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WYKAZ SKROTOW

ARCA - ang. Anti-reverse cap analog — analog kapu zawierajacy grup¢ 3°-O-CHs w rybozie 7-
metyloguanozyny

BSA - ang. Bovine Serum Albumin — albumina surowicy wotowe;j
Brij 35 — ang. polyoxyethylene lauryl ether — eter laurylowy polioksyetylenu
COSY - ang. correlation spectroscopy — spektroskopia korelacyjna

CUuAAC - ang. Copper(l)-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition — katalizowana jonami miedzi
() cykloaddycja azydkowo-alkinowa

DBU - 1,8-Diazabicyklo(5.4.0)undek-7-en

DCC - ang. N,N -dicycloheksylcarbodiimide — N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

DcpS — ang. Decapping Scavenger — enzym degradacji kapu

DMAP — 4-dimetyloaminopirydyna

DMEM - ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium — zmodyfikowane podtoze Eagle Dulbecco
DMF - ang. dimethylformamide — dimetyloformamid

DMSO - ang. dimethyl sulfoxide — dimetylosulfotlenek

DTT - ang. dithiothreitol — ditiotreitol

Ecml - ang. Encephalitozoon cuniculi methyltransferase — RNA kap N7-guanine
metylotransferaza z Encephalitozoon cuniculi

EDC - ang. 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide =~ -  1-etylo-3-(3-
dimetyloaminopropylo) karbodiimid

EDTA - ang. ethylenediaminetetraacetic acid — kwas wersenowy

EGTA - ang. ethylene glycol-bis(s-aminoethyl ether)-N,N,N' N'-tetraacetic acid — kwas
egtazowy

elF4E — ang. eukaryotic initiation translation factor 4E — eukariotyczny czynnik inicjacji
translacji 4E

FLINT —ang. fluorescence intensity — intensywnos$¢ fluorescencji
FP — ang. fluorescence polarization — polaryzacja fluorescencji
FRET —ang. Eérster Resonance Energy Transfer — rezonansowy transfer energii Forstera

FTIR - ang. Fourier Transform Infrared — spektroskopia w podczerwieni z transformacja
Fouriera

HEPES - ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid — kwas 4-(2-hydroksyetylo)-
1-piperazynoetanosulfonowy

IPTG — ang. isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside — izopropylo-p-D-1-tiogalaktopiranozyd
MRNA — ang. messenger RNA — informacyjny RNA
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MOPS - ang. (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid - kwas (3- (N-morfolino)
propanosulfonowy

MST - ang. microscale thermophoresis — termoforeza mikroskalowa

N7-MTaza — ang. mRNA cap N7-guanine methyltransferase — mRNA kap N7-guanino
metylotransferaza

NHS — ang. N-Hydroxysuccinimide —N-hydroksyimid kwasu bursztynowego

NMR -ang. Nuclear Magnetic Resonance — spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego
PCA —ang. Principal component analysis — analiza glownych sktadowych

PyFLINT-A — ang. pyrene-based fluorescence intensity activity assay

PyFLINT-B — ang. pyrene-based fluorescence intensity binding assay

PyFLINT-M — ang. pyrene-based fluorescence intensity methylation assay

QS — ang. quinine sulfate — siarczan chininy

RAM - ang. RNMT-activating mini protein — podjednostka aktywujaca enzym RNMT

RNMT - ang. human mRNA cap N7—guanine methyltransferase — ludzka RNA kap N7—guanino
metylotransferaza

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

SAH - ang. S-adenosyl--homocysteine — S-adenozylo-L-homocysteina
SAM - ang. S-adenosyl-z-methionine — S-adenozylo-L-metionina

SD - ang. standard deviation — odchylenie standardowe

SEM - ang. standard error of the mean — btad standardowy $rednie;j
TBTA —tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)metylo)amina

TEA —ang. triethyl amine — trietyloamina

TEAB - ang. triethylammonium bicarbonate — roztwor wodny wodorowgglanu
trietyloamoniowego

TLC - ang. thin-layer chromatography — cienkowarstwowa chromatografia cieczowa
TMP —ang. trimethyl phosphate — fosforan trimetylu
Tris — ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane — tris(hydroksymetylo)aminometan

TSTU - ang. N,N,N'N'-Tetramethyl-O-(N-succinimidyl)uronium tetrafluoroborate -
tetrafluoroboran N,N,N',N'-tetrametylo-O-(N-sukcynoimidylo) uronium

TG Il —ang. transglutaminase 11 — transglutaminaza Il
VCE - ang. Vaccinia Capping Enzyme — enzym kapujacy z wirusa Vaccinia

XPS - ang. X-ray photoelectron spectroscopy — spektroskopia fotoelektrondow w zakresie
promieniowania X
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ZAPIS STRUKTURY NUKLEOTYDOWEJ

G — guanozyna

m’G — 7-metyloguanozyna

A —adenozyna

C - cytydyna

pCH:2p — grupa metylenobisfosfonianowa
pNHp — grupa imidodifosforanowa

p — reszta fosforanowa

Sp — tiofosforan z siarkga w pozycji 5’

ps — reszta tiofosforanowa

psHs— reszta boranofosforanowa

pF — reszta fluorosfosforanowa

pC2H — reszta etynylo-C-fosfonianowa
pCsHs — reszta propynylo-C-fosfonianowa

pCa4Hs— reszta butynylo-C-fosfonianowa

pOCsHs - reszta propynylofosforanowa
p-Im — P-imidazolid

cp — grupa karbamoilowa

D1, D2 — diastereoizomery nukleotydow, zawierajacych modyfikacj¢ niemostkowa, prowadzaca
do powstania centrum chiralnego; numeracja w oparciu 0 czasy retencji RP HPLC;
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. Cel pracy

Celem projektu doktorskiego jest opracowanie nukleotydowych narzedzi stuzacych do
badan interakcji konca 5> mRNA z wybranymi biatkami, istotnymi z terapeutycznego punktu
widzenia. Koniec 5> mRNA (tzw. kap) jest nietypowg strukturg nukleotydowa zbudowang z 7-
metyloguanozyny, potaczonej mostkiem 5°-5’ trifosforanowym z pierwszym transkrybowanym
nukleotydem. Ze wzgledu na obecnos$¢ fadunku dodatniego w pierScieniu 7-metyloguanozyny
kap specyficznie oddziatuje z biatkami, biorgcymi udziat w istotnych procesach biologicznych,
takich jak dojrzewanie mRNA, transport nukleocytoplazmatyczny, inicjacja translacji, czy
stabilno$¢ transkryptu. Biatka oddziatujace z kapem pelnig istotna rolg regulatorowa w ekspres;ji
genow w zwigzku, z czym stanowig cel terapeutyczny. Niniejsza praca w szczegolnosci skupiona
jest wokodt oddziatywan modyfikowanych nukleotydow z takimi biatkami, jak: eukariotyczny
czynnik inicjacji translacji 4E (eIF4E), enzym degradujacy kap DcpS (Decapping Scavenger)
oraz mMRNA kap N7—guanino metylotransferaza (N7-MTaza). Monitorowanie proceséw, w ktore
zaangazowana jest struktura kapu, jest mozliwe miedzy innymi dzigki znakowaniu
fluorescencyjnemu. Zmiany wiasciwosci fluorescencyjnych, bedace skutkiem wigzania z
biatkiem, hydrolizy lub biosyntezy (m.in. N7-metylacja) kapu mogg postuzyé w celu
wyznaczenia parametrow tego oddziatywania, co z kolei dostarcza informacji o mechanizmie
interakcji bialek z modyfikowanymi nukleotydami. Ponadto wysokoprzepustowe metody
fluorescencyjne moga zostaé zastosowane do badan przesiewowych bibliotek
matoczasteczkowych ligandoéw 0 potencjalnym znaczeniu terapeutycznym:
przeciwnowotworowym (elF4E, N7-MTaza) oraz przeciwwirusowym (N7-MTaza), badz w
leczeniu niektorych schorzen genetycznych, takich jak rdzeniowy zanik migsni SMA (DcpS).

Projekt doktorski jest interdyscyplinarny, taczacy dziedziny nauki takie, jak synteza
chemiczna, spektroskopia, biofizyka oraz fizyka nanostruktur weglowych. Poczatek rozprawy
doktorskiej stanowi przeglad literaturowy zawierajacy ogolny opis struktury i funkcji konca 5’
mRNA, tzw. kapu, ze szczegdlnym uwzglednieniem takich bialek, jak eukariotyczny czynnik
inicjacji translacji 4E (elF4E), enzym degradacji kapu DcpS oraz mRNA kap N7-guanino
metylotransferaza (N7-MTaza). Omowiono takze przyktad biatka oddziatujacego z
nukleotydami guanozynowymi, jakim jest transglutaminaza Il. Kolejny rozdzial stuzy
przyblizeniu zasad dziatania metod eksperymentalnych stosowanych w projekcie doktorskim, z
naciskiem na metody spektroskopowe. Opisano takze metody syntetyczne stosowane w celu
otrzymania modyfikowanych nukleotydow. W rozdziale ,Badania wtlasne” zostaly
zaprezentowane najwazniejsze wyniki uzyskane w projekcie doktorskim. Scharakteryzowano
kolejne opracowane metody biofizyczne, przeznaczone do badan wigzania kap—elF4E, kap—
DcpS, degradacji kapu katalizowanej przez DcpS oraz reakcji N7—metylacji katalizowanej przez
N7-MTaze. Omowiono takze wyniki uzyskane w ramach wspolpracy z grupg dr Markusa
Pietscha z Uniwersytetu w Kolonii, wtaczajac w to wyniki otrzymane w trakcie stazu odbytego
przez Autorke. Pokrotce opisane zostaty takze wyniki, ktére Autorka uzyskata w innych
projektach prowadzonych w Laboratorium Chemii Bioorganicznych (sondy MST, ekscymerowe,
FRET). Ostatnia cze$¢ wynikow obejmuje proby opracowania sondy molekularne;j,
przeznaczonej do oznaczania stezenia bialek wigzacych kap w oparciu o pomiary zmian
parametrow elektrycznych. Ta czgs¢ pracy w duzej mierze zostata wykonana w pod opieka prof.
dr hab. Andrzeja Wysmotka w Zaktadzie Fizyki Ciata Stalego, Wydziatu Fizyki UW. W ostatniej
cze$ci pracy zostalty przedstawione szczegdty wykonanych eksperymentéw: synteza analogow
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nukleotydow, charakterystyka spektroskopowa oraz badania oddziatywan z biatkami. Jesli nie
okreslono inaczej rysunki wystepujace w pracy stanowig opracowanie wlasne Autorki.

Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy sa przedmiotem 10 publikacji naukowych w
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym 2z dziedziny chemii i biologii, w tym 7 $cisle
zwigzanych z tematem rozprawy oraz 3 bedace efektem wspdipracy w realizacji innych
projektow. Ponadto Autorka wielokrotnie prezentowata wyniki na konferencjach
mi¢dzynarodowych i krajowych w postaci komunikatow ustnych (2 w jezyku angielskim i 3 w
jezyku polskim) lub plakatow.

16



Publikacje zwiazane z tematem rozprawy

i)

Vi)

vii)

Direct High-Throughput Screening Assay for mRNA Cap Guanine-N7 Methyltransferase
Activity; Kasprzyk R., Fido M., Mamot A., Wanat P., Smietanski M., Kopcial M., Cowling
V. H., Kowalska J., Jemielity J.; Chem. Eur. J., 2020, 26(49), 11266-11275;

Exploring tryptamine-conjugates as pronucleotides of phosphate-modified 7-
methylguanine nucleotides targeting elF4E; Golojuch S., Kopcial M., Strzelecka D.,
Kasprzyk R., Baran N., Sikorski P. J., Kowalska J., Jemielity J.; Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 2020, 28(13), 115523,

Fluorescent Turn-On Probes for the Development of Binding and Hydrolytic Activity
Assays for mRNA Cap-Recognizing Proteins; Kasprzyk R., Starek B. J., Ciechanowicz S.,
Kubacka D., Kowalska J., Jemielity J.; Chem. Eur. J.; 2019, 25(27), 6728-6740;
N1-Propargylguanosine Modified mRNA Cap Analogs: Synthesis, Reactivity, and
Applications to the Study of Cap-Binding Proteins; Kopcial M., Wojtczak B. A., Kasprzyk
R., Kowalska J., Jemielity J.; Molecules, 2019, 24(10), 1899;

ExciTides: NTP-derived probes for monitoring pyrophosphatase activity based on
excimer-to-monomer transitions; Wanat P., Kasprzyk R., Kopcial M., Sikorski P. J.,
Strzelecka D., Jemielity J., Kowalska J.; Chem. Commun., 2018, 54(70), 9773-9776;
Exploring the potential of phosphotriazole 5' mRNA cap analogues as efficient translation
initiators; Walczak S., Sikorski P. J., Kasprzyk R., Kowalska J., Jemielity J.; Org. Biomol.
Chem., 2018, 16(36), 6741-6748;

Acetylpyrene-labelled 7-methylguanine nucleotides: unusual fluorescence properties and
application to decapping scavenger activity monitoring; Kasprzyk R., Kowalska J.,
Wieczorek Z., Szabelski M., Stolarski R., Jemielity J.; Org. Biomol. Chem., 2016, 14(16),
3863-3868.

