrolizowana przez badany enzym do jonéw fluorkowych, a te
z kolei byty ilosciowo oznaczane przy uzyciu czutej i selektywnej sondy fluorogenicznej. Metode
wysokoprzepustowg opracowano dla trzech enzymdéw, tj. fosfodiesterazy z jadu weza (PDE-I),
ludzkiego enzymu dekapujgcego (hDcpS) oraz ludzkiego i roslinnego enzymu Fhit (hFhit oraz
AtFhit). Ponadto, z zasobdw wilasnych oraz Laboratorium Chemii Bioorganicznej
skompletowano dwie biblioteki zwigzkdéw. Pierwsza (BZ-1) sktadajgca sie z 76 zwigzkdéw oraz
druga (BZ-2), bedaca uzupetnieniem BZ-1 do 141 zwigzkéw gitéwnie pochodzenia
nukleotydowego. Biblioteki te sg jedyne w swoim rodzaju ze wzgledu na obecnos¢ chemicznie

modyfikowanych nukleotyddéw, ktdre na co dzien nie sg dostepne handlowo.

Fosfodiesteraze PDE-I wykorzystano jako enzym modelowy do walidacji formatu

wysokoprzepustowego (HTS). W eksperymencie jako fluorowg sonde wykorzystano



5’-fluoromonofosforan adenozyny (AMPF), dobrano i zoptymalizowano warunki reakcji
enzymatycznej tak, aby wartos¢ parametru Z’ byta wieksza od 0,5, co swiadczy o dobrej jakosci
metody i mozliwosci jej zastosowania w badaniach wysokoprzepustowych. Badania
przesiewowe biblioteki BZ-1 pozwolity na identyfikacje szesciu silnych inhibitoréw, dla ktérych
wyznaczono parametr ICso. Nastepnie, metoda HTS zostata zaadaptowana dla enzymow hDcpS
(m’GMPF jako sonda), hFhit (AMPF jako sonda) oraz AtFhit (AMPF jako sonda). Najsilniejsze
inhibitory enzymu hDcpS zidentyfikowano wsréd mono- i dinukleotyddéw zawierajacych
7-metyloguanine. Podobny wynik uzyskano dla roslinnego Fhit, jednak dla tego enzymu
zrdéznicowanie  inhibitorow  byto  zdecydowanie  wieksze. Poza  inhibitorami
7-metyloguaninowymi wyrdznity sie rowniez analogi nukleotydéw zbudowane z guaniny oraz
adeniny, co Swiadczy o bardzo szerokim spektrum substratowym AtFhit. Najwiekszg uwage
poswiecono ludzkiemu enzymowi Fhit, ktdry jest supresorem nowotworowym, i ktérego niski
poziom zaobserwowano w komodrkach rakowych, ale jego doktadna rola do dzisiaj nie jest
znana. Wyniki HTS wyrdznity kilka potencjalnych inhibitoréw hFhit wsréd zwigzkdéw
adeninowych, jednak wartosci inhibicji byty dos$¢ niskie (<65%). W zwigzku z tym otrzymano
szereg nowych analogéw diadeninowych zawierajgcych modyfikacje 5’-tiofosfoestrowg lub
ugrupowanie difluorometyleno(bis)fosfonianowe i przebadano je metoda
wysokoprzepustowa. Najsilniejsze uzyskane inhibitory to ASpsSA (ICsp = 13 uM) oraz
AppCF2ppA (ICso =9 uM).

Uzupetnieniem badan nad rolg enzymoéw z rodziny HIT byty badania specyficznosci
substratowe]j i regioselektywnosci hydrolizy dinukleotydéow metodg HPLC. Eksperymenty
potwierdzity selektywnos$é substratowg hDcpS wobec substratéw zbudowanych
z 7-metyloguaniny. Ciekawe wyniki uzyskano dla ludzkiego Fhit, ktory hydrolizowat wszystkie
badane dinukleotydy, ale z r6zng regioselektywnoscig. Jednakowoz, wigzanie sie z adenozyng

byto najbardziej preferowane.

W drugiej czesci rozprawy przedstawiono synteze oraz zastosowanie jako sond
molekularnych fluorofosforanowych analogéw oligonukleotydéw. Projekt obejmowat
opracowanie wydajnej syntezy zwigzkéw znakowanych 5’-fluoro(mono)fosforanem (FPONy)
oraz 5’-fluoro(di)fosforanem (FPPONYy), ktére nastepnie zastosowano jako sondy molekularne
w badaniach F NMR. Wykorzystano dwa podejécia syntetyczne, tj. potaczenie syntezy na
podtozu statym oraz w roztworze (otrzymanie FPPON-6w) oraz synteze na podtozu statym

(otrzymanie FPON-6w). Otrzymano 3 analogi znakowane fluoro(mono)fosforanem oraz



15 analogéw znakowanych fluoro(di)fosforanem z wydajnosciami w zakresie 19-58%,
a wszystkie oligonukleotydy scharakteryzowano metodg spektroskopii °F NMR oraz
spektrometrii mas wysokiej rozdzielczosci (HRMS). Dwie 10-nukleotydowe sondy, FPON3 oraz
FPPON3, wykorzystano do monitorowania powstawania duplekséw DNA oraz identyfikacji
pojedynczych niekomplementarnosci nukleotydowych dzieki subtelnym zmianom przesunieé
chemicznych sygnatéw na widmach °F NMR. Wyznakowany fluoro(di)fosforanem aptamer
zwijajacy sie w strukture G-kwadrupleksu (FPPON11) umozliwit obserwacje dwdéch proceséow
na widmach °F NMR, tj. zwijania i rozwijania sie struktury G-kwadrupleksu pod wptywem
zmian temperatury oraz monitorowanie oddziatywania pomiedzy aptamerem a biatkiem,
trombing. Sekwencje bogate w cytozyny, FPON1, FPPON1 oraz Fp-hTeloC, wykorzystano do
monitorowania tworzenia i rozplatania sie form nazywanych i-motywami. Rejestracja i analiza
widm *F NMR w eksperymentach przy stalym pH, ale réznej temperaturze pozwolita na
wyznaczenie temperatur przejscia pomiedzy nicig pojedynczg a strukturg trzeciorzedowa.
Natomiast rejestracja i analiza widm °F NMR w eksperymentach przy statej temperaturze, ale
roznym pH pozwolita na wyznaczenie wartosci pH przejscia pomiedzy nicig pojedynczag DNA
a strukturag trzeciorzedowa. Fluorowane sondy tworzace i-motywy wykorzystano takze do
monitorowania oddziatywania oligonukleotydu z ligandami. Krétsza sekwencja, FPON1,
oddziatywata z kationowg porfiryng TMPyP4, natomiast fluorowany oligonukleotyd Fp-hTeloC
oddziatywat z mitoksantronem. W obu przypadkach za pomoca metody °F NMR wyznaczono

state dysocjacji badanych komplekséw, a uzyskane wartosci byty zblizone do literaturowych.

W pracy potozono zdecydowany nacisk na zastosowanie fluorowanych oligonukleotydéow
w badaniach F NMR. Zaletg wybranej modyfikacji jest prosta i wydajna synteza chemiczna,
w ktorej ugrupowanie fluorofosforanowe wprowadza sie postsyntetycznie do struktury
oligonukleotydu selektywnie na koncu 5’. Po drugie, wprowadzenie modyfikacji na koncu nici
oligonukleotydu spowodowato brak ingerencji w stabilno$¢ struktur duplekséw DNA oraz
i-motywow, a oddziatywania aptamerdow z ligandami/biatkami zostaty zachowane, co jest

kluczowe przy projektowaniu wydajnych sond molekularnych.

Badania wykonane metodg F NMR obejmowaly takie zastosowanie
trifluorometylowanych nukleotydéw jako sond molekularnych do monitorowania przebiegu
reakcji enzymatycznych. Wspomniane sondy umozliwity Sledzenie reakcji enzymatycznych
katalizowanych przez trzy rézne enzymy i byty to: ludzki enzym Fhit, ludzki enzym DcpS oraz

ludzka nukleotydaza cNIIIB. Obecnos¢ grupy CF; w obrebie zasad purynowych (adenina,



guanina) nie przeszkodzita w rozpoznaniu tych zwigzkdw jako substratow przez hFhit czy
hDcpS. Bardzo interesujacy wynik uzyskano dla sondy 8-CFsGMP. Zwigzek ten nie posiada
tadunku dodatniego na guaninie (specyficznos¢ substratowa enzymu wynika z dodatniego
tadunku na atomie azotu N7), a mimo to okazat sie substratem dla enzymu cNIIIB. Metoda
F NMR pozwolita réwniez na monitorowanie reakcji enzymatycznych bez i w obecnosci
inhibitoréw, a wyrazne réznice w przesunieciach chemicznych sygnatéw substratéw
i produktéw umozliwity okreslenie postepu reakcji. Przedstawione rozwigzanie moze zostaé
wykorzystane  do  opracowania  wysokoprzepustowego  testu biochemicznego
z wykorzystaniem fluorowanych sond (n-FABS) i techniki **F NMR do poszukiwania

i identyfikacji inhibitoréw badanych enzyméw.



5.1 Informacje ogdlne
5.1.1 Odczynniki chemiczne i rozpuszczalniki

Wszystkie odczynniki zakupiono w Sigma-Aldrich® (Merck) lub ChemPur i uzyto bez
dodatkowego oczyszczania. Rozpuszczalniki o czystosci cz.d.a. zakupiono w POCh i uzyto bez
osuszania z wyjatkiem DMF i DMSO, ktére wysuszono nad sitami molekularnymi 4A. Reagenty
i acetonitryl (<30 ppm H,0) do syntezy oligonukleotydéow zakupiono w Merck lub Roth
i wykorzystywano bez dodatkowego osuszania. Podtoza CPG do syntezy DNA na podtozu
statym pochodzity z SigmaAldrich®, natomiast podtoza polistyrenowe z GE Healthcare.
Amidofosforyny zakupiono w ChemGenes i rozpuszczano w bezwodnym acetonitrylu (<30 ppm
H.0) bezposrednio przed synteza (ilo$¢ potrzebna do syntezy + 200 pl roztworu do przemycia
wezykdw). Wodny roztwér wodoroweglanu trietyloamoniowego (TEAB) otrzymywano poprzez
nasycenie 1,2 M wodnego roztworu trietyloaminy gazowym CO, w temperaturze 4°C przez
okoto 2 doby, do osiggniecia pH 7,8. Bufory do chromatografii jonowymiennej na ztozu
Sephadex przygotowywano przez rozcienczenie 1,2 M buforu TEAB wodg destylowang. Bufory
do HPLC sporzadzano z odczynnikdw czystosci HPLC firmy J.T.Baker i filtrowano pod
zmniejszonym cisnieniem na sgczkach 0,45 um MF-Millipore™ (bufor A) lub nylonowych
(bufory z metanolem lub acetonitrylem).