Pozostale publikacije

i) Structural insights into the interaction of clinically relevant phosphorothioate mRNA cap
analogs with translation initiation factor 4E reveal stabilization via electrostatic thio-
effect; Warminski M., Kowalska J., Nowak E., Kubacka D., Tibble R., Kasprzyk R.,
Sikorski P. J., Gross J. D., Nowotny M., Jemielity J.; ACS Chem Biol; 2021,
zaakceptowana;

i) 7-Methylguanosine monophosphate analogues with 5'-(1, 2, 3-triazoyl) moiety: Synthesis
and evaluation as the inhibitors of cNIIIB nucleotidase; Kozarski M., Kubacka D.,
Wojtczak B. A., Kasprzyk R., Baranowski M. R., Kowalska J.; Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 2018, 26(1), 191-199;

iii)  Synthesis of Fluorophosphate Nucleotide Analogues and Their Characterization as Tools
for °F NMR Studies; Baranowski M. R., Nowicka A., Rydzik A. M., Warminski M.,
Kasprzyk R., Wojtczak B. A., Wojcik J., Claridge T. D. W., Kowalska J., Jemielity J.; J.
Org. Chem., 2015, 80(8), 3982-3997.

Patenty

1)  Fluorofosforanowe analogi konca 5 mRNA (kapu), sposob ich otrzymywania i

zastosowanie; Kowalska J., Jemielity J., Baranowski M. R., Nowicka A., Kasprzyk R.;
patent o numerze UOTT/498/2014, przyznany przez Urzad Patentowy RP (19.09.2017).

17


javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)
javascript:void(0)

Komunikaty ustne

i)

Development of binding and hydrolytic activity assays for mRNA cap-recognising proteins
using fluorescent turn-on probes; Summer School 2019: Nucleic Acid Chemistry &
Synthetic Biology, Wiirzburg, Niemcy (28.07-02.08.2019);

Opracowanie metod wysokoprzepustowych do badan bialek wigzgcych koniec 5° mRNA w
oparciu o fluorescencyjnie znakowane nukleotydy; 60. Zjazd PTChem i SITPChem,
Wroctaw, Polska (17-21.09.2017);

Molecular probes based on mRNA cap analogs labeled with pyrene as a tools for studies
on cap-binding proteins; IV International Conference of Biophysics Students, Krakow,
Polska (22—-24.05.2015);

Analogi konca 5° mRNA znakowane pirenem, jako sondy molekularne do badan biatek
wigzqcych kap; Sympozjum Mtodych Naukowcoéw Wydziatu Fizyki UW, Warszawa,
Polska (20.05.2015);

Synteza, wiasciwosci oraz potencjalne zastosowania mononukleotydowych analogow
konca 5 mRNA znakowanych pirenem; 56. Zjazd PTChem i SITPChem, Siedlce, Polska
(16-20.09.2013).

18



I1. Przeglad literaturowy

II.1. Wstep

Informacyjny RNA (mRNA, ang. messenger RNA) rezprezentuje kopi¢ informacji
genetycznej, przepisywanej w procesie transkrypcji z DNA w postaci komplementarnej
sekwencji nukleotydow. Powstale w ten sposdb pre-mRNA zostaje poddane obrobce ko- i
postranskrypcyjnej, tzw. dojrzewaniu. Na matrycy dojrzalego mRNA w procesie translacji
syntetyzowany jest polimer aminokwasowy, stanowiacy pierwszorzedowa strukture biatka.
Cato$¢ procesow transkrypcja — translacja — biatko, odzwierciedlajacych przeptyw informacji
genetycznej, stanowi centralny dogmat biologii molekularnej. Koniec 5> mRNA (kap) bierze
udziat w wielu bardzo istotnych procesach biologicznych, niezbednych do wzrostu i
funkcjonowania komoérek. Mnogos$¢ biologicznych funkcji 5° kapu oraz jego zwigzek z
rozwojem i leczeniem wielu chorob sprawia, ze stanowi on interesujacy cel badan.

Jedna z najbardziej czulych technik pomiarowych oddziatywan biatko-ligand jest
spektroskopia fluorescencyjna. Dlatego tez znakowanie fluorescencyjne molekut biologicznie
czynnych jest czesto wykorzystywanym podejsciem do monitorowania ich oddziatywan z
biatkami. Uktad tego typu nazywany jest sondg molekularna, gdzie struktura liganda odpowiada
za specyficzno$¢ oddzialywania, a znacznik fluorescencyjny za generowanie mierzalnego
sygnatu analitycznego. Najprostszym zastosowaniem metod fluorescencyjnych jest pomiar
zmian intensywnosci fluorescencji (FLINT), zachodzacych trakcie procesu. Alternatywnym
podejsciem w wysokoprzepustowych pomiarach fluorescencyjnych jest metoda polaryzacji
fluorescencji (FP) oraz mikroskalowej termoforezy (MST).

W ponzszej cze$ci rozprawy doktorskiej omowiono wiasciwosci chemiczne kapu,
ktérych  konsekwencja  jest  specyficzno$¢  oddzialywah  biologicznych.  Ponadto
scharakteryzowano podstawowe procesy biologiczne z udziatem kapu ze szczegdlnym naciskiem
na biatka rozponajace koniec 5° mRNA. Przyblizono takze podstawowe zagadnienia zwigzane z
wykorzystaniem fluorescencji oraz nanomateriatow w badaniach oddziatywan ligand—bialko.

11.2. Znaczenie biologiczne konca 5’mRNA
11.2.1. Struktura i wlasciwosci konca 5> mRNA

Makroczasteczka mRNA posiada zlozona strukture, obejmujaca rozne obszary
nukleotydowe. Centralng cz¢$¢ sekwencji mRNA stanowi fragment kodujacy biatko, ktory z
dwoch stron otoczony jest obszarami 5’ i 3” niepodlegajacymi translacji (5 UTR i 3 UTR). Na
3’ koncu mRNA ulokowana jest sekwencja poliadenylowa, zwana koficem poli-A. Koniec 5’
mRNA eukariontow modyfikowany jest nietypowa struktura nukleotydowa, nazywana 5° kapem
(ang. cap — czapeczka). Struktura 5’ kapu zbudowana jest z 7-metyloguanozyny potgczonej
mostkiem 5°,5’-trifosforanowym z pierwszym transkrybowanym nukleotydem (kap O; Rys. I1.1).
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I1.2. Znaczenie biologiczne konca S’ mRNA

MRNA

5 3

5t [ 50 ISERERERRGRURERN = U | oiiA]

B,, B, — zasady azotowe
Kap 0: Ry, R, =H O OR;
Kap 1: R, =Me, R, = H O3
Kap 2: R, R, = Me

Rys. 11.1. Struktura konca 5 mRNA (kapu).

Kap 0 jest dominujaca forma wystepujaca u prostych eukariontow, m. in. drozdzy. W
przypadku wyzszych organizméw, w tym ludzi, czasteczki mMRNA posiadaja dodatkowa
metylacj¢ pozycji 2°-O pierwszego (kap 1) i drugiego (kap 2) transkrybowanego nukleotydu
(Rys. 11.1). Metylacja pozycji N7 i 2°-O, prowadzaca do otrzymania kapu 1, zachodzi w jadrze
komoérkowym, podczas gdy kap 2 powstaje w cytoplazmie. Pomimo roéznic w stopniu
zmetylowania kapow 0, 1 i 2 kluczowe funkcje biologiczne sa zasadniczo konsekwencjg N7—
metylacji 5’-terminalnej guanozyny oraz obecnosci ujemnie naladowanego tancucha 5°5°-
trifosforanowego. 2°-O metylacja pierwszego nukleotydu transkryptu (kap 1) jest jednym z
czynnikoéw umozliwiajacych odréznienie wtasnych mRNA od wirusowych. Receptory RIG-I i
MDAS5 oraz efektory IFIT1 i IFITS $ciezki sygnalizacji interferonu typu I specyficznie
odrozniajg RNA z kap 1 od pozostatych, przez co stanowig czg$¢ wrodzonego uktadu
odpornoéciowego, nakierowanego na obce RNA, nieposiadajgce whasciwej modyfikacji 5°.12)

W organizmie ludzkim wszystkie kapowane molekuty z poli-A posiadaja kap 0 i kap 1,
jednak tyko potowa zawiera kap 2. Przypuszczalnie kap 2 przyczynia si¢ do nasilenia translacji
poprzez zwigkszenie powinowactwa do rybosomow, badz powstaje dopiero po zwigzaniu mRNA
z rybosomem, stabilizujac transkrypt.¥] Niektore eukarionty, jak kinetoplastydy (wiciowce)
posiadaja mRNA z jeszcze wigksza iloscig 2’-O-metylowanych pierwszych nukleotydow
transkryptu, tworzac odpowiednio kap 3 i 4, a takze dodatkowa metylacje pierwszej i czwartej
zasady azotowej.[*]

Dodatkowa metylacja konica 5° mRNA, obecna w do 30% kapow, znajduje si¢ w pozycji
N6-adenozyny, bedacej pierwszym transkrybowanym nukleozydem.®l Takze 2’-O
metyloadenozyna (Am), moze ulec dalszej modyfikacji do N6, 2°-O-dimetyloadenozyny (mfAm).
Pierwszy transkrybowany nukleotyd mRNA wyzszych organizméw moze zawiera¢ Am, badz
mPAnm ale nie A lub m8A, gdyz ich mRNA posiada przynajmniej kap 1.1°! Transkrypty inicjowane
przez m8An sa bardziej stabilne od mRNA rozpoczetych innymi nukleotydami, co wynika ze
zwiekszonej odpornosci na degradacje przez enzym Dcp2. Za selektywna demetylacje pozycji
N6 opowiada biatko FTO (ang. fat mass and obesity-associated protein). Odwracalna metylacja
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i demetylacja Am w obrgbie struktury kapu umozliwia dynamiczny wplyw na stabilno$é
mMRNA."! Niedawno wykazano takze, iz rodzaj zasady azotowej pierwszego transkrybowanego
nukleotydu (A, G, C, U, m°A) oraz stopief jego metylacji maja wplyw na wydajno$¢ translacji
biatka, jednak w badaniach wykorzystujacych IVT mRNA (ang. in vitro transcribed mRNA) jest
on takze zalezny od stopnia czystosci mRNA oraz linii komérkowe;. !

Makroczasteczki mRNA, produkowane przez komorki prokariotyczne nie zawieraja
struktury kapu. Jednakze niedawno odkryto, ze bakterie oraz niektore organizmy wyzsze, w tym
drozdze, ro$liny oraz komorki ssakoéw produkuja takze RNA, zawierajagce NAD™ (dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy) na koncu 5° (Rys. 11.2).°1 Zidentyfikowano takze enzymy
odpowiedzialne za usuwanie NAD" z konca 5° RNA o aktywnoS$ci pirofosfatazy (np. NudC,
DX0).1% Znaczenie i funkcja NAD-RNA nadal pozostaje nieznana — przypuszczalnie moga one
by¢ zaangazowane w proces translacji. Transkryptom Arabidopsis zawiera NAD'-kapowane
transkrypty, ktore ulegaja splicingowi i1 poliadenylacji oraz moga wigzac si¢ z prowadzacymi
translacje polisomami.™!!

0] NH, O /
H,N X Nf NZN-N
2 | ; ~N | \>
N Q@ Q <N |N/) HZN)\\N N 2 92 9 B
0-P-0-P-0 o 0-P-0-P-0-P-0 o
o le} le} o (oX (oX O
OH OH O OH OH OH © OR
RNA RNA
NAD-RNA m’GpppX-RNA

Rys. 11.2. Poréwnanie kofica 5° RNA, zakoficzonego NAD i m’GpppX (X — pierwszy transkrybowany
nukleotyd, zawierajacy zasad¢ azotowg B oraz R = H lub CH3).