5.1.2 Metody oczyszczania zwigzkdéw

5.1.2.1 Chromatografia cieczowa (RP-HPLC)

Analizy postepu reakcji chemicznych oraz analizy czystosci ostatecznych form otrzymanych
zwigzkdw zostaty wykonane na aparatach Agilent Technologies Series 1200 lub Shimadzu LC-
40 Series wyposazonych w kolumne Supelcosil LC-18-T (25 cm x 4,6 mm, 5 um) przy przeptywie
1,3 ml/min lub kolumne Gemini NX-C18 110 A (15 cm x 4,6 mm, 3 pum) przy przeptywie
1 ml/min z detekcjg UV przy 254 nm oraz detekcjg fluorescencyjng (wzbudzenie 280 nm,
detekcja 337 nm). Bufor A (0,05 M octan amonu pH 5,9): 3,854 g octanu amonu rozpuszczano
w 1| wody MQ, doprowadzano do pH 5,9 za pomoca 50% kwasu octowego; Bufor B (bufor A +
metanol 1:1,4): sporzadzano mieszanine 1:1,, metanolu i buforu A. Program dobierano
w zaleznos$ci od polarnosci badanych zwigzkéw, im mniej polarny zwigzek tym silniejszy
gradient zostat uzyty do jego wymycia z kolumny.

Analizy HPLC wykonywano stosujgc nastepujgce rodzaje gradientow:

Gradient A: 0 min 100% buforu A, 15 min 50% buforu A i 50 %buforu B,

Gradient B: 0 min 100% buforu A, 15 min 100% buforu B,

Gradient C: 0 min 100% buforu A, 7,5 min 100% buforu B, 15 min 100% buforu B.

Rozdziaty potpreparatywne RP-HPLC wykonywano na aparatach Agilent Technologies
Series 1200 z kolumng Discovery® RP Amide C16 (25 cm x 21,2 mm, 5 um) lub Dr. Maisch
VisionHT C18 HighLoad (25 cm x 2 cm, 10 um) przy przeptywie 5 ml/min, z detekcjg UV przy



254 nm. Stosowano elucje gradientowa buforu B’ (bufor A + acetonitryl 7:3,: sporzadzano
mieszanine 7:3,y acetonitrylu i buforu A) w buforze A (0,05 M octan amonu pH 5,9, jw.).
Zebrane frakcje tgczono ze soba, nastepnie odparowywano na wyparce i kilkukrotnie
liofilizowano z wody.

5.1.2.2 Chromatografia jonowymienna

Wiekszos$¢ poétproduktdw oczyszczano za pomocg chromatografii kolumnowej na anionicie
DEAE Sephadex A-25 w formie HCOj, stosujac liniowy gradient buforu TEAB w wodzie.
Otrzymany w ten sposob bufor o stezeniu 1,2M przechowywano w 4°C i doprowadzano do
pozgdanego stezenia poprzez rozciericzenie woda dejonizowang. Proces byt pétautomatyczny,
frakcje byty zbierane w ilosci po 10 — 20 ml za pomocg automatycznego kolektora, a nastepnie
analizowane spektrofotometrycznie przy 260 nm oraz za pomocg RP HPLC. Wybrane frakcje
zawierajgce produkt faczono ze sobg oraz odparowywano na wyparce do suchej masy,
przemywajac co najmniej trzykrotnie 96% etanolem, trzykrotnie 99,8% etanolem oraz
acetonitrylem az do uzyskania biatego osadu (filmu na kolbie).

5.1.3  Spektrometria mas

Widma masowe rejestrowano na spektrometrach Thermo Scientific LTQ Orbitrap Velos
(wysoka rozdzielczo$¢) i Sciex QTRAP 3200 (niska rozdzielczos¢). Otrzymane wyniki zostaty
uznane za zgodne z teoretycznymi poprzez obliczenie doktadnosci pomiaru (ang. mass
accuracy) za pomocg rownania 5.1. Jezeli otrzymana wartos¢ jest rowna lub nizsza od 5 ppm,
to wynik pomiaru masy uznano za zgodny z teoretycznie obliczonym>.

m |masa zmierzona — masa obliczona 6
A—= - * 10 (5.1)
z masa obliczona

5.1.4 Obliczanie wydajnosci reakcji chemicznych

Do obliczenia wydajnosci reakcji chemicznych uzywano milijednostek optycznych (mQOD),
ktore sg zdefiniowane jako iloczyn Sredniej wartosci absorbancji przy 260 nm w 0,05 M buforze
fosforanowym o pH 6,0 lub pH 7,0 oraz catkowitej objetosci badanego roztworu. Nastepnie
milijednostki optyczne przeksztatcano na ilos¢ moli korzystajgc z molowego wspdtczynnika
ekstynkcji (€) wyrazanego w mM™ cm™. Podzielenie mOD przez € daje ilo$é¢ pmoli otrzymanego
zwigzku, a z kolei wydajnos¢ obliczona zostata jako iloraz pmoli produktu do substratu
pomnozona przez 100. Wspdtczynniki ekstynkcji oligonukleotydéw wyznaczono teoretycznie
(http://www.fechem.uzh.ch/MT/links/ext.html), natomiast wartoéci dla mono- oraz

dinukleotyddw zostaty zaczerpniete z literatury i sg one nastepujgce:

€ =12,08 mM™ cm™ — mononukleotydowe pochodne guanozyny(247), € = 15,02 mM* cm™ -
mononukleotydowe pochodne adenozyny(247), € = 11,4 mM* cm™ — mononukleotydowe
pochodne 7-metylo-guanozyny, € = 22,6 mM™* cm™ — zwigzki dinukleotydowe zawierajace

5 https://application.wiley-vch.de/books/sample/3527334645 c01.pdf
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guanozyne i 7-metyloguanozyne(248), ¢ = 21,3 mM?! cm?® — zwiazki dinukleotydowe
zawierajgce 7-metyloguanozyne i adenozyne(248), € = 27,036 mM?' cm? - zwiazki
dinukleotydowe zawierajgce adenozyne.

5.2 Syntezy chemiczne

Niniejsze podrozdziaty opisuja najwazniejsze reakcje chemiczne przeprowadzone w celu
otrzymania sond °F NMR oraz nowych analogéw dinukleotydowych jako potencjalnych
inhibitoréw biatka Fhit. Pominieto opisanie reakgcji, ktore od wielu lat stosowane sg w chemii
nukleotydéw oraz oligonukleotyddw i uznawane sg za ,standardowe”, a co za tym idzie s3
bardzo dobrze opisane w literaturze. Ich ponowne przedstawienie nie wniostoby niczego
istotnego, a jedynie zwiekszytoby objetos¢ niniejszej pracy. Zainteresowanych czytelnikéow
odsytam do literatury (117,170,194,249).

5.3 Syntezy mono- i dinukleotyddéw

5.3.1 Synteza 5’-jodo adenozyny, 5’IA

Adenozyne (2,28 g, 8,54 mmol, leq) umieszczono w 1000 mL kolbie okragtodennej
i zawieszono w 18 ml pirydyny. Po okoto 10 minutach dodano 3,3 g jodu (12,81 mmol, 1,5 eq)
oraz 3,4 g trifenylofosfiny (12,81 mmol, 1,5 eq). Reakcje intensywnie mieszano przez 5 h
w temperaturze pokojowej, a jej postep monitorowano na RP HPLC (program gradientowy B).
Po 5 h do kolby dodano 180 ml wody destylowanej oraz przeprowadzono trzykrotng ekstrakcje
octanem etylu (objetosci okoto 200-300 ml). Frakcje wodng oraz frakcje organiczng
umieszczono w oddzielnych kolbach i odparowano do sucha na wyparce obrotowej
przemywajac toluenem w celu pozbycia sie nadmiaru pirydyny. Po odparowaniu frakcji wodne;j
powstat intensywny pomaraniczowy osad, ktory okazat sie mieszaning produktu, pirydyny oraz
tlenku trifenylofosfiny. Po odparowaniu frakcji organicznej otrzymano biaty, sypki osad, ktory
po analizie HPLC oraz MS byt pozgdanym produktem. Frakcje wodng odrzucono. Z frakcji
organicznej otrzymano 3,75 g produktu (3,5 mmol, 14,03 mOD/mg, 41%).

HRMS (ESI*) Teor. m/z dla C1oH13INsO3* [M+H]* 378,00576, zarejestr. 378,00608

5.3.2  Synteza 5’'-fosforanu 5’-deoxy-5’-tioadenozyny, ASp

Wodny roztwor soli trietyloamoniowej tiofosforanu (2,65 mmol, 33 ml, ~3 ekwiw.)
umieszczono w 250 ml kolbie okrggtodennej i odparowano do sucha, przemywajac
jednokrotnie acetonitrylem. Nastepnie do kolby dodano 10 ml bezwodnego DMF oraz
wsypano 1 g 5’1A (0,93 mmol, 14030 mOD, 1 ekwiw) i intensywnie mieszano w temperaturze
pokojowej. Postep reakcji kontrolowano na HPLC, w trakcie ktorej dodawano matymi porcjami
(50 ul) wodny roztwér 5% NaOH w celu jej przyspieszenia. Reakcje zakonczono po 24h poprzez
dodanie 100 ml wody dejonizowanej oraz wykonano trzykrotng ekstrakcje octanem etylu.
Zachowano warstwe wodng, a resztkowy octanu etylu odparowano na wyparce. Zwigzek
wyizolowano za pomocg chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE-Sephadex w liniowym
gradiencie buforu 0,8 M TEAB. Frakcje zawierajgce produkt potgczono razem, otrzymujac 3255



mOD produktu (0,22 mmol, 24%). Roztworu nie odparowano do sucha, ale podzielono na
porcje. Przechowywano w -80°C.