Metylacja w pozycji N7 guanozyny prowadzi do powstania tadunku dodatniego, ktéremu
czagsteczka kapu zawdzigcza unikalne wiasciwosci fizykochemiczne. Obecnos$¢ tadunku
dodatniego w pierscieniu 7-metyloguanozyny sprawia, ze kap moze w sposob specyficzny by¢
rozpoznawany przez biatka, na skutek tworzenia oddziatywan warstwowych z aminokwasami w
miejscu wigzacym. Poprzez oddzialywania z wieloma jadrowymi 1 cytoplazmatycznymi
biatkami kap bierze udziat w istotnych procesach biologicznych, takich jak dojrzewanie mRNA
(wzrost dokladnosci oraz wydajnosci splicingu!*?), transport nukleocytoplazmatyczny oraz
inicjacja translacji, a takze zwigksza stabilno$¢ transkryptu chronigc go przed dzialaniem
egzonukleaz.[*®l

N9-podstawiona 7-metyloguanina wystepuje w dwoch stanach protonacyjnych,
przyjmujac form¢ monokationowa w $rodowisku kwasowym oraz zwitterjonu (jonu
obojnaczego) w zasadowym, na skutek reakcji kwas-zasada protonu N1 (Rys. 11.3). Proces ten
opisuje stala rownowagi kwasowo-zasadowej Ka. Wartosci pKa obejmujg zakres 6,8-7,3, w
zaleznosci od ilosci grup fosforanowych oraz obecnosci drugiego nukleotydu. W temperaturze
30°C pKa 7-metyloguanozyny wynosi 6,8, m'GMP — 7,2, am’GTP i m’GpppA — 7,3.114

pK, = 6,8-7,3
O
g )I
: HN - >
R +H
Forma kationowa Zwitterjon (jon Obojnaczy)

Rys. 11.3. Rownowaga kwasowo-zasadowa N9-podstawionej 7-metyloguaniny.
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Alkilacja pozycji N7 guanozyny prowadzi do zmiany rozktadu gestosci elektronowe;j,
skutkujac ostabieniem wigzania glikozydowgo i spontaniczng depurynacja w $rodowisku
kwasowym.'>! Z kolei w warunkach alkalicznych pH > 8,0 pierscien imidazolowy ulega
rozpadowi. Jon hydroksylowy (OH") atakuje nukleofilowo pozycje C8. W efekcie powstaje
karbinoloamina z grupg hydroksylowg i protonem w pozycji C8 oraz wigzaniem pojedynczym
pomiedzy N7 i C8. Przegrupowanie elektronéw prowadzi do odksztatcenia i otwarcia pierscienia
imidazolowego (Rys. 11.4). (81 Otwarcie pierécienia moze nastgpowaé zaréwno poprzez rozpad
wiazania N7-C8, jak i C8-N9.[']

_ /
-~ N

8 —> \=0
*ﬁNgH x »

R - /
JEN%H NH
@ 4> o
)\ N OH )\ /_
Rys. 11.4. Sciezki rozpadu piericienia N9-podstawionej 7 metyloguanozyny w warunkach alkalicznych.

Kolejng unikalng cechg strukturalng nukleotydow 7-metyloguanozynowych jest
konformacja 3’-endo pier§cienia D-rybozy, podczas gdy w innych nukleotydach i nukleozydach
purynowych preferowana jest konformacja 2’-endo. Ponadto na skutek odzialywan
elektrostatycznych pomiedzy zasada azotowa (+) i tancuchem fosforanowym (-), m’G
nukleotydy preferuja konformacj¢ anti wokol wigzania N-glikozydowego oraz orientacjg
synclinical wokoét wigzania C4’-C5°, w ktorej atom tlenu 5°-O ulokowany jest ponad
pierécieniem cukrowym stabilizujac konformacje.['¥! Konformacja kapu jest kolejnym
czynnikiem istotnym w specyficznym oddziatywaniu z biatkami.

Deficyt elektronow w pierScieniu 7-metyloguanozyny umozliwia interakcje kapu z
innymi uktadami aromatycznymi poprzez oddzialywania warstwowe (stackingowe). Silne
wlasciwosci polaryzacyjne 7-metyloguanozyny sprawiaja, iz oddziatuje ona z molekutami tatwo
polaryzowalnymi, np. aminokwasami aromatycznymi (tryptofan, fenyloalanina i tyrozyna)!*®!
oraz pierécieniami indolowymi (tryptamina).[’®8 Oddziatywania warstwowe obecne sa takze
pomiedzy zasadami azotowymi kapu: 7-metyloguaning i zasadg pierwszego transkrybowanego
nukleotydu, np. m’GpppG.[2]

Nukleotydy 7-metyloguanozynowe, podobnie do innych nukleotydow, posiadaja
wlasciwosci absorpeyjne w zakresie §wiatla UV. Ksztalt 1 potozenie maksimoéw widma absorpcji
zalezy od stanu protonacyjnego m’G. Maksimum absorpcji formy monokationowej znajduje si¢
w 260 nm, natomiast zwitterjonu jest przesunigte hipsochromowo o 30 nm (Rys. 11.5A), a
intensywno$¢ pasma wzrasta. Ponadto m’G nukleotydy posiadaja stabe wiasciwosci
fluorescencyjne o wydajnosci kwantowej rzedu kilku procent.??l Pasmo emisji fluorescencji ma
maksimum w 370 nm i jest wrazliwe na czynniki zewnetrzne, w tym zmiany pH. Wzrost pH
powoduje zmniejszenie intensywnosci pasma fluorescencji uktadu wzbudzanego w punkcie
izozbestycznym form protonacyjnych (280 nm; Rys. IL5B). Wydajnos¢ kwantowa 7-
metyloguanozyny w pH 5,0 wynosi 1,5%, a w pH 9,2 spada do 0,3%.[2%1 Fluorescencja m’G
nukleotydow moze zanika¢ takze na skutek otwarcia pierscienia imidazolowego w warunkach
alkalicznych, badz odzialywan warstwowych.
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Rys. I11.5. A) Widma absorpcji formy kationowe;j (linia ciagla) i zwitterjonu (linia przerywana) N2, N2, 7-
trimetyloguanozyny w 20°C; B) Widma emisji (wzbudzanie w 280 nm — punkcie izozbestycznym
monokationu i zwitterjonu) 7-metyloguanozyny, zarejestrowane w buforach o réoznym pH w 20°C.
Rysunki zaczerpniety z pracy Wieczorek, et al. 1995.12%1

[1.2.2. Biosynteza kapu

Biosynteza kapu w komorkach eukariotycznych jest jednym z etapéw dojrzewania
mRNA, ktéry zachodzi kotranskrypcyjnie. Kapowanie jest pierwsza modyfikacja
transkrybowanego przez polimeraz¢ II RNA i zachodzi w jadrze komorkowym juz po
przytaczeniu 25-30 nukleotydow do powstajacego transkryptu.[?* 2° Proces ten obejmuje
aktywnos$¢ trzech enzymow. Pierwszy, RNA 5’-trifosfataza (TPaza) hydrolizuje wigzanie
pomiedzy o i p fosforanem w 5°—trifosforanie RNA. Nastepnie guanylylotransferaza (GTaza)
przenosi czasteczke GMP z GTP na koniec 5° RNA z utworzeniem Gppp—RNA. Lizyna
GTazy atakuje nukleofilowo o—fosforan czasteczki GTP, prowadzac do peknigcia wigzania o—f
pirofosforanowego oraz powstania kowalencyjnego produktu przejSciowego. Nastepnie
czasteczka GMP przenoszona jest na 5°—difosforan RNA (Rys. 11.6). Proces ten jest odwracalny.
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Rys. 11.6. Mechanizm reakcji guanylylotransferazy. Rysunek przygotowany na podstawie Ramanathan et
al. 2016.27
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Ostatnim etapem jest specyficzna metylacja guanozyny w pozycji N7 przez mRNA kap
N7—guanino metylotransferazg (N7-MTazg), ktora przenosi grupe metylowa z S-adenozylo-i-
metioniny (SAM) na Gppp—kapowane RNA z jednoczesnym uwolnieniem S-adenozylo-t-
homocysteiny (SAH). Mechanizm ten jest zachowany u wszystkich organizméw
eukariotycznych i obemuje substytucje nukleofilowa Sn2 z czasteczka SAM pelniacg role
elektrofila dostarczajacego grupe metylowa oraz pozycja N7 guaniny, jako nukleofilem (Rys.
11.7).128] Katalityczny mechanizm wymaga zblizenia przestrzennego substratow oraz wlasciwa
orientacje N7—nukleofilu kapu wzgledem S-CH3; w SAM.[?

NH, NH,
NH,* NHg*
-00C </N |\)N 00c 4 |\)N
. NN N~ N7
0 /\(,S o (0] pH3 S 1)
N HsC k 7J N* k }
TS OH OH TS OH
PN PN OH
HNT N7 N SAM HNT NN SAH
R R
Gppp-RNA m’Gppp-RNA

Rys. 11.7. Mechanizm substytucji nukleofilowej procesu N7—metylacji.

Otrzymana w ten sposob struktura kapu 0 moze zosta¢ poddana dalszym metylacjom w pozycji
2’-0 pierwszego 1 kolejnych transkrybowanych nukleotydéw. Synteze kapu 1 katalizuje enzym
mRNA kap 2’-O-metylotransferaza (2°-O-MTaza), dla korego donorem grupy metylowej
rowniez jest czasteczka SAM (Rys. 11.8).

TPaza
pprIIIIIIII\I\I\IIII pr'I'l'l'm'l'!'l'H'm'!'l'r+ o]

GTaza

EpG + ppXrrrrrrrrrerrrrrree GpppX rrerererrrrrrerTT
N7-MTaza
SAM + GpPpPpX T m’GpppX rrerrrrerrerererr + SAH
2'0-MT:
SAM + m’GpppX Trrerrrrrrrrrrre 22 mIGpppX,, +SAH

Rys. 11.8. Schematyczne przedstawienie etapow biosyntezy kapu (E — enzym).

Powszechnie uwazano, ze proces kapowania RNA zachodzi jedynie w jadrze
komorkowym. Jednak komorki eukariotyczne posiadaja takze pulg niekapowanego mRNA w
cytoplazmie, w formie informacyjnej rybonukleoproteiny mRNP (ang. messenger
Ribonucleoprotein) w P-ciatach (ang. P-bodies), w ktorych to odbywa si¢ kapowanie,
poliadenylacja oraz przechowywanie mRNA.B W komoérkach ludzkich kostniakomigsaka U-2
OS cytoplamatyczny kompleks zawierajacy kinaze 5’-monofosforanu RNGTT oraz biatko
adaptorowe Nckl, odpowiadaja za rekaping RNA.FY Rekaping cytoplazmatyczny
przypuszczalnie reprezentuje mechnizm aktywacji-reaktywacji mRNA, ktory wspomaga
regulacje syntezy biatek.

Istniejg takze inne mechanizmy kapowania konca 5° RNA, czesto stosowane przez
wirusy.?l Wirusy eukariotyczne kapuja swoje mRNA, aby zamaskowaé je przed rozpoznaniem
przez wrodzony uktad odpornosciowy oraz zwiekszy¢ ekspresje biatek patogennych.*¥ Niektore
wirusy wykorzystuja enzymy gospodarza by kapowa¢ swoje mRNA (np. adenowirusy i
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herpeswirusy),i?® 34 podczas gdy inne koduja swoje wiasne biatka kapujace. Te ostatnie
wykorzystuja mechanizmy kapowania analogiczne do organizméw eukariotycznych lub
korzystaja z mechanistycznie odrebnych $ciezek.®® Przykltadowo N7-metylotransferaza
alfawirusow przenosi grupe metylowa bezposrednio do molekuty GTP z utworzeniem m’GTP,
ktore jest wprowadzane na koniec 5’mRNA (Tabela II.1).F?1 Niesegmentowane wirusy
negatywnego sensu wiaczaja GDP zamiast GMP do konca 5° mRNA w trakcie biosyntezy
kapu.*®! Rabdowirusy zamiast GTazy formujacej przejsciowy kompleks z enzymem i
kowalencyjnie przytaczong molekuta GMP posiadaja enzym RNA:GDP
polirybonukleotydotransferaze (PRNTazg), ktéra tworzy kowalencyjne wigzanie z
monofosforanem na koncu 5’ wirusowego RNA (Tabela II.1). Enzym transferuje nastgpnie 5°-
monofosforan RNA na molekule GDP tworzac Gppp—RNA, dalej modyfikowane do kapu O i
1.136: 37 Istniejg takze wirusy, ktore bezposrednio pobieraja kap z mRNA gospodarza w procesie
zwanym cap snatching. Wirus grypy posiada polimeraze RNA RdRp, bedaca kompleksem trzech
biatek, w tym polimerazy PA (ang. polymerase acidic protein), odcinajacej pierwszych 10-15
nukleotydow od kapowanego RNA gospodarza, ktore nastgpnie sg wykorzystywane do
rozpoczecia transkrypcji wirusowej.®®l Totiwirusy drozdzowe L-A i L-BC stosuja jeszcze
bardziej bezposrednie podejscie cap snatching. Wirusowe biatko Gag (zblizone do GTazy
kanonicznego mechanizmu kapowania) odcina czasteczke m’GMP z mRNA gospodarza,
formujac kowalencyjny produkt przejéciowy histydylo-m’GMP. Nastepnie m’GMP przenoszone
jest kotranskrypcyjnie na 5’-difosforan RNA wirusowego transkryptu.*°]

Tabela I1.1. Rodzaje mechanizmow biosyntezy kapu.

Kanoniczny (eukarionty wyzsze, niektore wirusy eukariotyczne jak wirus Vaccinia lub chlorowirus)

RNA Trifosfataza RNA Guanylylotransferaza RNA (guanozyno-N7) RNA (nukleozydo-2'-0-)
(RNAza) (GTAza) Metylotransferaza (N7MTaza) Metylotransferaza (2'OMTaza)

pPPPNPRNA ——_ ppNpRNA ——_ GpppNpRNA ——> m’GpppNpRNA ——> m’GpppN,,pRNA
{\ r\ r\ (Kap©) (\ Kap 1)
p GTP pp SAM SAH SAM SAH

Kaping cytoplazmatyczny (komoérki ssacze, przypuszczalnie takze inne eukarionty wyzsze,
swidrowce)

Kinaza cytoplazmatycznego RNGTT cytoplazmatycznego Nieznany
kompleksu kapujacego kompleksu kapujacego

prRNA{—\> ppNpRNA (4\2' GpppNpRNA r—\:' m’GpppNpRNA
(Kap 0)
ATP  ADP GTP pp SAM SAH

Sciezka kapowania GDP RNA (niesegmentowane wirusy negatywnego sensu)

NTPaza PRNTaza 2'OMTaza N7MTaza

7
Gppp {—\> Gpp {—\> GppprNpRNA{—\>GpppNz’omprRNA ﬁ m GpppNz-Ompr(RNA

Kap 1)
P pppNpNpRNA pp SAM SAH SAM SAH

Sciezka kapowania m’GTP RNA — nsP1 w alfawirusach (alfawirusy ss(+)RNA, np. wirus
chikungunya, wirus Sindbis)

N

p m’GpppNpNpRNA

N7MTaza w nsP1 (Kap 0)

m’GTP pp
VS

SAM SAH

pppNpRNA ppNpRNA Gtazaw nsP1

GTP
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Preintermediat enzym-pRNA (ss(-)RNA rabdowirusy, np. wirus wscieklizny)

RPNTaza w biatku L RPNTaza w biatku L N7/2'0-MTaza w biatku L

m’GpppApRNA

) (Kap 0)

pppApRNA{—\> RPNTaza pApRNA—>{\ GpppApRNA {ﬁ"\ m’GpppA, pRNA
(Kap 1)

pp GDP RPNTaza SAM SAH GpppAmpRNpA

Cap snatching — kapowane 5° RNA gospodarza jako starter transkrypcji (segmentowane ss(-)RNA
wirusy, np. wirus grypy, ortomyksowirusy)

Endonukleaza PA RdRp
w kompleksie z RdRp

m7GpppRNA_>m’GpppNuz_n;?f m’GpppRNA

gospodarza gospodarza wirusowe
Matryca

wirusowego RNA

Cap snatching — przeniesienie molekuty m’GMP z mRNA gospodarza na wirusowe RNA (totiwirus
drozdzowy L-A i L-BC)

GTaza

m’GpppRNA———=_> GTaza-m’GMP ——=—> m’GpppRNA
Y Y

gospodarza wirusowe
PPRNA ppRNA GTaza

gospodarza wirusowe

U ssakoéw pierwsze dwa etapy kapowania katalizowane sa przez bifunkcyjny enzym
kapujacy CE (ang. Capping Enzyme), posiadajacy aktywnos$¢ zarowno 5’°-trifosfatazy, jak i
guanylylotransferazy.[? Ludzka mRNA kap N7-guanino mertylotransferaza (RNMT) jest
biatkiem jadrowym, zbudowanym z domeny katalitycznej oraz domeny N-koncowe;j.*) Domena
N-koncowa nie jest wymagana do aktywnosci katalitycznej, ale odpowiada za wigzanie biatka
RAM (ang. RNMT-Activating Miniprotein), ktore stabilizuje katalitycznie optymalng strukture
RNMT (Rys. 11.9).[4 Pokswirusy (w tym wirus Vaccinia oraz wirus afrykanskiego pomoru $win
ASFV) koduja trzyfunkcyjny enzym kapujacy mRNA, posiadajacy wszystkie trzy aktywnos$ci
enzymatyczne — TPazy, GTazy i N7-MTazy.> %2l Enzym kapujacy wirusa Vaccinia VCE (ang.
Vaccinia Capping Enzyme) jest biatkiem heterodimerycznym, sktadajacycm si¢ z dwoch
podjednostek: D1, odpowiedzialnej za aktywno$¢ oraz D12 stymulujacej wigzanie substratu
przez D1 (Rys. 11.9).1% Podjednostka D12 oddziatuje z domena D1 o aktywnosci N7—guanino
metylotransferazy indukujagc zmiany konformacyjne niezbedne do wydajnej katalizy.[*]
Mechanizm kapowania u koronawiruséw (CoV) wciaz nie jest znany. Przypuszczalnie stosuja
mechanizm zblizony do alfawiruséw, badz kanoniczng $ciezke kapowania.[*s! Aktywnosé N7—
MTazy zostala zidentyfikowana w biatku nspl4 wirusa cigzkiej ostrej niewydolnosci
oddechowej SARS (ang. Severe Acute Respiratory Syndrome). 461

Jedng z najlepiej scharakteryzowanych N7-MTaz jest enzym Ecml z pasozyta
Encephalitozoon cuniculi. Ecml jest najmniejsza ze znanych N7-MTaz, przez co czgsto
stosowany jest, jako biatko modelowe (Rys. 11.9).14l Biatko to jest rowniez znane ze zdolnosci
do transferu grup wigkszych niz metylowa, co pozwala na modyfikowanie pozycji N7 kapu np.
bioortogonalnymi grupami funkcyjnymi, jak allilowa, alkinowa lub azydkowa, ktére moga by¢
dalej wykorzystane w znakowaniu fluorescencyjnym (addycja Michaela lub reakcja ,,click™) w
celu obrazowania mRNA w komérkach (Rys.11.10).[4% 49
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VCE (wirus Vaccinia) Ecm1 (E. cuniculi) RNMT-RAM (Homo sapiens)

TPaza GTaza N7-MTaza N7-MTaza N7-MTaza

D1 RNMT

SIS v 1)

100 AA
[ |

Rys. 11.9. Poréwnanie struktur N7—metylotransferaz VCE (kod PDB 4CKB), Ecm1 (kod PDB 1RI1) i
RNMT-RAM (kod PDB 5E8J). Dtugos¢ fragmentow strzatki jest proporcjonalna do ilosci aminokwasow
(AA) w sekwencji.
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Rys. 11.10. A) Schematyczne przedstawienie zastosowania znakowania RNA w pozycji N7 kapu z
uzyciem enzymu Ecml; B) Schemat reakcji transferu grup metylowej (a), allilowej (b), pent-2-en-4-
ynylowej (c), 4-azydobut-2-enylowej (d) i 4-winylobenzylowej (e) w pozycje N7 dinukleotydu GpppA.
Rysunek zaczerpnieto z pracy Holstein et al. 2016.!

[1.2.3. Dojrzewanie mMRNA

Po przytaczeniu struktury kapu na koncu 5> mRNA, przeprowadzane sg kolejne etapy
procesu dojrzewania: poliadenylacja i splicing. Eukariotyczne mRNA w wiekszo$ci posiadajg na
koncu 3’ sekwencje do 250 nukleotydéw adenozynowych, ktore nie sa kodowane przez DNA.
Za proces przylaczenia adenozyn do konca 3’ transkryptu odpowiada niezalezna od matrycy
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polimeraza poli-A (PAP). Polimeraza wchodzi w sktad wielobiatkowego kompleksu, ktory wigze
si¢ w miejscu sekwencji sygnatowej poliadenylacji (u ludzi najczgsciej AAUAAA) oraz rejonu
bogatego w GU (Rys. 11.11). Inng sktadowa kompleksu stanowi czynnik specyficznos$ci cigcia i
poliadenylacji CPSF (ang. Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor), ktory katalizuje
ciecie mRNA migdzy 10, a 30 nukleotydem od jego miejsca wiazania.[® Czynnik stymulacji
ciecia CSTF (ang. Cleavage Stimulation Factor) oraz czynniki cigcia CFI (ang. Cleavage Factor
I; CFIm i CFlIm) zwigkszaj selektywno$¢ wigzania kompleksu z RNA.BY Po przecieciu mRNA
polimeraza poli-A przytacza kolejne podjednostki AMP, ktérego zrodtem sg czasteczki ATP. Po
wlaczeniu odpowiedniej liczby nukleotydow adeninowych polimeraza przestaje by¢ zwigzana z
CPSF, co skutkuje terminacja poliadenylacji. Warto jednak pokresli¢, iz nie wszystkie
eukariotyczne mRNA posiadaja ogon poli-A. Przykladem sa mRNA kodujace biatka
histonowe. 2]

| CSTF| CSTF

. P

Q;Flm CFlm | CPSF

i s N S s

5 U-rich/UGUA AAUAAA [ U-/GU-ric! 3
W Pre-mRNA

Cleavage site

RNA Polymerase ||

Rys. 11.11. Biatkowy kompleks odpowiedzialny za przeprowadzenie poliadenylacji konca 3> mRNA.
Rysunek zaczerpniety z pracy Erson-Bensan, et al. 2016.°!

Poliadenylacja jest $cisle zwigzana z terminacjg transkrypcji. Czynnik CPSF oddziatuje
z czynnikiem transkrypcyjnym TFIID juz w trakcie inicjacji transkrypcji. Nastgpnie
przemieszcza si¢ wzdluz matrycy razem z polimeraza RNA II, az do momentu wykrycia
sekwencji sygnatowej poliadenylacji.’*! Ponadto ogon poli-A jest miejscem wigzania biatka
PABP (ang. Poly(A)-Binding Protein), ktore petni szereg ro6znych funkcji, takich jak stabilizacja
transkryptu oraz inicjacja translacji. Biatko PABP oraz kap dzialaja synergistycznie,
wzmacniajac translacje biatek.[*]

Sekwencja genu eukariontéw jest zbudowana z fragmentow kodujacych — eksonow oraz
niekodujacych — introndéw, ktore przepisywane sa na sekwencje transkryptu. W trakcie
dojrzewania pre-mRNA do mRNA dochodzi do usunigcia intronéw oraz taczenia eksonéw w
procesie zwanym splicingiem (sktadaniem), ktory w duzej mierze zachodzi kotranskrypcyjnie. >l
Splicing jest katalizowany przez spliceosom, bedacy wielosktadnikowym kompleksem do pigciu
matych jadrowych rybonukleoprotein SnRNP (ang. small nuclear Ribonucleoprotein) oraz ponad
stu biatek. Istnieja takze przestanki, sugerujace udzial chromatyny w splicingu.® Spliceosom
rozpoznaje granice migdzy intronem, a eksonem oraz przeprowadza reakcje transestryfikacji, w
ktorej usuwane sg introny i tgczone eksony. Jest to proces dwuetapowy, rozpoczynajacy si¢ od
ataku nukleofilowego grupy 2’OH pierwszego nukleotydu okreslonego podczas przylaczenia
spliceosomu, na grupe 5° fosforanowa pierwszego nukleotydu intronu tworzac produkt
przejsciowy (reakcja I na Rys. I1.12). Nastgpnie grupa 3’OH uwolnionego eksonu,
poprzedzajacego wycinany intron przeprowadza atak nukleofilowy na 5’-fosforan pierwszego
nukleotydu za intronem w miejscu 3’ splicingu wraz z uwolnieniem intronu (reakcja Il na Rys.
11.12).0581
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Eksony nie zawsze tgczone sg w kolejnosci wystepowania w sekwencji genu. Mozliwo$¢
taczenia eksonow w roznej kolejnosci nazywana jest alternatywnym splicingiem. Dzigki
istnieniu alternatywnych $ciezek sktadania transkryptu z jednego genu moze powsta¢ wiele
réznych mRNA, co stanowi jedno ze zrédet réznorodnosci proteomu.>%

Splicing oraz poliadenylacja mMRNA zwigzane sg z mechanizmem kontroli jakosci kapu.
W komorkach ssakow trzyfunkcyjne biatko DXO/Dom3Z o aktywnosci pirofosfohyrdolazy i 5°
do 3’ egzonukleazy, odpowiada za dekapowanie niemetylowanego kapu (GpppX) oraz dalsza
degradacje RNA. Ograniczenie ekspresji genu (ang. gene knockdown) DXO/Dom3Z skutkuje
zwigkszeniem poziomu mRNA niezawierajgcych N7-metylowanego kapu, wadliwym
splicingiem pierwszego 1 kolejnych intronow oraz wadliwym cigciem miejsca 3’
poliadenylacji.®®! Wynik ten dowodzi, ze N7—-metylacja kapu, splicing mRNA i poliadenylacja
sg ze sobg powigzane.