HRMS (ESI") Teor. m/z dla CyoH13NsOgPS [M-H]  362,00329, zarejestr. 362,03322

5.3.3  Synteza imidazolidu 5’-fosforanu 5’-deoxy-5’-tioadenozyny, ASp-Im

Wodny roztwér ASp (1617 mOD, 0,108 mmol, 1 ekwiw.) przeniesiono do 100 ml kolby
okragtodennej i odparowano do sucha, przemywajgc jednokrotnie 96% etanolem
i jednokrotnie acetonitrylem. Do kolby dodano 5 ml bezwodnego DMF oraz 60 pl trietyloaminy
(4 ekwiw.). Po rozpuszczeniu ASp do kolby dodano imidazol (1,08 mmol, 10 ekwiw.), 2,2’-DTDP
(0,324 mmol, 3 ekwiw.) oraz trifenylofosfine (0,324 mmol, 3 ekwiw.). Reakcje intensywnie
mieszano przez 3h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie produkt wytrgcono zimnym
roztworem LiClO4 (0,432 mmol, 4 eq) w acetonitrylu (50 ml). Osad odwirowano i wysuszono
nad P,0s. Po zwazeniu utrzymano 34 mg biatego proszku (28,60 mOD/mg, 972 mOD, 0,065
mmol, 60%).

MS (ESI') Teor. m/z dla C13H1sN;OsPS™ [M-H] 412,1, zarejestr. 412,2

5.3.4 Synteza P1-(5’-deoksy-5’-tioadenozyno)-P2-(5’-adenozyno) difosforanu, ASppA oraz
P1-(5’-deoksy-5’-tioadenozyno)-P3-(5’-adenozyno) trifosforanu, ASpppA
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Sél litowa ASp-Im (9,8 mg, 11,1 umol, 167,1 mOD, 1 ekwiw.) zawieszono w 1 mL DMSO,
a nastepnie dodano sél trietyloamoniowg 5’-monofosforanu adenozyny (6 mg, 11,1 umol, 1
ekwiw.) wraz z chlorkiem magnezu (8,5 mg, 88,8 umol, 8 ekwiw.). Reakcje intensywnie
mieszano w temperaturze pokojowej, a jej przebieg monitorowano za pomocg HPLC (program
gradientowy B) oraz pomiaréw za pomocg spektrometru mas. Po 48 h reakcje rozciericzono 10
ml wody dejonizowanej. Produkt wyizolowano za pomocg chromatografii jonowymiennej na
ztozu DEAE-Sephadex w liniowym gradiencie buforu 1,0 M TEAB. Zebrane frakcje oczyszczono
na HPLC preparatywnym. Ostatecznie otrzymano w postaci soli amonowych ASpppA (0,66 mg,
0,968 umol 26,18 mOD, 8,7%) oraz ASppA (1,16 mg, 0,836 umol, 22,6 mOD, 7,5%).

ASppA tH NMR (500 MHz, D,0) & 8.37 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 8.14 (s, 1H), 6.02 (d,
J=5.2 Hz, 1H), 5.93 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 4.70 — 4.65 (m, 1H), 4.62 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 4.49 (t, J =
4.6 Hz, 1H), 4.44 — 4.38 (m, 4H), 4.36 — 4.25 (m, 2H), 3.39 — 3.21 (m, 2H). 3P NMR (202 MHz,
D,0) § 7.76 — 6.94 (m, 1P), -11.54 — -12.30 (m, 1P). HRMS (ESI") Teor. m/z dla CaoH2sN10012P2S%
[M-H]- 691,08548, zarejestr. 691,08592

ASpppA *H NMR (500 MHz, D,0) & 8.46 (s, 1H), 8.34 (s, 1H), 8.25 (s, 2H), 6.04 (d, J = 4.9 Hz,
1H), 5.97 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 4.78 (natozone z HDO, 1H), 4.73 — 4.67 (m, 1H), 4.59 — 4.53 (m,



1H), 4.52 — 4.47 (m, 1H), 4.45 — 4.41 (m, 1H), 4.41 — 4.38 (m, 1H), 4.36 — 4.26 (m, 2H), 3.42 —
3.26 (m, 2H). 3P NMR (202 MHz, D,0) 6 9.55 - 4.60 (m, 1P), -10.29 —-12.66 (m, 1P), -22.35 — -
24.89 (m, 1P). HRMS (ESI) Teor. m/z dla CyoHsN10015PsS™ [M-H]" 771,05181, zarejestr.
771,05258

5.3.5 Synteza P1,P3-di(5’-deoksy-5’-tioadenozyno) trifosforanu, ASpppSA oraz 5’-
difosforotiolanu adenozyny, ASpp i P1,P2-di(5’-deoksy-5’-tioadenozyno) difosforanu,
ASppSA jako produktéw ubocznych
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Sél litowg ASp-Im (15 mg, 30 umol, 165 mOD, 1 ekwiw.) zawieszono w 1,5 mL DMSO,
a nastepnie dodano sél trietyloamoniowg fosforanu (7,5 mg, 0,03 mmmol, 1 ekwiw.) wraz
z chlorkiem magnezu (34 mg, 0,36 mmol, 12 ekwiw.). Reakcje intensywnie mieszano
w temperaturze pokojowej, a jej przebieg monitorowano za pomocg HPLC (program
gradientowy B) oraz pomiarow za pomocg spektrometru mas. Po 48 h reakcje rozciericzono 15
ml wody dejonizowanej. Produkt wyizolowano za pomocg chromatografii jonowymiennej na
ztozu DEAE-Sephadex w liniowym gradiencie buforu 1,0 M TEAB. Zebrane frakcje oczyszczono
na HPLC preparatywnym. Ostatecznie otrzymano w postaci soli amonowych ASpp (0,68 mg,
2,4 umol, 36 mOD, 8%), ASppSA (0,28 mg, 0,55 umol, 15 mOD, 1,9%) oraz ASpppSA (0,82 mg,
1,22 umol, 33 mOD, 4%).

ASpp 'H NMR (500 MHz, D,0) & 8.46 (s, 1H), 8.30 (s, 1H), 6.11 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 4.88 (t, ) = 5.8
Hz, 1H), 4.53 (t, J = 5.8, 3.5 Hz, 1H), 4.45 (dt, ) = 4.8, 3.5 Hz, 1H), 3.30 (ddd, J = 13.0, 11.8, 4.8
Hz, 1H), 3.23 (ddd, J = 13.0, 11.8, 4.6 Hz, 1H). 3P NMR (202 MHz D,0) & 8.58 (dt, J = 28.3, 13.2
Hz, 1P),-10.38 (d, J = 28.3 Hz, 1P). HRMS (ESI') Teor. m/z dla C1oH14NsO9P,S* [M-H] 441,99290,
zarejestr. 441,99970

ASppSA 'H NMR (500 MHz, D,0) 6 8.27 — 8.24 (s, 2H), 8.18 — 8.15 (s, 2H), 5.98 (dt, J = 5.4, 2H),
4.71(d,)=5.4Hz, 2H), 4.48 — 4.40 (m, 4H), 3.43 —3.29 (m, 4H). 3'P NMR (202 MHz, D,0) & 8.00
— 7.84 (m, 2P). HRMS (ESI') Teor. m/z dla CyoH25N10011P2S,' [M-H]™ 707,06264, zarejestr.
707,06323

ASpppSA *H NMR (500 MHz, D,0) & 8.30 (s, 2H), 8.22 (s, 2H), 5.97 (d, ) = 5.5 Hz, 2H), 4.76 (t, J
= 5.5 Hz, 2H), 4.50 (dd, J = 5.5, 3.3 Hz, 2H), 4.47 — 4.40 (m, 2H), 3.44 — 3.27 (m, 4H). 3P NMR



(202 MHz, D,0) 6 9.45 — 8.42 (m, 2P), -22.86 —-24.35 (m, 1P). Teor. m/z dla CyoH26N10014P3S,%
[M-H] 787,02897 zarejestr. 787,02962

5.3.6  Synteza P1,P4-di(5’-deoksy-5’-tioadenozyno) tetrafosforanu, ASpsSA oraz P1,P5-
di(5’-deoksy-5’-tioadenozyno) pentafosforanu, ASpsSA
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Sdl trietyloamoniowg 5-tiofosforanu adenozyny, ASp (0,095 mmol, 1428 mOD 1 ekwiw.)
umieszczono w 50 ml kolbie okragtodenneji odparowano do sucha przemywajac jednokrotnie
96% etanolem i acetonitrylem. Nastepnie do kolby dodano 5 ml bezwodnego DMSO, chlorku
magnezu (15,2 mg, 0,76 mmol, 8 ekwiw.) oraz soli sodowej Im-pp-Im (0,095 mmol, 1 ekwiw.).
Po 48 godzinach dodano chlorku cynku (103 mg, 0,76 mmol, 8 ekwiw.). Reakcje intensywnie
mieszano w temperaturze pokojowej, a jej przebieg monitorowano za pomocg HPLC (program
gradientowy B). Po 16 dniach zanotowano powstanie pozgdanego produktu (20,6% ASp4SA
wedtug profilu HPLC). Reakcje rozcieniczono roztworem wodnym EDTA (283 mg, 0,76 mmol)/
NaHCOs (142 mg). Produkt wyizolowano za pomocg chromatografii jonowymiennej na ztozu
DEAE-Sephadex w liniowym gradiencie buforu 1,0 M buforu TEAB oraz oczyszczono na
preparatywnym HPLC. Ostatecznie otrzymano 4,05 mg soli amonowej ASpsSA (3,87 umol,
104,75 mOD, 4 %) oraz okoto 1 mg ASpsSA (0,92 umol, 24,86 mOD, 1%).