Ekson Intron Ekson
M’GpppX TEFrrrrrrerrrrrrT GU TrrTPrrITTRRrTTTT A PP AG TETTTRITTITIRTTT

M’GpppX TEEFETTTTTTTTTTTT A T AG TR

Rys. 11.12. Schematyczne przedstawienie mechanizmu splicingu.

I1.2.4. Transport do cytoplazmy

Dojrzaty transkrypt komoérek eukariotycznych ulega translacji w cytoplazmie. W tym celu
mRNA musi zosta¢ przetransportowane przez pory jadrowe z wnetrza jadra komodrkowego.
Funkcje ta pelni jadrowy kompleks biatkowy wigzacy kap CBC (ang. Cap-Binding Complex),
bedacy niezbednym czynnikiem ekspresji genu, integrujacym procesowanie RNA, transport
nukleocytoplazmatyczny oraz translacjg. Kompleks CBC skiada si¢ z dwoch polipeptydow,
ktorych nazwy zwigzane sg z ich masg czasteczkowg: Cbp20 (ang. Cap-binding protein) o masie
20 kDa oraz Cbp80 o masie 80kDa. Biatko Cbp20 jest niestabilne bez podjednostki Cbp80 i1 nie
wystepuje w postaci monomeru.'®t] Kompleks CBC wiaze kap tuz po transkrypcji w jadrze
komoérkowym. Wigzanie odbywa sie synergistycznie z udzialem obydwu polipeptydow,®?
jednak to Cbp20 posiada miejsce wiazace strukture kapu.[® Rola Cbp80, ktorego struktura jest
wysoce uporzadkowana, jest indkucja zmiany konformacyjnej Cbp20, prowadzacej do zwigzania
konca 5 mRNA. Obydwie podjednostki dodatkowo wigzag RNA poprzez domeny RRM (ang.
RNA-Recognition Motif). CBC odpowiada za transport nukleocytoplazmatyczny mRNA oraz
snRNA, ktére rozrézniane sg na podstawie dlugosci tancucha nukleotydowego i maja inny
mechanizm transportu. W przypadku transkryptéw mRNA (powyzej 300 nukleotydow) CBC
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stymuluje transport oddziatujac z Aly/REF, bedacego elementem wielobiatkowgo kompleksu
TREX (ang. Transcription Export complex).[® TREX z kolei oddziatuje z receptorem eksportu
MRNA TAP.[]

Kompleks CBC pelni takze wiele kluczowych funkcji w post-transkrypcyjnym
procesowaniu RNA. Bierze udzial miedzy innymi w procesowaniu konica 3’ pre-mRNA, 6]
splicingul® oraz stabilizuje MRNAI® (Rys. 11.13). Po przeniesieniu mRNA przez pory jadrowe
CBC moze bra¢ udzial w pierwszej rundzie translacji. Mechanizm tego procesu nie jest
calkowicie wyjasniony, jednak zidentyfikowane zostato biatko CTIF (ang. CBC-dependent
Translation Initiation Factor), ktore jest zaangazowane w pierwszg runde translacji, jednak nie
bierze udziatu w standardowej procedurze translacji.®”! Przejscie od pierwszej rundy do modu
standardowego jest regulowane przez importyny. Do importyny a oddziatujacej z Cbp80,8!
przytacza si¢ importyna P, ktora promuje dysocjacje mRNA od CBC.[*] Proces translacji zostat
szczegdtowo scharakteryzowany w kolejnym rozdziale.

(U)o
(L)
e @5
Transcription end processing

o : ()
@Grs2) miRNA | ¢ copgo Yo 5| mRNA @D A
Cbp80 biogenesis & stability Cbps0 \’ i @
mediated decay Pionee!
of translation 5
Cbp80.

r round
@
U snRNA export mRNA export

Rys. 11.13. Schematyczne przedstawienie funkcji CBC. Rysunek zaczerpni¢to z pracy Gonatopoulos-
Pournatzis, et al. 2014.%%

11.2.5. Inicjacja translacji

Makroczgsteczka mRNA jest matryca, na ktorej syntetyzowany jest lancuch
aminokwasowy w procesie zwanym translacja. Proces ten zachodzi w cytoplazmie, gdzie
podjednostki rybosomu rozpoznajg 1 odszyfrowujg matryce mRNA w cyklu obejmujacym fazy
inicjacji translacji, elongacji oraz terminacji. Pierwszy etap — inicjacji translacji, jest etapem
limitujacym szybko$¢ catej translacji oraz najczestszym celem jej kontroli.' Inicjacja translacji
rozpoczyna si¢ po utworzeniu kompleksu preinicjacyjnego: tRNA (Met-tRNA), mRNA oraz
rozdzielonych podjednostek rybosomowych 40S i 60S, tworzacych rybosom 80S. Proces ten
[1.14). Jednym z nich jest specyficzne rozpoznanie 5’ kapu przez heterotrimeryczny kompleks
bialkowy elF4F. Centrum kompleksu stanowi biatko elF4G wiazace dwa kolejne czynniki
inicjujace: elF4A — helikaze¢ RNA umozliwiajaca zwigzanie rybosomu oraz jego przejscie
wzdhuz 5° UTR w kierunku kodonu inicjujacego, oraz eIFAE bezposrednio odpowiedzalne za
rozpoznanie i zwigzanie strukturu kapu. Przytaczenie kompleksu elF4F do konca 5° mRNA jest
dodatkowo wspomagane przez ogon poli-A na koncu 3’ poprzez biatko PABP (ang. Poly-A-
Binding Protein). Obydwa kofice mRNA tworza zamknigta petle mRNA, stymulowang
oddziatywaniem elF4G—-PABP.
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Oddziatywanie elF4E—elF4G jest : .l.‘km
istotnym elementem kontroli translacji. @ g
Biatko eIF4G oddzialuje z cIF4E (8 .' '
fragmentem jedynie 15 aminokwasow.!"! / tenary complex
Kilka innych bialek zawierajacych '\\\ CR—
podobny motyw moze konkurowaé o f’mmp’"
miejsce wigzace z elF4G, kontrolujac w &9 \
ten sposob  przylaczenie mniejszej N
podjednostki rybosomu. Przykladem sa i
biatka 4E-BP (ang. 4E-Binding Protein),
ktore wiazg si¢ z elF4E prowadzac do
inhibicji translacji. Proces zwigzania 4E-
BP jest kontrolowany przez fosforylacje.

Hipofosforylowane 4E-BP silnie wigza si¢ = - «m - )
z elF4E, natomiast fosforylacja 4E-BP "o,

. . . . . : AUG scanning )
prowadzi do ostabienia 0dlea1ywan1a.[72] 485 pre-initation AUG recognition \ g~

Za fosforylacje 4E-BP odpowiada kinaza e gm’G(;A o
biatkowa seryny/treoniny mTOR (ang. wh A ;.
mammalian Target Of Rapamycin). b4
Bialko mTOR bezposrednio lub posrednio “ /
poprzez kinaze S6K prowadzi do
fosforylacji wielu bialek zaangazowanych
w inicjacj¢ translacji, w tym elF4G. Sosiinaton mPIEX v
Czynniki wzrostu oraz mitogeny promuja (A)nj‘?ip A AAA
inicjacje translacji przez a'1'<tywaCJQ mTQR Rys. 11.14. Schematyczne przedstawienie inicjacji
prowadzacg do sekwencji fosforylacji w translacji u Ekuaryota. Rysunek zaczerpnieto z pracy
sciezce sygnalizacyjnej PI3K/Akt lub schmidt et al. 2016.173
RAS/MAPK. "4

W normalnych warunkach komoérkowych mRNA rywalizuja o dostgp do kompleksu
elF4F, a konkretnie elF4E bezposrednio wigzacego strukturg kapu. Czasteczki mRNA
zawierajace krotki, nieustrukturyzowany region 5° UTR nazywane sa silnymi mRNA (ang.
strong MRNAS) i ulegaja efektywnej translacji nawet w niskich st¢zeniach eIF4E. Silne mRNA
zwykle koduja biatka niezbgdne do utrzymania podstawowych funkcji komérkowych, tzw.
housekeeping genes. Stabe mRNA posiadaja dtugi, ustrukturyzowany region 5° UTR i sg bardziej
wrazliwe na zmiany st¢zenia elF4E. Miedzy innymi zawierajg one protoonkogeny oraz geny
kodujace biatka regulatorowe wzrostu, np. czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego VEGF
(ang. Vascular Endothelial Growth Factor), a takze cykling D1, surwiwine i c-myc.[’4 Zaleznosé
wydajnosci translacji od st¢zenia eIF4E silnych i stabych mRNA zaprezentowano na Rys. 11.15.
Wydajnos¢ translacji silnych mRNA szybko osigga maksimum w niskich stezeniach wolnego
elF4E. Wzrost stezenia elF4E prowadzi do nieproporcjonalnego nasilenia translacji stabych
MRNA. Ze wzgledu na to, ze koduja one zwykle biatka regulujace wzrost komorki nasilona
ekspresja moze znaczaco wplyna¢ na biologi¢ komorki prowadzac do transformacji i
nowotworzenia.

Poziom biatka elF4E moze by¢ zwigkszany na rézne sposoby, obejmujace zwigkszong
ekspresj¢ elF4E, zmniejszong ekspresj¢ 4E-BP lub zwigkszona fosforylacj¢ 4E-BP na skutek
hiperaktywacji ~ wewnatrzkomorkowych  $ciezek  sygnatowych  (PI3/Akt/mTOR  lub

subunit joining
elF release

elongation
—_—
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RAS/MAPK). Komoérki nowotworowe wykazujg aktywacje S$ciezek sygnalowych,
prowadzacych do fosforylacji 4E-BP oraz moga takze posiada¢ zredukowang ekspresje 4E-BP.
Ponadto czesto charakteryzuja si¢ nadekspresja eIF4EUS — podwyzszony poziom eIF4E zostat
zidentyfikowany miedzy innymi w nowotworach piersi,l’® gtowy i szyi,l’"! krtani i gardta,l’®
pecherza moczowego,[” prostaty,® jelita grubego,® ptuc,®? szyjki macicy® oraz w
chtoniakach.®¥l Rola eIF4E w nowotworzeniu sprawia, ze biatko to jest waznym celem
terapeutycznym. Istnieje wiele podejs¢ terapeutycznych nacelowanych na eIF4E,
wykorzystujgcych mate czasteczki, antysensowne RNA lub terapie genowe.
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Rys. 11. 15. Wzgledna wydajnos¢ translacji silnego i stabego mRNA w funkcji st¢zenia biatka elF4E.
Rysunek zaczerpnieto z pracy de Benedetti et al. 1999.[6]

Inhibitory translacji oparte o struktur¢ kapu silnie wigzace si¢ z ¢IF4E takze moga
posiada¢ wlasciwosci przeciwnowotworowe. W rozpoznaniu kapu przez eIF4E posredniczg dwa
tancuchy boczne tryptofanéw Trp56 1 Trpl102 tworzac tzw. kanapkowy kompleks warstwowy
(Rys. 11.16). Ponadto kompleks kap—cIF4E stabilizowany jest poprzez trzy wigzania wodorowe
z karboksylanami Glu103 i -NH Trp102 (tfancuch gtowny) oraz oddzialywania van der Waalsa
pomigdzy grupg N7-metylowa 1 Trpl66. Lancuch fosforanowy tworzy mostki solne oraz
wigzania wodorowe z —NH Trpl02 (z posredniczacymi czasteczkami wody), pierScieniami
indolowymi Trpl66 oraz tancuchami bocznymi Argll2, Lys162 i Argl57. Struktury
krystalograficzne mysiego elF4E z m’GDP lub m’GpppG w kieszeni wiazacej zaprezentowano
na Rys. 11.16.8]

A Ghu-103
-
%
\ Lys-206 e
Tep-166 ~

) Arg112
Lys162 Lys-162 f

Rys. 11. 16. Kompleks A) m’GDP i B) m’GpppG z biatkiem eIF4E w oparciu struktury krystalograficzne
(kod PDB 1EJ1). Wigzania wodorowe, mostki solne i oddziatywania van der Waalsa oznaczono liniami
przerywanymi wraz z dlugoéciag w A. Czasteczki wody przedstawiono w postaci fioletowych kulek.
Fragmenty elF4E odlegle od kapu o < 4A zostaty dodatkowo oznaczone sferami. Rysunek zaczerpnieto
z pracy Niedzwiecka et al. 2002.°]
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11.2.6. Degradacja mRNA

Czas polttrwania makroczasteczki mRNA jest krotki — od kilku minut w komodrkach
bakteryjnych, do kilku godzin w eukariotycznych, umozliwiajac regulacj¢ ekspresji genow oraz
nadajac elastycznos¢ transkryptomowi. Degradacja eukariotycznych mRNA zachodzi wedlug
kilku r6znych mechanizmow. Przede wszystkim proces degradacji moze by¢ zalezny lub
niezalezny od deadenylacji konca 3’. Przyktadowo ssaczy mRNA c-fos oraz kilka drozdzowych
mRNA nie ulega degradacji, dopoki ogon poli-A nie ulegnie skroceniu.’”] Wymagana dtugosé
poli-A po skroceniu rdézni si¢ pomi¢dzy organizmami i wynosi 25-60 nukleotydéw adeninowych
u ssakow oraz 10-12 u drozdzy. Wykazano, ze u ssakow euakriotyczny czynnik inicjacji
translacji elF4E inhibuje dekaping in vitrol®® oraz, ze mRNA zawierajace syntetyczne struktury
kapu, ktore maja wyzsze powinowactwo do eIF4E sa bardziej stabilne in vivo.[] Wynik ten
sugeruje, ze elF4E chroni kap przed dostepem enzymdw dekapujacych.

Nastepny etap degradacji mRNA moze zachodzi¢ dwoma $ciezkami, w zaleznosci od
kierunku degradacji (Rys. 11.17). Na $ciezce 5°—3’ kompleks enzymatyczny Dcpl/Dep2
katalizuje hydrolize 5’ kapu pomiedzy a i B fosforanem z uwolnieniem czasteczki m’GDP.
Pozostajacy monofosforylowany koniec 5’ jest poczatkiem degradacji catego mRNA przez 5'—
monofosforano-zalezng 5°—3’ egzonukleaze Xrnl. Za dekapping na $ciezce 5°—3” obok
Dcpl/Dcep2 moze odpowiadac takze enzym Nudtl16.

Innym sposobem degradacji eukariotycznych mRNA jest $ciezka 3°—5°, na ktorej
wielosktadnikowy kompleks biatkowy zwany egzosomem degraduje mRNA od konca 3°,
zostawiajac strukturg kapu oraz fragment kilku nukleotydow. Rdzen egzosomu stanowi struktura
sze$ciocztonowego pierécienia, do ktérego przylaczone sa biatka.®¥ Kap jest nastepnie
degradowany przez enzym DcpS (ang. Decapping Scavenger enzyme), ktory hyrolizuje wigzanie
pirofosforanowe pomiedzy B i y fosforanem z uwolnieniem czasteczki m’GMP.

5 3

M’ GpPPX T T T T T T T T TTTT T AAAAA
Degradacja5’ - 3’ Degradacja3’ - 5’
Dcpl/Dcp2 Egzosom
Nudt 16
GO PPX T T AARAA M GPP X PP PP T -
| ’
A
DcpS
Xrnl

m’GpppX TrrTT

|

PPX TPFTT  +m/GMP
T T T T [ ] Tr

Rys.11.17. Schematyczne przedstawienie $ciezek degradacji mRNA w komoérkach eukariotycznych.

Biatko Dcp2 jest glownym enzymem dekapujacym mRNA w komérkach.®l Jego
aktywnos$¢ jest wzmacniana poprzez asocjacj¢ z podjednostka Dcpl, zachodzaca z udzialem
dodatkowego czynnika Edc4.®2l Dcp2 jest czlonkiem nadrodziny biatek Nudix, ktore
odpowiadaja gldwnie za hydroliz¢ niewielkiego zakresu substratow, ztozonych z difosforanu
nukleozydu.®®! Jest to ewolucyijnie zakonserwowana rodzina biatek, zawierajaca motyw ztozony
z sekwencji GXsEX7REUXEEXGU, gdzie U to aminokwas hydrofobowy, a X to dowolny
aminokwas, formujacy cze$¢ uniwersalnego miejsca katalitycznego hydrolizy difosforanu. Dcp?2
1 Nudt16 sg jedynymi ssaczymi biatkami Nudix, ktére sg zdolne do dekapingu mRNA, a proces

33



I1.2. Znaczenie biologiczne konica S’mRNA

ten jest zalezny od obecnosci jonoéw metali.l®*! Enzym Dcp2 akceptuje substraty mRNA
zawierajgce wyrazng strukture petli zlokalizowana w obrebie pierwszych 10 transkrybowanych
nukleotydow. [

Enzym dekapujacy DcpS, aktywny na $ciezce degradacji 3°—5’, jest cztonkiem rodziny
pirofosfataz HIT, wykorzystujacych triade histydynowa do niezaleznej od obecnosci jondw
metali hydrolizy kapu, w wyniku, ktorej powstaje m’GMP oraz 5’—difosforan RNA (pp—
RNA).®l Enzym DcpS, w przeciwienstwie do Dcp2, nie akceptuje kapowanych mRNA,
zawierajacych wigcej niz 10 nukleotydéw.®® Biatka HIT przyjmuja forme¢ homodimeru poprzez
formowanie antyrownolegtej B—kartki, zawierajacej 10 nici. Kazdy protomer zawiera miejsce
aktywne wigzania nukleotydu, koordynujace z jego wigzaniem pirofosforanowym w mostku
oligofosforanowym przez trzy histydyny motywu HIT — H268, H277 i H279 (Rys. 11.18A).[°7]
Na podstawie struktur krystalograficznych DcpS z analogami kapu stwierdzono, ze przyjmuje
on form¢ asymetrycznego dimeru, w ktérym jeden proteom tworzy kompleks DcpS—kap w
otwartej, nieaktywnej katalitycznie konformacji, a drugi w konformacji zamkni¢tej i aktywnej
katalitycznie, roznigcej si¢ od kompleksu otwartego przesunieciem 30A domeny N-kofcowej
(Rys. 11.18B). Tyrozyna 273 takze odgrywa istotng role w wigzaniu kapu i przyjmuje ona t¢ sama
konformacj¢ w zarowno otwartym, jak 1 zamknigtym stanie DcpS, tworzac oddzialywania van
der Waalsa z 7-metyloguaning. Jednak sam proces wigzania kapu prowadzi do obrotu Y273 o
90°.[%81 Zmiany potozenia Y273 w formie DcpS zwigzanej i niezwigzanej z kapem prowadza do
zmiany oddziatywan takze z innymi aminokwasami.

)

® @ ® @
Rys.11.18. A) Fragment struktury biatka DcpS w kompleksie z m’GpppG (kod PDB: 1ST0) ze zblizeniem
na miejsce wiazace ligand, z zaznaczong triadg histydynowa oraz tyrozyna 273; B) Przedstawienie
struktury dimeru DcpS (protomer A — rézowy, zamknigty, protomer B — niebieski, otwarty); C)
Schematyczne przedstawienie dimeru DcpS w kompleksie z kapem lub krotkim kapowanym mRNA.
Rysunki na panelach B i C zaczerpnigto z pracy Gu, et al. 2004.14

W trakcie wigzania substratu, hydrolizy oraz uwolnienia produktow enzym DcpS
przechodzi znaczne zmiany konformacyjne. Przebieg cyklu, w ktorym dimer DcpS katalizuje
degradacj¢ kapu zostal przedstawiony na Rys. I1.18C. Gdy jeden z monomeréw ma konformacje
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zamknieta, wymusza przyjecie przez drugi konformacji otwartej, umozliwiajacej zwigzanie
krotkiego kapowanego mRNA. Gdy mRNA jest degradowane do odpowiedniej dlugos$ci strona
otwarta zamyka si¢ na strukturze kapu, umozliwiaja¢ drugiemu protomerowi uformowanie
produktywnego miejsca aktywnego poprzez wymuszenie otwarcia uprzednio zamknigte]
konformacji i w ten sposob pozwalajac na uwolnienie produktéw m’GMP i pp—-RNA. Po
oddyfundowaniu produktéw rozpoczyna si¢ kolejny cykl zwigzania krotkiego mRNA,
zamkniecia, hydrolizy, otwarcia i uwolnienia produktéw degradacji 5° kapu.l®¥

Enzym DcpS odgrywa wazng role w schorzeniu, jakim jest rdzeniowy zanik migsni SMA
(ang. Spinal Muscular Atrophy). Jest to choroba genetyczna, spowodowana mutacja lub delecja
obydwu kopii genu SMN1, kodujacego biatko SMN (ang. Survival Motor Neuron). Schorzenie
objawia si¢ degeneracja neurondw ruchowych rdzenia kregowego, co prowadzi do hipotonii i
ostabienia mig¢$ni. Posta¢ choroby zalezy od zmienno$ci liczby drugiej kopii genu — SMN2,
produkujagcego mRNA, w ktorym splicing nie zaszedl prawidlowo (alternatywny splicing) i
doprowadzit do delecji ostatniego eksonu. Produkcja pelnego transkryptu genu SMN2 moze
wynosié¢ od 10% do 50%.1°° Niski poziom biatka SMN umozliwia rozwéj zarodkowy jednak nie
jest wystarczajacy do utrzymania przezycia neuronéw ruchowych rdzenia kregowego. W
ostatnich latach odkryto, ze C5—podstawione chinazoliny zwigkszaja ekspresj¢ genu SMN2
dwukrotnie. Stosujac radioznakowang C5—podstawiong sondg chinazolinowg enzym DcpS zostat
zidentyfikowany, jako potencjalne biatko wigzace sonde. C5—podstawione chinazoliny inhibuja
takze aktywnos$¢ DcpS, a stopien inhibicji koreluje ze stopniem indukcji promotora SMN2.[100
Zwiazanie inhibitora sprawia, ze DcpS pozostaje w otwartej, nieaktywnej katalitycznie
konformacji. Powigzanie enzymu DcpS z SMA sprawia, ze jest on celem terapeutycznym, a jego
inhibitory potencjalnymi lekami w terapii przeciwko SMA.

I1.3. Biatka zwigzane z metabolizmem konca 5 mRNA

Biatka bioragce udziat w biosyntezie oraz wigzace 5’ kap odgrywaja wazne role
regulatorowe w ekspresji genow i czgsto stanowig cel terapeutyczny. W niniejszym rozdziale
scharakteryzowano trzy wybrane biatka metabolizujace koniec 5° mRNA: eukariotyczny czynnik
translacji eIF4E, enzym dekapujacy DcpS oraz mMRNA kap N7—guanino metylotransferaze (N7—
MTaza), odpowiedzialng za specyficzng metylacj¢ pozycji N7 Gppp—RNA. Zaprezentowane
zostaly metody literaturowe stosowane do badan tych biatek, a takze zidentyfikowane inhibitory
ich aktywnosci.

11.3.1. elF4E

Eukariotyczny czynnik inicjacji translacji eIF4E jest elementem kompleksu inicjujacego
translacj¢ bezposrednio odpowiedzialnym za wigzanie struktury kapu. W rozdziale 11.2.5 opisano
role biatka elF4E w nowotworzeniu — jego zwigkszone stezenie jest charakterystyczne dla
komoérek nowotworowych. Moze by¢ ono spowodowane nie tylko nadekspresja elF4E, ale takze
zmniejszong ekspresja lub zwigszkong fosforylacja 4E-BP.

W literaturze opisanych jest kilka podej$¢ nakierowanych na obnizenie ekspresji lub
aktywno$ci biatka eIF4E. Jednym z nich jest zastosowanie specyficznych dla elF4E
antysensownych oligonukleotydow ASO (ang. Antisense Oligonucleotide). Wprowadzone do
komorek ASO specyficznie wigzg si¢ z mRNA kodujacym elF4E, prowadzac do zahamowania
ekspresji biatek regulowanych przez elF4E (np. VEGF, cykliny D1, c-myc), apoptozy oraz
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zapobiegania tworzenia struktur przypominajgcych naczynia przez komorki $rodbtonka.
Wykazano, ze podanie dozylne ASO obniza ekspresj¢ eIF4E w ludzkich ksenoprzeszczepach
(ang. human xenograftis), a takze znaczaco hamuje wzrost guza.l'*®l Oligonukleotydy ASO
rozpoznaja konkretne mRNA 1 hybrydyzujac indukuja jego degradacje przez RNaz¢ H. ASO
drugiej generacji zbudowane sg z 20 nukleotydow i zawierajag na swoich koncach pige¢ 2-
metoksyetylo—-modyfikowane zasady azotowe otaczajace pozostatych 10 nukleotydow 2’-
deoksytiofosforanowych, dzigki czemu ich powinowactwo do mRNA, odpornos¢ na nukleazy
oraz czas pottrwania w tkankach zostaty poprawione (Rys. 11.19A).