ASpsSA 'H NMR (500 MHz, D,0) &6 8.35 (s, 2H), 8.28 (s, 2H), 5.98 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 4.68 — 4.58
(m, 2H), 4.46 — 4.39 (m, 4H), 3.47 — 3.30 (m, 4H). 3P NMR (202 MHz, D,0) 6 9.84 — 8.47 (m,
2P), -20.74 — -22.40 (m, 2P). HRMS (ESI") Teor. m/z dla CaoH27N10017P4S2t [M-H]- 866,99530,
zarejestr. 866,99590

ASpsSA *H NMR (500 MHz, D;0) 6 8.42 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 6.03 (d, J
= 5.8 Hz, 1H), 6.01 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 4.55 (dd, J = 5.6, 4.6 Hz, 2H), 4.51 (t, J = 4.6 Hz, 2H), 4.48
—4.40 (m, 2H), 3.44 — 3.27 (m, 4H). 3P NMR (202 MHz, D,0) 6 9.71 — 8.94 (m, 2P), -21.06 — -
21.96 (m, 1P), -22.37 (dd, J = 25.4, 14.6 Hz, 2P). 3P NMR CPD (202 MHz, D,0) § 9.26 (d, ] = 25.4
Hz, 1P), -21.49 — -21.75 (m, 1P), -22.37 (dd, J = 25.4, 14.6 Hz, 2P). MS (ESI') Teor. m/z dla
C20H28N10020P5S,Y [M-H]  946,9, zarejestr. 946,9



5.3.7 Synteza P1,P3-di(5’-deoksy-5’-tioadenozyno)-P3-tiotrifosforanu, ASppspSA
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Wodny roztwér soli trietyloamoniowej tiofosforanu (135 ul, 0.01 mmol, 1 ekwiw.)
umieszczono w 25 ml kolbie okragtodenneji odparowano do sucha, przemywajac jednokrotnie
96% etanolem i acetonitrylem. Nastepnie, do kolby dodano 0,5 ml bezwodnego DMF, chlorku
magnezu (15,2 mg, 0,016 mmol, 8 ekwiw.) oraz soli litowej ASp-Im (253 mOD, 0,017 mmol, 2
ekwiw.). Reakcje intensywnie mieszano w temperaturze pokojowej, a jej przebieg
monitorowano za pomocg HPLC (program gradientowy B). Po 90 minutach do reakcji dodano
porcje soli trietyloamoniowej tiofosforanu (3 umol) zawieszonej w 400 ul DMF. Reakcje
prowadzono do catkowitego zaniku ASp-Im i rozciericzono 11 ml wody dejonizowanej. Produkt
wyizolowano za pomocg chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE-Sephadex w liniowym
gradiencie buforu 1,0 M buforu TEAB oraz oczyszczono na preparatywnym HPLC. Ostatecznie
otrzymano 91,4 mOD produktu (3,4 umol, 20%).

ASppspSA H NMR (500 MHz, D,0) & 8.29 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.18 (2, 1H), 5.96 (d, J = 5.6 Hz,
2H), 4.75 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 4.53 — 4.50 (m, 2H), 4.46 — 4.42 (m, 2H), 3.44 — 3.32 (m, 4H). 3P
NMR (202 MHz, D,0) & 29.45 (t, J = 34.4 Hz, 1P), 8.55 — 7.81 (m, 2P). HRMS (ESI') Teor. m/z dla
Ca0H26N10013P3Ss% [M-H]- 803,00613, zarejestr. 803,00679

5.3.8 Synteza P1,P4-di(5’-adenozyno)-2,3-difluorometyleno tetrafosforanu, AppCF.ppA
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Sél trietyloamoniowg difluorometyleno(bis)fosfonianu (250) (pCF,p, 20 mg, 0,046 mmol,
1 ekwiw.) zawieszono w 0,5 ml bezwodnego DMSO, a nastepnie dodano imidazolidu
5’-monofosforanu adenozyny (AMP-Im, 63,3 mg, 0,126 mmol, 1899 mOD, 4 ekwiw.) oraz
chlorku cynku (ZnCl,, 63,3 mg, 0,46, 10 ekwiw.) i intensywnie mieszano w temperaturze
pokojowej przez okoto 5h. Przebieg reakcji monitorowano za pomocg HPLC (program
gradientowy A). Reakcje zakonczono poprzez jej 10-krotne rozciernczenie wodnym roztworem
EDTA (171 mg, 0,46 mmol) / NaHCOs3 (85 mg). Produkt wyizolowano za pomocg chromatografii
jonowymiennej na ztozu DEAE-Sephadex w liniowym gradiencie buforu 1,2 M buforu TEAB oraz
oczyszczono na preparatywnym HPLC. Ostatecznie otrzymano 554 mOD produktu (0,020
mmol, 16%).

IH NMR (500 MHz, D;0) & 8.50 (s, 2H), 8.23 (s, 2H), 6.00 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 4.56 (s, 2H), 4.47 (t,
J=4.3 Hz, 2H), 4.45 — 4.41 (m, 2H), 4.38 — 4.23 (m, 4H). 3P NMR (202 MHz, D,0) § -5.21 (t, J =



81.1 Hz, 2P), -9.72 (t, J = 14.5 Hz, 2P). *F NMR (471 MHz, D,0) & -120.71 (szeroki singlet, 2F).
HRMS (ESI") Teor. m/z dla C21H27F2N10018PsY [M-H]" 869,04288, zarejestr. 869,04394

5.4 Synteza oligonukleotydow
5.4.1 Synteza deoksyrybonukleotydow (ONy) i ich 5’-fosforanéw

Deoksyrybonukleotydy (ON1, ON3-ON5, ON9, ON11, ON20-ON25, hTeloC oraz PON11)
zostaty otrzymane w skali 2-5 umol za pomocg automatycznego syntetyzera do DNA/RNA
(AKTA oligopilot 10 plus, GE Healthcare) wyposazonego w kolumne wypetniong podtozem
statym przeznaczonym do syntezy DNA, takim jak PrimerSupport™ 200 T 80s (82 pumol/g), dA
80s (79 pumol/g), dG 80s (78 umol/g), dC 80s (84 umol/g) lub PrimerSupport™ 5G dC (360
umol/g). Na etapie sprzegania (ang. coupling step) 10 ekwiwalentéw 0.1 M amidofosforynu
(DMT-dG(dmf), DMT-dC(N-acetyl), DMT-dA(N-bz), oraz DMT-T zakupionych z ChemGenes)
rozpuszczonego w acetonitrylu, zmieszano z 0.3 M aktywatorem BTT i przepuszczano przez
kolumne przez 5 minut. Jezeli to byto wymagane, 5’-fosforylacje oligonukleotyddw
przeprowadzano na podtozu statym przy pomocy mieszaniny 0,1 M odczynnika fosforylujgcego
(ang. bis(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropylphosphoramidite (Sigma-Aldrich)), ktéry po zmieszaniu
z 0,3 M aktywatorem BTT w acetonitrylu zostat przepuszczany przez kolumne przez 5 minut.
Do detrytylacji wykorzystano roztwdor 3% (v/v) kwasu dichlorooctowego w toluenie,
a utlenianie zachodzito pod wptywem 0,05 M roztworu jodu w pirydynie. Jako Cap A
zastosowano 20% roztwor (v/v) N-metyloimidazolu w acetonitrylu, natomiast na Cap B
sktadata sie mieszanina 40% roztwor (v/v) bezwodnika octowego oraz 40% (v/v) pirydyny
w acetonitrylu. Grupy 2-cyjanoetylowe zostaty usuniete za pomocy 20% roztworu
dietyloaminy w acetonitrylu (v/v) w ostatnim cyklu syntezy na podtozu statym. Ostatecznie
podtoze state zostato przemyte acetonitrylem oraz wysuszone strumieniem argonu.
Oligonukleotyd odcieto od ztoza wraz z hydrolizg grupg ochronnych na skutek intensywnego
mieszania w 40°C przez 2h w roztworze 1:1 (v/v) 30% amoniaku i 40% wodnego roztworu
metyloaminy. Ostatecznie roztwoér zostat przefiltrowany, a osad przemyty kilkukrotnie wodg
destylowana. Pofaczone filtraty odparowano i zliofilizowano. Zwigzki przeznaczone do badan
biofizycznych, a nie dalszych syntez oczyszczano tak, jak to zostato opisane w podrozdziale
5.1.2.1.

5.4.2  Synteza 5’-fluoro(mono)fosforanow deoksyrybonukleotydéw (FPONy)

Synteza sond molekularnych zawierajacych ugrupowanie 5’-fluoro(mono)fosforanowe
(FPON1, FPON3 oraz FP-hTeloC). Grupa 5’-OH oligonukleotydu (skala syntez 5-20 umol), wcigz
zwigzanego z podfozem statym, zostata przereagowana z roztworem H-fosfonianu difenylu
(0,1-0,2 M) w bezwodnej pirydynie (4 mL) w czasie 2h. Nastepnie ztoze przemywano kolejno
acetonitrylem oraz 0,1 M roztworem weglanu trietyloaminy o pH 8,0 (TEAB) otrzymujac tym
samym oligonukleotyd ze stabilng grupg 5’-H-fosfonianowg. W kolejnym kroku przemyte
acetonitrylem i wysuszone podtoze state zostato przereagowane z roztworem BSA (ang. N,O-
bis(trimethylsilyl)acetamide) (0,4 mL, 1,64 mmol), imidazolu (136 mg, 2 mmol), CCl, (0,75 mL),
acetonitrylu (0,75 mlL) oraz trietyloaminy (0,1 mL) przez 4h, i nastepnie przemyte



acetonitrylem i wysuszone argonem. Otrzymana tak aktywowana imidazolem podjednostka
oligonukleotydu zostata przereagowana z roztworem fluorku tetrabutyloamoniowego (1,0 M
TBAF w THF) (0,2 mL, 0,2 mmol) w dimetylosulfotlenku (DMSO) (3 mL) w obecnosci chlorku
cynku (10 mg, 0,07 mmol). Po 2 godzinach podtoze state zostato przemyte wodnym roztworem
kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) (10 mg/mL) oraz wodoroweglanu sodu (NaHCOs)
(5 mg/mL), a nastepnie przemyte acetonitrylem i wysuszone argonem. Ostatecznie
oligonukleotyd odcieto od podtoza statego roztworem AMA, tak jak to zostato opisane
powyzej. W przypadku sondy FPON1 oraz FP-hTeloC konieczne byto powtdrzenie ostatniego
etapu syntezy ale juz w roztworze. Oligonukleotydy rozpuszczano w DMSO wraz z dodatkiem
TBAF (0,2 mL, 0,2 mmol) i ZnCl; (10 mg, 0,07 mmol) i pozostawiano na noc do petnego
przeksztatcenia P-imidazolidu w fluorofosforan, a reakcje zakarnczano dodatkiem wodnego
roztworu EDTA/NaHCOs. FPONy oczyszczano tak, jak to zostato opisane w podrozdziale 5.1.2.1.