Kolejnym podej$ciem obnizenia aktywnosci eIF4E jest zaadresowanie procesu wigzania
elF4E—eIF4G, ktory jest niezbedny do inicjacji zaleznej od kapu translacji. Wigzanie zachodzi
na powierzchni eIF4E przeciwleglej do miejsca wigzania kapu. Formowanie kompleksu elF4E—
elF4G jest regulowane przez konkurencj¢ o miejsce wigzgce w eIF4E pomiedzy elF4G i 4E-BP.
Poza 4E-BP jednym z najsilniejszych zidentyfikowanych zwigzkéw inhibujacych aktywnosé
elF4E poprzez zwigzanie w kieszeni wigzacej elF4G jest 4EGI-1 (Rys. 11.19B).1292 Zwigzek ten
wzmacnia aktywnos$¢ pro-apoptotyczng oraz hamuje wzrost wielu linii nowotworowych. Jego
dzialanie prowadzi do $mierci komodrek w liniach Jurkat oraz wielu komorkach szpiczaka, a takze
do obnizenia proliferacji linii nowotworu pluc AS549.1%1  Innym przyktadem
maloczagsteczkowego inhibitora interferujacego z elF4G jest 4EIRCat (Rys. 1V.19B),
prowadzacy do zahamowania translacji.['® Wykazano, ze glikozyd nasercowy Ouabaina (g-
Strofantyna) zaburza asocjacj¢ eIF4E—elF4G, przez co inhibuje proces translacji oraz reguluje
swoj whasciwy cel — czynnik transkrypcyjny regulowany hipoksja 1 HIF-1 (Rys.IV.19B).11051 w
komorkach raka prostaty zaobserwowano takze, ze alkohol perillylowy destabilizuje tworzenie
kompleksu elF4E—eIF4G hamujac proces translacji (Rys. 1V.19B).[106]
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Rys.11.19. A) Cztery sekwencje ASO specyficzne na elF4E, wykorzystane do redukcji elF4E w ludzkich
i mysich komérkach. Modyfikowane 2-metoksyetylo nukleotydy zostaty podkreslone;*% B) Przyktady
inhibitorow translacji, oddziatujacych z eIF4E w miejscu wigzania elF4G; C) Przyktady inhibitoréw
translacji oddziatujacych z eIF4E w miejscu wigzacym kap.

Inhibicje¢ translacji mozna wywota¢ na skutek oddziatywania inhibitora z eIF4E zaréwno
w miejscu wigzacym elF4G, jak 1 5° kap. Jednym z najbardziej znanych inhibitoréw tego
ostatniego jest rybawiryna, bedaca pochodng nukleozydu z 2,4-triazol-3-karboksyamidem w
miejscu zasady azotowej (Rys. 11.19C). Zaobserwowano, ze rybawiryna wigze si¢ z ¢lF4E z
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mikromolarnym powinowactwem, konkurujac z kapem. W rezultacie prowadzi to do
zahamowania transformacji onkogenicznej, w ktorej posredniczy elF4E, jak rowniez wzrostu
guza in vitro oraz in vivo.l’l Opracowano takze wiele analogow nukleotydow 7-
metyloguaninowych, silnie wigzacych si¢ z elF4E 1 prowadzacych do zahamowania translacji.
Przyktadem modyfikacji nukleotydowej jest substytucja nukleofilowa pozycji N7 guaniny (Rys.
11.19C). Monofosforan 7-benzyloguanozyny (bn’GMP) ma wysokie powinowactwo do elF4E i
blokuje wigzanie z kapem mRNA.I% Zwigzek ten dziala efektywnie w uktadach
niekomérkowych oraz zarodkach danio pregowanego (Danio rerio), jednak jego aktywnos¢ w
komorkach jest niska ze wzgledu na stabe przenikanie przez btong komorkows. Aby rozwigzad
ten problem zaprojektowano prolek (pronukleotyd), ktory moze przenika¢ blone i jest
aktywowany wewngtrz komorki. Prolek bedacy analogiem bn’GMP o nazwie 4Ei-1 (Rys.
I1.19C) zawiera grup¢ tryptaminowa, wprowadzong w obrebie amidofosforanu, ktory to
charakteryzuje sie niska toksycznoscia, wysoka rozpuszczalnoscia oraz stabilnogcia.[*%]

Projektowanie inhibitorow eIF4E oddziatujacych w obydwu miejscach wigzacych
(eIF4G i kapu) wykorzystuje informacj¢ o sile wigzania (powinowactwie) liganda do eIF4E. W
tym celu niezbedne sa metody biofizyczne, przy pomocy, ktorych mozliwe jest
scharakteryzowanie procesu wigzania biatko—ligand oraz wyznaczenie jego parametréw
fizycznych. Czgsto zdolnos¢ ligandéw do inhibicji translacji jest skorelowana ze stabilno$cig ich
kompleksu z elF4E.[®] Jedng z najszerzej stosowanych metod do badan biatka eIF4E jest
miareczkowanie biatka ligandem wraz z pomiarem zmian intensywnosci fluorescencji
tryptofanow w miejscu wigzagcym tsFQT (ang. time-synchronized Fluorescence Quenching
Titration).% W metodzie tej roztwor biatka o statym stezeniu umieszczany jest w kuwecie
kwarcowej, do ktérej w rownych odstepach czasowych dodawane sa kolejne porcje badanego
analogu kapu. Po kazdorazowym dodaniu liganda rejestrowana jest intensywnos¢ fluorescencji
tryptofanu (Zexc = 280-290 nm; Aem = 340-360 nm; Rys. 11.20A). Ze wzgledu na niskie wartosci
wydajnosci  kwantowej oraz molowego wspoélczynnika absorpcji tryptofanu pomiary
wykonywane sg w temperaturze 20°C. W ulepszonej metodzie w analizie danych uwzgledniono
takze poprawki na czynniki wplywajace na zmiany rejestrowanego  sygnalu
fluorescencyjnego.®®l  Przede wszystkim widma absorpcji oraz emisji analogéw kapu
(zawierajagcych 7-metyloguaning) 1 tryptofanu pokrywaja si¢ w pewnym zakresie, co
uniemozliwia selektywne wzbudzanie tryptofanéw biatka. Prowadzi to do zaburzenia plateau
stanu wysyconego, co przektada si¢ na btad w wyznaczeniu statej dysocjacji kompleksu. Zatem
analiza sygnalu wymaga uwzglednienia poprawek na rozcienczenie probki w trakcie
miareczkowania oraz interferencji mierzonego sygnatlu z emisjg kapu. W ten sposdb wyznaczane
stale asocjacji odzwierciedlajg rzeczywiste powinowactwo kapu do elF4E.

Kalorymetria jest kolejna technika biofizyczng uzyteczng w badaniach wigzania biatko—
ligand. Izotermiczna kalorymetria miareczkujaca ITC (ang. Isothermal Titration Calorimetry)
stosowana jest w ilosciowych badaniach termodynamicznych oddziatywan substancji w
roztworze. Stosujac ITC mozliwe jest wyznaczenie statej asocjacji kompleksu, a takze zmian
entalpii procesu (AH). Analiza van’t Hoffa pozwala na obliczenie takze swobodnej energii
Gibbsa (AG) oraz entropii (AS) procesu. W trakcie eksperymentu biatko jest miareczkowane
kolejnymi porcjami liganda, co powoduje uwolnienie lub pochtonigcie ciepta z otoczenia (w
zalezno$ci od typu procesu). Pomiar polega na rejestracji zmian mocy potrzebnych do
utrzymania tej samej temperatury w odniesieni do probki kontrolnej. W procesie
egzotermicznym temperatura probki rosnie wraz z dodawaniem porcji liganda, prowadzac do
spadku mocy.™U W rezultacie dane eksperymentalne zawieraja ostre sygnaty, z ktorych kazdy
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koresponduje z injekcja liganda. Przyktadowa krzywa miareczkowania biatka eIF4E3 (wariant
podrodziny) ligandem m’GDP wyznaczong metodg ITC zaprezentowano na Rys. 11.20B.
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Rys.11.20. Metody biofizyczne w badaniach wigzania kap—eIF4E. A) Krzywe wigzania m’GTP (kwadrat),
m’GpppG (otwarty kwadrat) i ms*?’GTP (koto) z eIF4E wyznaczone metodg tsSFQT (zaczerpnigte z pracy
Niedzwiecka et al. 2002(%); B) Krzywa wigzania m’GDP z elF4E3 wyznaczona metodg ITC
(zaczerpniete z pracy Osborne et al. 2013[112); C) Krzywa miareczkowania m’GMP z elF4E—elF4G
wyznaczona metoda SPR (zaczerpniete z pracy Visco et al. 20151%); D) Krzywa wigzania
kompetycyjnego m’GDP z elF4E-elF4G w obecnosci sondy ATTO-610-m’GDP, wyznaczona metoda
FP (zaczerpniete z pracy Visco et al. 2015[1131),

Nastepnym przyktadem metody biofizycznej stosowanej w badaniach biatek jest
powierzchniowy rezonans plazmonowy SPR (ang. Surface Plasmon Resonance). SPR to
zjawisko indukowanej $wiattem, rezonansowej oscylacji przewodzacych elektronow na granicy
materialdw o dodatniej i ujemnej przenikalnosci elektrycznej. Wykorzystuje ona metode
optyczng pomiaru zmian wspotczynnika zatamania w bliskiej odlegtosci powierzchni metalu,
ktora moze by¢ wykorzystana do monitorowania wigzania molekul z receptorem
immobilizowanym na tej powierzchni. Jesli czasteczki analitu oddziatujg z receptorem pojawia
sie mierzalna zmiana wspotczynnika zatamania przy powierzchni metalu.[**4 Metoda ta pozwala
na pomiary oddziatywan o wysokim powinowactwie z wykorzystaniem informacji o wzroscie
rozmiaru biatka na skutek utworzenia kompleksu z ligandem. W jednej z prac autorzy
przedstawili mozliwos¢ zastosowania SPR do wyznaczania statych powinowactwa analogow
kapu do kompleksu elFAE—elF4G.M1 Wykorzystano w tym celu oligonukleotyd
immobilizowany na powierzchni sensora pokrytego streptawidyng. W celu wyznaczenia stalej
asocjacji m’GMP do elF4E—eIF4G wykonano injekcje roztwordw zawierajacych biatka w statym
stezeniu wraz z rosngcymi ilosciami liganda (Rys. I1.20C).

W tej samej pracy opracowano takze metod¢ wyznaczania statych asocjacji ligandow do
elF4E z zastosowaniem fluorescencyjnie znakowanych analogéw kapu — ATTO-610-m’GDP i
ATTO-610-m’GpsG oraz pomiaréw polaryzacji fluorescencji FP (ang. Fluorescence
Polarization). Miareczkujgc roztwor sondy w stalym stezeniu biatkiem mozliwe jest
wyznaczenie statej dysocjacji kompleksu sonda—eIF4E, co objawia si¢ zwigkszeniem polaryzacji
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fluorescencji. Nastepnie w eksperymencie kompetycyjnym sondg¢ i biatko w stalym stezeniu
miareczkuje si¢ ligandem, ktérego powinowactwo ma zosta¢ docelowo wyznaczone,
wypierajagcym sonde fluorescencyjng z miejsca wigzacego prowadzac do obnizenia sygnatu FP
(Rys. 11.20D).[*%3 Wyboér dwoch roznych sond podyktowany byt ich réznym powinowactwem
do kompleksu elF4E—elIF4G. Dtuzszy tancuch fosforanowy zwieksza powinowactwo kapu do
elF4E, miedzy innymi na skutek oddzialywania z lizyng 209,111

Tabela 11.2. Charakterystyka metod literaturowych najczesciej wykorzystywanych w badaniach wigzania
ligandow z elF4E.