5.4.3  Synteza 5’-fluoro(di)fosforanéw deoksyrybonukleotydéw (FPPONYy)

Synteza sond molekularnych zawierajgcych ugrupowanie 5’-fluoro(di)fosforanowe
(wszystkie zwigzki z oznaczeniem FPP) wygladata nastepujaco: zliofilizowany oligonukleotyd
zawierajgcy grupe 5’-fosforanowg zostat zwilzony bardzo niewielky iloscig wody destylowanej
(5-10 pl), nastepnie zawieszony w DMSO (0,2-0,5 mL) oraz przereagowany z solg litowa
imidazolowej pochodnej fluorofosforanu (FP-Im, 20-30 ekwiwalentéw) w obecnosci chlorku
magnezu (20-30 ekwiwalentow) przez okres od 6 do 24 godzin. Reakcje kontrolowano za
pomocg HPLC w odwréconej fazie oraz pomiardw za pomocga spektrometru mas w jonizacjg
typu elektrosprej (ESI) oraz zakoriczono, rozcienczajgc dziesieciokrotnie wodg. FPPONy
oczyszczano tak jak to zostato opisane w podrozdziale 5.1.2.1.

5.5 Przygotowanie oligonukleotydéw do pomiaréw NMR oraz UV/VIS

Roztwér wyjsciowy danego oligonukleotydu przygotowywano poprzez rozpuszczenie go
w 100-200 pL wody destylowanej do stezenia z zakresu 2-10 mM. Doktadne stezenia zwigzkow
(FPON1, FPPON1, FPON3, FPPON3, FP-hTeloC, ON1, ON3-ON5, ON9, ON11, ON20-ON25,
hTeloC oraz PON11) zostaty wyznaczone spektrofotometrycznie poprzez pomiar absorbancji
roztworu przy 260 nm. Pomiar wykonywano w buforze fosforanowym o pH 7,0, a do obliczen
wykorzystano wyznaczone teoretycznie molowe wspétczynniki ekstynkcji. Nastepnie, wybrany
oligonukleotyd zostat rozciericzony do wybranego stezenia w buforze pomiarowym, wybranym
w zaleznosci od typu przeprowadzanego eksperymentu: bufor do badan hybrydyzacji
duplekséw DNA (20 mM fosforan sodu, 0,15 M NacCl, 0,2 mM sél disodowa EDTA, pH 7,0, 10%
D,0), bufor do badan struktur i-motywodw (50 mM cytrynian sodu, pH 4,2, 10% D,0 lub 50 mM
kakodylan sodu, 100 mM NaCl, 10% D,0, pH 6,4) oraz bufor do badan G-kwadruplekséw
(10 mM KH,PO4, 70 mM KCI, 0,2 mM sdl disodowa EDTA, pH 7,0, 10% D,0).

5.6 Spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR)

Wszystkie pomiary zostaty wykonane na spektrometrze Bruker Avance Ill HD 500 MHz
wyposazonym w szerokopasmowg sonde wielojgdrowa (ang. broad-band multinuclear) PABBO



BB/19F-1H/D Z-GRD. Do pomiaréw wykorzystano probéwki wykonane ze szkta kategorii A o
$rednicy 5 mm przystosowane do precyzyjnych pomiaréw (Norell Select Series 500 MHz lub
Wilmad precision 500 MHz). Typowa objetos¢ badanego roztworu wynosita 550 pL.

5.6.1 Spektroskopia NMR jader *H

Widma z detekcjg rezonanséw jader H zostaty zarejestrowane przy czestotliwosci 500,24
MHz. Jezeli to byto wymagane (np. rejestracja prébek zawieszonych w 90% H,0/10% D-0)
widma z supresjg wody rejestrowano, stosujac gradientowg sekwencje pulséw 3-9-19
(WATERGATE) (251,252). Przesuniecia chemiczne zostaty odniesione do TSP (ang.
3-(trimethyisilyl)-2,2’,3,3’-tetradeuteropropionate, &y = 0 ppm).

5.6.2  Spektroskopia NMR jader °F

Widma z detekcjg rezonanséw jader °F zostaty zarejestrowane przy czestotliwosci 470,67
MHz. Do pomiardow uzyto standardowg sekwencje pulsow (zgflgn), a przyktadowe parametry
sg nastepujace: dtugos¢ pulsu wzbudzenia 15 ps, czas akwizycji 1,19 s, liczba skanéw 512-4096
i wiecej w zaleznosci od typu eksperymentu i stezenia probki. Przesuniecia chemiczne zostaty
odniesione do 10 mM NaF rozpuszczonego w D,0 (6¢ =-121,5 ppm) lub 2,2,2-trifluoroetanolu
(6F = -76,0 ppm). Temperatura pomiaru wynosita 25°C, a w przypadku eksperymentéw z jej
zmiang, majacych na celu wyznaczenie temperatur miekniecia, pomiar rozpoczynano od
mozliwe najnizszej temperatury (22°C lub 25°C), ktérg zmieniano w kroku co 5°C/pomiar (lub
nizszym jezeli wskazano), a inkubacja przed rejestracjg widma °F NMR wynosita co najmniej 5
minut (od momentu ustabilizowania sie temperatury aparatu NMR wraz z prébkg NMR
wpuszczong do srodka magnesu).

5.6.2.1 Badania tworzenia sie duplekséw DNA oraz identyfikacja niekomplementarnosci

Wodne 10 mM roztwory oligonukleotydow FPON3 oraz FPPON3 zostaty rozciernczone do
stezen 0,1-0,2 mM w buforze do badan hybrydyzacji DNA. Do tak przygotowanego roztworu
sondy molekularnej dodawano matymi porcjami oligonukleotydy komplementarne lub
posiadajace jedng zasade azotowa niesparowang. Przed zarejestrowaniem widma °F NMR
probka byta inkubowana w 90°C przez 3 minuty, a nastepie chtodzona na lodzie. Pomiar widma
odbywat sie w temperaturze 23°C, w ktérej badane dupleksy byty wystarczajgco stabilne.

5.6.2.2 G-kwadrupleksy i oddziatywanie z trombing

Oligonukleotyd FPON11 o stezeniu 2,5 mM rozcienczono w buforze do badania
G-kwadruplekséw do stezenia 70 uM. Przed pomiarem NMR probdwka zostata ogrzana do
90°C, a nastepnie schtodzona na lodzie. Trombina (THPH1) z osocza bydlecego zostata
zakupiona w SigmaAldrich® (T4648-1KU) jako zliofilizowany proszek. Przed eksperymentami
THPH1 zostata zawieszona w wodzie do stezenia 10 mg/mL (137 uM), a tak przygotowany
roztwér wykorzystano do miareczkowania w badaniach monitorowania oddziatywania
pomiedzy FPPON11 a biatkiem.



5.6.2.3  Struktury i-motyw i oddziatywania z ligandami

Oligonukleotydy FPON1, FPPON1 oraz FP-hTeloC rozpuszczono w wodzie destylowanej do
stezenia 5-8 mM oraz rozcieficzono do stezen 0,1-0,5 mM w buforze do badan struktur
i-motyw. Jezeli to byto konieczne wartos¢ pH ustalano w 1,5 mL probéwkach Eppendorfa za
pomocg szklanej mikroelektrody chlorosrebrowej (Hanna Instruments) podtaczonej do
wykalibrowanego pH-metru. Wartos$é pH zmieniano za pomoca 0,1 M roztworéw NaOH/KOH
lub 0,1 M HCI. W pomiarach ze zmiang pH temperatura byta ustalona na 25°C. W pomiarach
w statym pH, ale ze zmiang temperatury badana probdwka byta inkubowana co najmniej 10
minut w srodku magnesu zanim rozpoczeto pomiar widma. Dichlorek mitoksantronu oraz
kationowa porfiryna (TMPyP4) zostaty zakupione w SigmaAldrich® jako liofilizaty. Oba ligandy
zostaty rozpuszczone w wodzie do stezenia 10 mM oraz zostaty wykorzystane w badaniach
oddziatywania pomiedzy oligonukleotydami a ligandami. 5’-Fluorofosforan adenozyny (AMPF)
zostat wykorzystany jako kontrola negatywna w badaniach z ligandami. AMPF zostat
otrzymany tak jak to zostato opisane w literaturze (Baranowski et al. (117)) oraz rozpuszczony
w wodzie destylowanej do stezenia 10 mM. Do wyznaczenia statej dysocjacji wykorzystano
model ang. one-site-specific binding, ktéry dopasowano do danych uzywajac programu
GraphPad Prism 8.3:

A5ppm = ASI%% *Cn
K;+ Cy

gdzie Adypm reprezentuje obserwowang zmianeg przesunigcia chemicznego w odniesieniu
do przesuniecia chemicznego na widmie bez liganda, Cy to stezenie dodanego liganda
(mitoksantron lub TMPyP4 w pM), Abppm™ to maksymalna zmiana przesuniecia chemicznego
ekstrapolowana do saturujgcych stezen liganda, Ky to stata dysocjacji.

5.6.2.4 Trifluorometylowane sondy molekularne — badania enzymatyczne

Przygotowanie roztwordow wyjsciowych: sondy molekularne: F6, F20, F23, F25, F26, F27 i F28

zostaly rozpuszczone w wodzie (200 — 300 pl), a stezenie wyznaczono spektrofotometrycznie
poprzez pomiar absorbancji w 260 nm w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 6,0 (dla zwigzkéw
F6 oraz F28) lub 7,0 (zwigzki F23, F25, F26, F27). Stezenie molowe obliczono stosujac
nastepujgce molowe wspédtczynniki ekstynkcji [M* cm™]: € = 11400 (F6, F13, F20), € = 15020
(F23), £ = 27036 (F25, F26), € = 22600 (F27) ie=21132 (F28).

Przygotowanie probek do badan enzymatycznych: do badan z enzymem ludzkim Fhit zwigzki

F26 oraz F27 zostaty rozcienczone w buforze reakcyjnym zawierajgcym 50 mM MES-KOH pH
6,5, 1 mM MgCl,, 10% D,0 do stezenia 100 uM. Do badan z ludzkim enzymem DcpS zwigzek
F28 zostat rozcienczony w buforze 50 mM Tris-HCl pH 7,6, 0,2 M KCI, 0,5 mM EDTA oraz 10%
D,0 do stezenia 100 uM. Do badan z ludzkim enzymem cNIIIB zwigzek F6 zostat rozcieficzony
w buforze 20 mM Hepes-KOH pH 7,5, 50 mM KCI, 5 mM MgCl, oraz 10% D,0 do stezenia 100
UM. RG3039 zostat zakupiony z KareBay Biochem. Inhibitor ludzkiego enzymu Fhit (IN-A, 7,8-
dihydro-7,7-dimetylo-10-(4-chlorofenylo)-5H-indeno[1,2-b]chinolino-9,11(6H,10H)-dion)

zostat otrzymany przez dr. Mikofaja Chrominskiego zgodnie z procedurg opisang w literaturze



(253). Inhibitory RG3039 oraz IN-A zostaty rozpuszczone w DMSO, a stezenie wyznaczono
z nawazki. W eksperymentach bez inhibitoréw stosowano dodatek DMSO (0,3-0,5%, v/v), aby
zachowad takie same warunki we wszystkich reakcjach enzymatycznych, ktére prowadzono
w temperaturze 30°C.

Eksperymenty °F NMR: Do zarejestrowania widm °F NMR uzyto standardowej sekwencji

pulséw oraz parametréw tak jak opisano w podrozdziale 5.6.2. Wybrang sonde molekularng
rozpuszczono w buforze, a nastepnie wypetniong probéwke NMR umieszczano w magnesie
NMR i inkubowano w temperaturze 30°C przez 5 minut. Po tym czasie przygotowywano
spektrometr do wykonania pomiaréw (lock, tune oraz shim) oraz rejestrowano 32 skany.
Nastepnie ciecz z probéwki NMR przeniesiono do probéwki eppendorfa, dodawano enzym,
delikatnie mieszano oraz przenoszono roztwér z powrotem do probowki NMR, ktora jak
najszybciej umieszczano w magnesie. Pomiar kinetyczny wykonywano stosujgc komende
multi_zgvd, gdzie kazdy pomiar zawierat 32 skany, a przerwa pomiedzy pomiarami trwata 120
sekund. Wykonywano co najmniej 14 eksperymentow.

5.6.3 Spektroskopia NMR jader 3'P

Widma z detekcjg jader 3!P zostaly zarejestrowane przy czestotliwosci 202,51 MHz.
Przesuniecia chemiczne zostaty odniesione do 20% kwasu fosforowego (& = O ppm). Do
zarejestrowania widm 3!P NMR stosowano standardowg sekwencje pulséw (zgpg30)
z nastepujacymi przyktadowymi parametrami: liczba skanéw 32-256, wielkos¢ fidu 65536
punktow, szeroko$¢ widma 402 ppm, rozdzielczos¢ widma 2,48 Hz, szerokos¢ pulsu 14 psec,
moc 44 W.

5.7 Pomiary UV/VIS struktur drugorzedowych oligonukleotydéw

Oligonukleotydy wykorzystanie w badaniach tworzenia sie duplekséw DNA (FPON3,
FPPON3, ON3-ON5, ON9 oraz ON20-ON25) rozciericzono do 2 uM w odpowiednim buforze
fosforanowym (20 mM fosforan sodu, 0,15 M NacCl, 0,2 mM sél disodowa EDTA, pH 7,0, 10%
D,0) oraz zmieszano ze sobg w stosunku 1:1 (koncowe stezenie 2 uM kazdego z badanych
oligonukleotydéw). W badaniach tworzenia sie G-kwadruplekséw oligonukleotydy FPPON11,
PON11 oraz ON11 zostaty rozcieiczone w buforze (10 mM KH,PO4, 70 mM KCl, 0,2 mM sol
disodowa EDTA, pH 7,0, 10% D,0) do stezenia 4 uM. W badaniach sekwencji i-motyw
oligonukleotydy ON1, FPON1, FPPON1, hTeloC oraz FP-hTeloC zostaty rozciericzone w buforze
(50 mM cytrynian sodu, pH 4,2 lub 5,5, 10% D,0) do stezenia 12 uM. Pomiary temperatur
miekniecia wykonano w kuwetach kwarcowych o rozmiarze 1 x 1 cm, a catkowita objetos¢
probki wynosita 2 ml. W badaniach wykorzystano spektrofotometr UV-VIS Thermo Scientific
Evolution 350 wyposazony w termostatowany 8-pozycyjny system Peltiera oraz sonde
temperaturowa. Pomiary wykonywano w zakresie temperatur od 10°C do 90°C ze skokiem
1 °C/min. Tworzenie sie duplekséw monitorowano przy 260 nm, natomiast struktur i-motyw
oraz G-kwadruplekséw przy 295 nm lub/i 260 nm. Wszystkie pomiary wykonano trzykrotnie.



5.8 Woyznaczenie temperatur miekniecia oraz pH przejscia oligonukleotydéw

Analiza danych uzyskanych metodg °F NMR odbyta sie poprzez integracje dwéch
sktadowych sygnatow oraz obliczenie ich S$rednich wraz ze s$rednim odchyleniem
standardowym, a nastepnie normalizacje (wartos¢ 100 odpowiadajgca najwiekszej uzyskanej
integracji oraz warto$¢ 0 dla najmniejszej uzyskanej integracji). Absorbancja uzyskana metoda
UV/VIS zostata znormalizowana (warto$¢ 1 odpowiadajgca najwiekszej uzyskanej absorbancji
oraz warto$¢ 0 dla najmniejszej uzyskanej integracji). Wartosci temperatur miekniecia (Ty,) oraz
pH przejscia (pHr) obliczono w programie GraphPad Prism 8.3 dopasowujgc do uzyskanych
danych krzywg o nastepujacym réwnaniu:

Top — Bottom
Alub I = Bottom + — Vso—x
1 + e slope

gdzie znormalizowana absorbancja (A) lub integracja sygnatéw °F NMR (l) przyjmuje wartosci
maksymalne (Top) lub minimalne (Bottom), a uzyskany z dopasowania wynik V50 to T, lub
pHT.

5.9 Woysokoprzepustowa metoda przesiewowa (HTS) oraz badania HPLC

W eksperymentach wykorzystywano czarne 96-dotkowe ptytki przeznaczone do pomiaréw
fluorescencyjnych oraz oznaczone jako ,,non-binding”. Do pipetowania uzywano 8-kanatowych
pipet firmy Eppendorf z serii Eppendorf Reference® 2. Ptytki inkubowano w termomikserze
typu Biosan PST-60HL-4, ktéry umozliwiat wytrzgsanie orbitalne oraz termostatowanie. Odczyt
fluorescencji wykonywano na aparacie Tecan Infinite 200PRO (wyniki opublikowane
w Organic&Biomolecular Chemistry (192)) lub BioTek Synergy H1 (pozostate przedstawione
wyniki), (Aex = 480 nm, Aey = 535 nm) w temperaturze 30°C.

5.9.1 Bufory

W trakcie wykonywania badan HTS wykorzystywano nastepujgce bufory:
Bufor hFhit oraz AtFhit (B1): 50 mM MES-KOH, pH 6,5, 5 mM CaCl,, 0,75 mg/mL BSA,
Bufor DcpS (B2): 50 mM Tris-HCI, pH 7,6, 200 mM KCl, 0,5 mM EDTA, 0,75 mg/mL BSA,

Bufor FTBS (B3): 60 mM Tris-HCI, pH 7,6, 0,6 mM EDTA, 240 mM KClI.

5.9.2 Biblioteki zwigzkow BZ-1 oraz BZ-2

Zwigzki otrzymane w postaci soli sodowych lub amonowych rozpuszczano w wodzie
dejonizowanej lub DMSO (okoto 1 mg/ 100 pL), a stezenie wyznaczano spektrofotometrycznie
poprzez pomiar absorbancji w 260 nm, w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 6,0 (dla
mononukleotydéw zawierajgcych 7-metyloguanine) lub w pH 7,0 dla pozostatych
(oligo)nukleotyddw. Stezenie obliczano na podstawie uzyskanych wartosci absorbancji oraz
molowych wspodtczynnikéw ekstynkcji. Biblioteki zwigzkdw kompletowano i przechowywano
w gtebokich ptytkach 96-dotkowych (w liczbie 80 zwigzkdw na jednej ptytce) w stezeniu 5 mM,



rozcienczajgc roztwory wyjsciowe w wodzie. Ptytki przechowywano w temperaturze -20°C. Po
kazdym rozmrozeniu ptytke inkubowano z mieszaniem w 30°C przez 5-10 minut, a nastepnie
odwirowywana w celu pozbycia sie bgbelkdw powietrza oraz osadzenia sie catosci roztworu na
dnie studzienki.

5.9.3  Przygotowanie sond fluorowych oraz sondy fluorogenicznej

Fluorofosforanowe analogi mononukleotydéw (AMPF, m’GMPF) oraz sonda
fluorogeniczna, eter di-tert-butylodimetylosilylo fluoresceiny (TBDMS-FL) zostaty
przygotowane tak jak o zostato opisane w literaturze (117,192). Roztwory wyjsciowe AMPF
oraz m’GMPF zostaly przygotowane poprzez rozpuszczenie 2-4 mg zwigzku w wodzie
destylowanej, a nastepnie stezenie zostato wyznaczone spektrofotometrycznie na podstawie
wartos$ci absorbancji w 260 nm oraz za pomocg wspotczynnika ekstynkcji (patrz rozdziat 5.1.3).
Roztwér FTBS byt przygotowywany przed kazdym pomiarem w nastepujacy sposdb: 3 mg
sondy FTBS (5,68 umol) rozpuszczano w 50 pL octanu etylu i natychmiast dodawano 5 mL
roztworu DMSO oraz buforu B3 w stosunku objetosciowym 9:1. Nastepnie 50 ul roztworu
rozcienczano poprzez dodanie 10 mL wyzej wspomnianej mieszaniny DMSO i B3. Ostateczne
stezenie FTBS to 5,7 uM.

5.9.4 Wpyznaczenie parametru Z’

Zakwalifikowanie opracowanej metody badawczej jako wysokoprzepustowej byto mozliwe
dzieki wyznaczeniu parametru Z’ (193). Parametr ten zostat wyznaczony dla kazdego
z badanych enzyméw w trzech niezaleznych powtérzeniach. Wyniki dla hDcpS oraz PDE-I
zostaty opisane w publikacji Baranowski i wsp. (192). Na pojedynczy eksperyment sktadaty sie
dwie ptytki tj. ptytka reakcyjna oraz ptytka do odczytu fluorescencji. Dla ludzkiego i roslinnego
Fhit eksperyment wygladat nastepujgco: substrat (AMPF lub m’GMPF) zostat zawieszony
w buforze B1 i rozpipetowany do 80 dotkéw na ptytce reakcyjnej o objetosci 190 uL kazdy.
Do kolumn 1-5 dodano zdenaturownego biatka (enzym ogrzewano przez 5 minut w 95°C,
a nastepnie ochtodzono na lodzie) — kontrola negatywna, a do kolumn 6-10 dodano aktywnego
enzymu Fhit — kontrola pozytywna. Reakcje enzymatyczng prowadzono w 30°C z mieszaniem
orbitalnym (300 rpm) i po okreslonym czasie, ktéry dobrano tak aby stopien konwersji
fluorowanego substratu wynosit 25-30% (zobacz szczegétowe dane ponizej), reakcje
zastopowano dodajgc 120 plL acetonitrylu. Pozostate 16 dotkdéw pozostawiono na krzywa
kalibracyjna sktadajaca sie jondw F (z NaF) w liniowym zakresie stezerr 0-40 uM w buforze
reakcyjnym B1. W kolejnym kroku, porcje po 25 UL z ptytki reakcyjnej przeniesiono na ptytke
do odczytu. Do kazdego z dotkédw dodano 90 pL roztworu sondy fluorogenicznej, ktéra zostata
przygotowana tak jak to zostato opisane w podrozdziale 5.9.3. Ptytke inkubowano przez 1h
w 30°C z mieszaniem orbitalnym (300 rpm), nastepnie do kazdego z dotkéw dodano po 100 pL
200 mM Hepes, a po 5 minutach dodatkowej inkubacji dokonywano odczytu na czytniku
mikroptytek (patrz rozdziat 5.9).

Warunki wyznaczenia Z' dla hFhit: 60 uM AMPF, bufor B1, czas reakcji 60 minut, stezenie hFhit
25 nM.



Warunki wyznaczenia Z dla AtFhit: 60 uM m’GMPF, bufor B1, czas reakcji 40 minut, stezenie
AtFhit 14 nM.

5.9.5 Wysokoprzepustowe badanie przesiewowe

Procedura wysoko przepustowego badania przesiewowego (HTS) byta nastepujaca.
Na ptytce reakcyjnej do kazdego z 74 dotkdw wpipetowano inhibitor oraz wczesniej
przygotowang mieszanine buforu z substratem, a tfaczna objetos¢ na tym etapie wynosita 190
uL. 3 dotki zarezerwowano na reakcje kontrolne bez inhibitora oraz 3 dotki na reakcje kontrolne
z dezaktywowanym termicznie enzymem. Ptytke inkubowano z wytrzgsaniem orbitalnym 300
rom w 30 °C przez 5 minut, a nastepnie za pomocga pipety 8-kanatowej dodano po 10 pL
enzymu w odstepach 20 sekundowych pomiedzy kolumnami. Po okreslonym czasie (szczegoty
ponizej) reakcje zastopowano, dodajgc acetonitrylu oraz zachowujgc 20 sekundowe odstepy.
W kolejnym kroku, porcje po 25 uL z ptytki reakcyjnej przeniesiono na ptytke do odczytu.
Do kazdego z dotkdow dodano 90 pL roztworu sondy fluorogenicznej, ktéra zostata
przygotowana tak jak to zostato opisane w podrozdziale 5.9.3. Ptytke inkubowano przez 1h
w 30° z mieszaniem orbitalnym (300 rpm), nastepnie do kazdego z dotkéw dodano po 100 pL
200 mM Hepes, a po 5 minutach dodatkowej inkubacji dokonywano odczytu na czytniku
mikroptytek (patrz rozdziat 5.9).

Warunki eksperymentu wysokoprzepustowego z enzymem hDcpS: 60 uM m’GMPF, 20 pM
inhibitor, bufor B2, czas reakcji 50 minut, stezenie hDcpS 25 nM. Reagent stopujacy reakcje:
100 pL acetonitrylu.

Warunki eksperymentu wysokoprzepustowego z enzymem hFhit: 60 uM AMPF, 20 uM
inhibitor, bufor B1, czas reakcji 60 minut, stezenie hFhit 25 nM. Reagent stopujacy reakcje: 120
UL acetonitrylu.

Warunki eksperymentu wysokoprzepustowego z enzymem AtFhit: 60 pM m’GMPF, 20 pM
inhibitor, bufor B1, czas reakcji 40 minut, stezenie AtFhit 14 nM. Reagent stopujacy reakcje:
120 plL acetonitrylu.

Analize ilosciowa umozliwito wyznaczenie procentu inhibicji (%innibiji) Za pomoca ponizszego
réwnania:

Front — Finni

%inhib — kont inhib % 100%
Fkont - Ft’(o

Gdzie Font to Srednia wartosc fluorescencji reakcji kontrolnych (bez inhibitora), Finhi, to wartosc
fluorescencji reakcji z danym inhibitorem, Fy, to wartos$¢ fluorescencji tta (probki z krzywej
kalibracyjnej zawierajgce 0 uM jonow fluorkowych).



5.9.6  Wyznaczenie parametrow ICso

Eksperymenty, na podstawie ktorych wyznaczono parametry ICsq zostaty przeprowadzone
w identyczny sposdb jak opisano w podrozdziale 5.9.5, z taka réznica, ze pojedyncze stezenie
badanego inhibitora zastgpiono 10-cio punktowg logarytmiczng serig rozcienczen tego zwigzku
(startujac od 1000 pM, 800 pM lub 250 uM w zaleznosci od %innivici badanego zwigzku). Dla
kazdego inhibitora wykonywano trzy niezalezne eksperymenty. Aby wyznaczy¢ ICsp dane
dopasowywano w programie GraphPad Prism 8.3 lub nowszy do funkcji dose-response
(réwnanie trzyparametrowe), ktore jest opisane rGwnaniem:

gdzie X to stezenie inhibitora w uM, Y odczytana intensywnos¢ fluorescencji, B oraz T to dolne
i gérne plateau (w jednostkach takich jak Y).

5.9.7 Badania HPLC

Badania opisane w podrozdziale 2.2.6 zostaty wykonane na aparacie Agilent Technologies
1200 Infinity Series, ktéry byt wyposazony w kolumne w odwrdéconych fazach Supelcosil LC-18-
T (25 cm x 4,6 mm, 5 um) przy przeptywie 1,3 ml/min. Prébki analizowano z wykorzystaniem
buforéw fosforanowych, tj. bufor B1: 0,1 M fosforan potasu pH 6.0, bufor B2: mieszanina
buforu Bl oraz metanolu 1:1 w ich liniowym gradiencie. W trakcie pomiaru na HPLC
obserwowano zmiane absorbancji przy 254 nm lub sygnat fluorescencji przy 370 nm
(wzbudzenie 260 nm). Badane probki rozciericzono do stezenia 10 lub 200 uM w buforze 50
mM Tris-HCl pH 7,6 zawierajgcym 200 mM KCl oraz 5 mM MgCl,, a stezenie enzymow wynosito
1 nM lub 10 nM dla hFhit oraz 10 nM, dla hDcpS tak jak zaznaczono w gtéwnym manuskrypcie.
Reakcje enzymatyczne prowadzono w 37 °C przez 1h z wytrzasaniem 300 rpm. Reakcje
stopowano w dobranych punktach czasowych (5, 15, 30, 45 i 60 minut) poprzez ogrzanie w
95°C przez 5 minut, a nastepnie ochtodzenie na lodzie.

5.10 Plazmidy oraz transformacja bakterii

5.10.1 Plazmidy wykorzystane do otrzymania biatek hFhit oraz AtFhit

Plazmidy ekspresyjne kodujace ludzkie biatko Fhit (pSGA02_hFhit) oraz roslinny Fhit,
Arabidopsis Thaliana Fhit (pSGA02_AtFhit) uzyskano dzieki uprzejmosci dr. Pawla
Bieganowskiego z Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego,
PAN.

Poniewaz biatko AtFhit otrzymane z plazmidu pSGAO2_AtFhit nie byto wystarczajgco
czyste, to za pomocg standardowych technik biologii molekularnej gen kodujgcy biatko AtFhit
z plazmidu pSGA sklonowano do plazmidu pET, ktéry dodatkowo zawierat etykiete szesciu



242 | Czes¢ eksperymentalna

histydyn oraz biatko SUMO od N-konca sekwencji (pET_His_Sumo_AtFhit). W ten sam sposéb
otrzymano plazmid pET_His_Sumo_hFhit.

5.10.2 Sekwencjonowanie plazmidow

Plazmid  pET_His_Sumo_AtFhit oraz  pET_His_Sumo_hFhit  zostaty = poddane
sekwencjonowaniu z wykorzystaniem primeréw T7. Sekwencjonowanie wykonata firma
Genomed. Na podstawie uzyskanych wynikéw sekwencja ludzkiego Fhit w 100% odpowiadata
sekwencji aminokwasowej, ktéra w banku danych PDB ma oznaczenie 1FIT oraz 1FHI, a nazwa
genu to FHIT lub FRA3B. W przypadku biatka roslinnego, posiadato ono od N-kornca dodatkowa
seryne (pozostatosé po biatku SUMO), a liczba aminokwaséw wynosita 161. Jest to izoforma Il
biatka AtFhit skrécona o 20 aminokwaséw od N-korica. W bazie sekwencja byta w 100% zgodna
z id sekwencji , At5g58240” oraz w 99.4% zgodna z genem FHIT oraz id sekwencji
»NP_200632.2". Otrzymane biatko AtFhit posiadato mutacje alaniny 39 na glicyne, co jest
czesto spotykane w literaturze.

Sekwencja wstawki His_Sumo_AtFhit w plazmidzie pET:

MSHHHHHHSGEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFAKRQGKEMDS
LREFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDIIEAHREQIGG

Sekwencja wstawki His_Sumo_hFhit w plazmidzie pET:

5.10.3 Transformacja plazmidéw do bakterii RIL BL21(DE3)

Pobrano 1 pl wybranego plazmidu i dodano go do 100 pl chemicznie kompetentnych
bakterii szczepu BL21 (DE3) RIL. Bakterie inkubowano 20 minut na lodzie, 45 sekund w 42°C
(heat shock), 2 minuty na lodzie. Do zawiesiny bakteryjnej dodano 500 ul medium SOB
i inkubowano w 37°C z wytrzasaniem (60 minut, 650 rpm). Uzyskana hodowle wysiano na szalki
z podtozem LB-agar z dodatkiem ampicyliny lub kanamycyny. Przygotowang ptytke
pozostawiono w 37°C na 16 godzin (o/n).

5.11 Ekspresja i oczyszczanie biatek

Oczyszczanie biatek wykonano na aparacie FPLC Akta™ Pure.

5.11.1 Ludzki Fhit - hFhit

Do 100 mL pozywki LB dodano ampicyline, do stezenia 100 pg/ml oraz wrzucono tip,
ktérym uprzednio pobrano jedng kolonie bakterii BL21(DE3) RIL transformowanych plazmidem
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kodujgcym ludzki Fhit. Hodowle nocng prowadzono przez okoto 16-17 godzin w 37°C.
Do $wiezego LB (2 x 0,5l) zawierajgcego ampicyline (100 pg/ml) dodano po 5 mL (1:100)
hodowli nocnej i wytrzgsano w 37°C (230 rpm) do wartosci ODgoonm Okoto 0,4. Nastepnie
do kazdej z kolb dodano Swiezo przygotowanego IPTG (izopropylo-B-D-1-tiogalaktopiranozyd)
do stezenia koricowego 0,4 mM oraz prowadzono dalszg inkubacje przez 4h w 37°C (230 rpm)
do osiggniecia ODgoonm ~ 0,8. Hodowle zwirowano (15 min/7000 rpm/4 °C), supernatant
usunieto, a pelet przetozono do 50 ml probéwek falkona i przechowywano w -80°C.

Pelet rozmrozono na lodzie i zawieszono w buforze do lizy (20 mM Tris-HCI, pH=7,5; 100
mM NaCl, 10 ml/1g peletu), zawierajgcym inhibitory proteaz (1:100 kazdy: leupeptyna,
aprotenina, pepstatyna oraz fluorek fenylometanosulfonylu) oraz dodano S$wiezo
przygotowany lizozym (ostatecznie 0,1 mg/ml) i inkubowano na lodzie przez 20 minut.
Roztwér sonikowano przez 3 minuty i lizat zwirowano (30 000 x g/4°C/30 minut) zachowujac
supernatant z biatkiem. W kolejnym kroku wytrgcono kwasy nukleinowe dodajac 0,1% PEI (v/v)
i delikatnie mieszajgc przez 5 minut w 4°C oraz ponownie zwirowano zachowujgc supernatant
(10 min/5000 rpm/4°C). Nastepnie wytracono biatka przy 20% stezeniu siarczanu amonu (6,36
g/60 ml), ktéry dodawano stopniowo, a cato$¢ mieszano delikatnie przez 30 minut w 4°C.
Roztwor zwirowano zachowujgc supernatant (20min/12 000 rpm/4°C) oraz wytrgcono biatko
hFhit przy 70% stezeniu siarczanu amonu (18,72 g/60 ml) mieszajac delikatnie przez 30 minut
w 4°C. Ostatecznie roztwdr zwirowano (20 min/7000 rpm/4°C), zachowujac pelet, ktory
nastepnie zawieszono w buforze (20 mM Tris-HCI, pH=7,5; 100 mM NaCl, 20 ml)
i przeprowadzono ponowne wytrgcanie ludzkiego Fhit 70% siarczanem amonu, jak opisano
powyzej (wytrgcanie powtdrzono trzykrotnie). Pelet zawieszono w buforze (20 mM Tris-HCI,
pH=7,5; 100 mM NaCl, 16 ml) oraz naniesiono na przygotowang kolumne przeznaczong do
odsalania probki HiTrap 26/10. Zebrano frakcje zawierajgce biatko, potaczono ze sobg
i wykonano dodatkowe oczyszczanie na kolumnie do filtracji zelowej HiLoad 26/600 Superdex
76 pg wypetnionej buforem 20 mM HEPES/NaOH pH 7,0, 150 mM NaCl, 2 mM DTT. Ta
wielostopniowa procedura pozwolita na uzyskanie ludzkiego enzymu Fhit o czystosci co
najmniej 90% (na podstawie elektroforezy zelowej SDS-PAGE, Zel 1.). Stosunek absorbancji
Azso/Azs0 Wyniost 0,73. Biatko zostato zatezone na filtrach Amicon Ultra-15 10K do stezenia 8,4
mg/ml oraz 16,8 mg/ml, podzielone na porcje po 50 lub 100 ul oraz zamrozone w ciektym
azocie z dodatkiem 10% glicerolu. Biatko hFhit byto przechowywane w -80°C. Masa molowa
biatka wynosi 16 800 Da, a stezenie zostato wyznaczone spektrofotometrycznie przy uzyciu
molowego wspdtczynnika ekstynkcji, ktéry zostat obliczony teoretycznie na podstawie
sekwencji aminokwasowej, €230 = 8480 M cm™ (Expasy Server).
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Zel 1. Czysto$¢ biatka hFhit.

5.11.2 Roslinny Fhit — AtFhit

Do 100 mL pozywki LB dodano kanamycyne do stezenia 30 ug/ml oraz wrzucono tip, ktérym
uprzednio pobrano jedng kolonie bakterii BL21(DE3) RIL transformowanych plazmidem
kodujgcym roslinny Fhit. Hodowle nocng prowadzono przez okoto 16-17 godzin w 37°C. Do
$wiezego LB (2 x 0,5l) zawierajgcego kanamycyne (30 pg/ml) dodano po 10 mL (1:50) hodowli
nocnej i wytrzgsano w 37°C (230 rpm) do wartosci ODgoonm Okoto 0,4. Nastepnie do kazdej
zkolb dodano sSwiezo przygotowanego IPTG (izopropylo-B-D-1-tiogalaktopiranozyd) do
stezenia koricowego 0,4 mM oraz prowadzono dalszg inkubacje przez 4h w 37°C (230 rpm) do
osiggniecia ODgoonm ™ 0,8. Hodowle zwirowano (15 min/7000 rpm/4 °C), supernatant usunieto,
a pelet przetozono do 50 ml probdéwek falkona i przechowywano w -80°C.

Pelet rozmrozono na lodzie i zawieszono w buforze do lizy (20 mM Tris-HCl, pH=7,5; 100
mM NaCl, 20 mM imidazol - 10 ml/1g peletu), zawierajagcym inhibitory proteaz (1:100 kazdy:
aprotenina, pepstatyna oraz fluorek fenylometanosulfonylu) oraz dodano S$wiezo
przygotowany lizozym (ostatecznie 0,1 mg/ml) i inkubowano na lodzie przez 20 minut. Roztwér
sonikowano przez 2 minuty (4x30 sek on/2 min off) i lizat zwirowano (35 000 x g/4°C/40 minut),
a supernatant naniesiono na kolumne powinowactwa HisTrap™ FF (GE Healthcare). Kolumne
przeptukano ok. 50 ml buforu W’ (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 50 mM imidazol).
Biatko eluowano buforem E’ (50 mM TRIS-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 300 mM imidazol). Frakcje
posiadajgce pozgdane biatko naniesiono na kolumne HiPrep 26/10 Desalting (w celu pozbycia
sie imidazolu) i eluowano buforem S’ (50 mM TRIS-HCI pH 8,0, 150 mM NaC, 0,2% Igepal, 1 mM
DTT). Do zebranych frakcji dodano proteazy ULP1 (0,5 ul/2 ml) i pozostawiono o/n w 4°C.
Kolejnego dnia roztwoér rozpipetowano do eppendorféw i zwirowano 5 min/15 000 rpm/4°C
oraz potgczono w jedng frakcje dodajgc 1 mL buforu W’ oraz wykonano rozdziat na kolumnie
HisTrap™ FF w analogiczny sposdb jak opisano powyzej. Frakcje zawierajgce biatko AtFhit
potgczono ze sobg i naniesiono na kolumne zelowa Hiload 26/600 Superdex 76 pg (GE
Healthcare) i eluowano buforem F’ (20 mM TRIS-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT). Frakcje
zawierajgce czyste biatko zatezono (Amicon Ultra-15 10K) do stezenia 60 uM (wzgledem
monomeru; stezenie biatka wyznaczono spektrofotometrycznie za pomocg urzadzenia
NanoDrop (Thermo Scientific), przyjmujgc wspétczynnik ekstynkcji €280 nm = 14 440 Mt cm™®
18,2 kDa, Expasy Server), podzielono na porcje po 50 ul, zamrozono w ciektym azocie
i przechowywano w temperaturze -80°C. Czystos¢ otrzymanego AtFhit przedstawiono za
pomocg elektroforezy zelowej w warunkach denaturujgcych (Zel 2).
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Zel 2. Czysto$¢ biatka AtFhit. Rdzne iloéci naniesionego AtFhit na zel.

5.11.3 Ludzki DcpS - hDcpS

Preparaty enzymu ludzkiego DcpS zostafy przygotowane w Laboratorium Chemii
Bioorganicznej, Centrum Nowych Technologii UW. Ekspresja i oczyszczanie ludzkiego DcpS
zostaty wykonane tak jak jest to opisane w literaturze (250). Stezenie biatka zostato
wyznaczone spektrofotometrycznie korzystajgc z wartosci molowego wspotczynnika
ekstynkcji: €280 = 30400 Mt cm™. Enzym przechowywano w -80°C (50 mM Tris-HCl pH 7,60,
0,2 M NaCl, 1 mM DTT, 10% glicerol).

5.11.4 Ludzki cNIIIB - hcNIIIB

Preparaty enzymu cNIIIB przygotowata dr Dorota Kubacka. Biatko cNIIIB zostato
przygotowane tak jak opisano w literaturze (254).
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Zatgcznik 1 - Tabela Z1. Biblioteka zwigzkéw BZ-1 wykorzystana w wysokoprzepustowym
badaniu przesiewowym do poszukiwania inhibitoréw enzymu PDE-I. Wszystkie zwigzki byty
w postaci soli sodowych (Na*) lub amonowych (NH4*). Przedstawiono struktury zwigzkéw oraz
procent inhibicji (im wyzsza wartos$¢, tym lepszy inhibitor).
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Zatgcznik 2 - Tabela Z2. Biblioteka zwigzkéw BZ-2 wykorzystana w wysokoprzepustowym
badaniu przesiewowym do poszukiwania inhibitorow enzymdéw hDcpS, hFhit oraz AtFhit.
Wszystkie zwigzki byty w postaci soli sodowych (Na*) lub amonowych (NH;*). Przedstawiono
struktury zwigzkdéw oraz procent inhibicji dla kazdego z enzymdw (im wyzsza wartos¢, tym
lepszy inhibitor).
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Tabela Z3. Profile HRMS nieopublikowanych dotgd nowych analogéw adeninowych. Wszystkie
zwigzki oczyszczono za pomocg HPLC preparatywnego.
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P1,P5-di(5’-deoksy-5’-tioadenozyno) pentafosforan, (ASpsSA)
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P1-P4-di(5’-adenozyno)-2,3-difluorometyleno tetrafosforan, (AppCF.ppA)
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