Metoda Zrédlo sygnalu Zalety Wady

— spadek czulosci

— precyzyjna metoda pozwalajgca na
wyznaczanie statych powinowactwa z

wygaszanie fluorescencji | duza doktadnoscia; ST O L

w

temperaturach  powyzej
20°C, ze wzgledu na staba

QT tryptofanu — hie wymaga stosowania znacznikow; N mter,ferenc] a. Z emisa
. , . . . | analogéw kapu;
— badanie bezposredniego Wwiazania 4 "
. L — nie jest metoda
liganda z biatkiem.
wysokoprzepustowa
(HTS).
— mozliwos$¢ precyzyjnego wyznaczenia
Zmiany mocv potrzebne stalej]  asocjacji oraz  parametrow | — wymagane duze ilosci
y yp . termodynamicznych wigzania (AH, AG, | biatka;
do utrzymania statej ) : .
ITC s AS); — nie jest metoda
temperatury probki w 4 - P
o .| —nie wymaga stosowania znacznikow; wysokoprzepustowa
odniesieniu do kontroli . 1 . .
— badanie bezposredniego wigzania | (HTS).
liganda z biatkiem.
zmiana wspotczynnika | —  umozliwia  badanie  tworzenia | — nie  jest metoda
SPR zalamania przy kompleksow 0 wysokim powinowactwie; | wysokoprzepustowa
powierzchni metalicznej; | — nie wymaga stosowania znacznikow. (HTS).
— konieczno$¢ stosowania
znacznikow
. . — brak interferencji  fluorescencji | fluorescencyjnych;
zmiana polaryzacji ; . S .
. - znacznika z naturalng emisja kapu; —  wigzanie  liganda
FP (anizotropii) : " L . .
J. — spetnia warunki wysokoprzepustowosci | posrednie, na  skutek
fluorescenciji . ;
(HTS). wypierania sondy

fluorescencyjnej
miejsca wigzacego.

z

11.3.2. DcpS

Enzym DcpS katalizuje hydroliz¢ 5’ kapu na $ciezce degradacji 3°—5’ z uwolnieniem
m’GMP. W rozdziale 11.2.6 zostata opisana rola inhibitorow DcpS — C5-podstawionych
chinazolin, w leczeniu schorzenia genetycznego, jakim jest SMA. Zwiazki te wykazujg zdolnos¢
do inhibicji DcpS silnie korelujaca z aktywacja promotora SMN2. Jednym z najsilniejszych
inhibitorow tego typu jest 2,6-dichlorobenzylo pochodna, znana pod nazwa RG3039 (Rys. 11.21).
Myszy z SMA traktowane RG3039 wykazywaty zalezny od dawki wzrost w przezywalnosci,
wadze oraz funkcjach motorycznych.[**] Efekt ten powiazano z poprawa dziatania neuronéw
ruchowych oraz ztagcza nerwowo-migSniowego, a takze funkcji i rozmiaru mieséni. Z tego
wzgledu RG3039 zostat wyselekcjonowany do dalszych prac w badaniach klinicznych. Moze on
takze znalez¢ zastosowanie we wspomaganiu juz istniejacych terapii opartych na
antysensownych oligonukleotydach, badz terapii genowych. Zwigzek RG3039 w roku 2012
przeszedt pierwsza faze testow Klinicznych, a zebrane dane wskazywaly na wysokie
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bezpieczenstwo stosowania wérdd zdrowych ochotnikéw.M71 W 2014 roku na konferencji Cure
SMA zaprezentowano wyniki, wedlug ktéorych RG3039 inhibuje 90% DcpS, jednak poziom
biatka SMN nie ulega zmianie. Zwickszenie poziomu biatka SMN zostato uznane za konieczne
W terapii, a sam RG3039 okazal si¢ by¢ nieefektywny u pacjentow z SMA, dlatego zawieszono
dalsze badania kliniczne.[*®!

N\\(NHZ N\\rNHz N\\rNHZ

cl N N F ON
t :CI : :F i :CI
RG3039 D156844
ICs = 90 nM ICso = 30 M ICso = 40 M

Rys.11.21. Struktury C5—podstawionych chinazolin, bedacych inhibitorami DcpS stosowanych w terapii
przeciwko SMA wraz z podanymi warto$ciami I1Cso.[t%

Analogicznie, jak w przypadku elF4E poszukiwania inhibitorow DcpS wymagaja
stosowania odpowiednich metod biofizycznych, pozwalajacych na monitorowanie reakcji
enzymatycznej lub wigzania ligand—biatko. Znakowanie substratu pierwiastkiem radioaktywnym
jest jedng z metod stosowanych w badaniach enzymu DcpS. Przykladem zastosowania metody
radioaktywnej jest degradacja analogu kapu m’G*pppG, zawierajacego 2P (czas poltrwania
14,29 dni).%! Produkty reakcji rozdzielane byty z uzyciem chromatografii cienkowarstwowej
TLC (ang. Thin-Layer Chromatography) z celuloza polietylenoiminowa (PEI). Na Rys. 11.22A
zaprezentowano postep degradacji m’G*pppG wizualizowany na ptytce PEI TLC w obecnosci
biatka DcpS z réznych frakcji oczyszczania. Im wigksza zawarto§¢ DcpS, tym wigkszy postep
reakcji, widoczny poprzez zmniejszenie intensywnosci prazka m’G*pppG oraz zwiekszenie
m’G*p. Na tym samym panelu przedstawiono wizualizacje ptytki PEI TLC z natozonymi
probkami m’G*pppG po inkubacji z DcpS oraz trzema innymi analogami kapu: m’GpppG,
m’GMP oraz m’GDP w rosnacych stezeniach. Kap m’GpppG jest substratem reakcji, zatem
konkuruje o miejsce wigzace stad tez wieksza ilo§¢ niezdegradowanego m’G*pppG. Produkt
reakcji m’GMP konkuruje z m’G*pppG podobnie do m’GpppG, natomiast m’GDP jest silnym
inhibitorem degradacji, nieulegajacym hydrolizie.[*?%

Kolejnym przyktadem klasycznej metody §ledzenia postepu degradacji kapu przez DcpS
jest rozdzial mieszaniny poreakcyjnej metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej W
odwroconych fazach RP HPLC (ang. Reversed-Phase High-Performance Liquid
Chromatography), w ktorej to zwiagzki ulegaja rozdziatowi ze wzgledu na hydrofobowosc.
Analizowane zwigzki oddziatuja ze ztozem kolumny, po czym wymywane sg gradientem
odpowiednio dobranego buforu. W przypadku nukleotydow najbardziej popularnym detektorem
jest detektor absorpcyjny, ze wzgledu na ich silng absorpcje promieniowania o dlugosci fali
okoto 260 nm. Analogi kapu posiadaja dodatkowo wiasciwosci fluorescencyjne, zatem
rejestracja intensywnosci fluorescencji zwigzkdw wymywanych kolejno ze zloza takze niesie
informacj¢ o postepie reakcji hydrolizy. Na Rys. 11.22B przedstawiono przyktadowe
chromatogramy RP HPLC, zarejestrowane dla mieszanin m’GpppG z DcpS po inkubacji 15, 30
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i 60-minutowe;j.*?! Postep reakcji moze byé obserwowany w miare zmniejszania intensywnosci
sygnalu m’GpppG oraz zwickszenia intensywnosci sygnatow m’GMP i GDP.

Testy immunoenzymatyczne ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
roOwniez sg stosowane w celu ilosSciowego oznaczenia powstajacego produktu reakcji. Mozna z
powodzeniem stosowa¢ je W badaniach degradacji kapu przez DcpS z wykorzystaniem analogu
kapu m’GpppA, znakowanego biotyna w pozycji N6 adenozyny. Test ELISA zostal
wykorzystany do charakterystyki inhibicji DcpS przez RG3039. Ilo$¢ powstajacego produktu
ADP(NG6)-biotyna oszacowano poprzez immobilizacje na ptytce pokrytej streptawidyng, a
nastepnie detekcje z uzyciem przeciwciata pierwszorzedowego ADP? oraz drugorzedowego
HRP-Goat anti-Mouse IgG inkubowanego z substratem TMB. Na tej podstawie zostala
wygenerowana krzywa inhibicji, obrazujaca ilos¢ powstajacego ADP(N6)-biotyna w obecnos$ci
rosnacych stezen inhibitora RG3039 (Rys. 11.22C).[17]

Kinetyke enzymu DcpS mozna takze bada¢ z uzyciem metod fluorescencyjnych. W
jednej z prac autorzy wykorzystali zdolnos¢ jondéw fluorkowych F~ do usuwania grup
tertbutylodimetylosililowych, ktore przylaczone do grup hydroksylowych fluoresceiny
wygaszaja jej fluorescencj¢. Enzym DcpS hydrolizuje analog kapu modyfikowany grupa
fluorofosforanowa (m’GMPF) z uwolnieniem jonu fluorkowego oraz m’GMP. Po dodaniu do
mieszaniny wygaszonej sondy fluoresceinowej jony fluorkowe powodujg wzrost intensywnosci
fluorescencji, zalezny od ich stgzgnia w mieszaninie. StosujaC opisang metode
scharakteryzowano szereg inhibitréw enzymu DcpS, gtéwnie nukleotydowych. 2L 1221
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Rys.11.22. Metody biofizyczne w badaniach enzymatycznej degradacji kapu, katalizowanej przez enzym
DcpS. A) Wizualizacja ptytki PEI TLC z reakcji degradacji m’G*pppG przez DcpS w roznych frakcjach
oczyszczania biatka, o zawartosci DcpS rosnacej od lewej do prawej. Ponizej przedstawiono wizualizacje
plytki PEI TLC z reakcji degradacji m’G*pppG w obecnosci trzech kompetytorow: m’GpppG, m’GMP i
m’GDP (zaczerpniete z pracy Liu et al. 2002%); B) Profile RP-HPLC, zarejestrowane po 15, 30 i 60
minutach od rozpoczecia inkubacji enzymu DcpS z m’GpppG (zaczerpnigte z pracy Wojtczak et al.
2018121); C) Krzywa inhibicja aktywnosci DcpS w ekstraktach biatkowych z mysich mozgow przez
RG3039 wyznaczona testem ELISA (zaczerpniete z pracy Meerbeke et al. 2013017); D) Schemat
dziatania metody fluorkowej w badniach kinetyki DcpS (zaczerpnigte z pracy Baranowski, Nowicka et
al. 201611221),
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Powinowactwo liganda do DcpS moze zosta¢ wyrazone w postaci statej dysocjacji, jesli
nie ulega on reakcji hydrolizy enzymatycznej w trakcie procesu. Obecnos¢ tryptofanow w
miejscu aktywnym enzymu oraz wygaszczanie ich fluorescencji w trakcie wigzania kapu
pozwala na zastosowanie metody tsFQT opisanej szczegblowo w rozdziale 11.3.1 (Rys.
11.23A).112%1 Interesujacym przyktadem metody badania powinowactwa ligandéw do enzymu
DcpS jest wykorzystanie matoczasteczkowych kowalencyjnych inhibitorow, reagujacych z
tyrozyna w miejscu aktywnym. Zwigzki te, zaprojektowane w oparciu o strukture inhibitora
D153249, zawieraly reaktywny fluorek sulfonylu SF (ang. Sulfonyl Fluoride) i inhibowaty
aktywnos$¢ DcpS z subnanomolarnym ICso. Analog podstawiony grupa SF w pozycji para oraz
zawierajacy dodatkowo grupe alkinowa (SF-pl-yne) zostal wykorzystany w badaniach wigzania
kompetycyjnego inhibitorow w eksperymentach komorkowych. W tym celu ludzkie komorki
jednojadrzaste krwi obwodowej PBMC (ang. Peripheral Blood Mononucleated Cells)
inkubowano z inhibitorem D156844 przez 2h, po czym traktowano je roztworem SF-pl-ynu, a
nastgpnie przeprowadzano liz¢ komorek oraz reakcje CuAAC z azydkiem biotyny. Stosujac
wychwyt DcpS przez streptawidyne oraz wizualizacj¢ analiza Western blot mozliwe byto
obliczenie densytometryczne ilosci DcpS (Rys. I11.23B).[*?41 Eksperyment ten umozliwit
wyznaczenie st¢zenia inhibitora D156844, w ktorym 50% miejsc aktywnych DcpS jest
obsadzone (tzw. OCsp) i wynosito ono 160 nM.
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Rys.11.23. Metody biofizyczne w badaniach wigzania kap-DcpS. A) Krzywe wigzania m’GDP z DcpS
wyznaczone metoda tsSFQT (zaczerpniete z pracy Wypijewska et al. 201212%); B) Western blot
wyizolowanych kompleksow DcpS z sonda SF oraz krzywa inhibicji D156844 uzyskana
densytometrycznie (zaczerpniete z pracy Hett et al. 2015024); C) Schematyczne przedstawienie metody
TR-FRET wykorzystujacej fluorescencyjng sond¢ Atto-DAQ oraz przeciwciato anty-His znakowane
terbem (zaczerpniete z pracy Xu et al. 201611?°)); D) Zastosowanie metody CETSA do badan inhibicji
DcpS przez inhibitor RG3039 (zaczerpnigte z pracy Xu et al. 201612),

Zjawiska fluorescencyjne takze z powodzeniem zaadaptowano do badan tworzenia
kompleksu ligand—DcpS w postaci metody czasowo-rozdzielczego rezonansowego transferu
energii Forstera TR-FRET (ang. Time-Resolved Forster Resonance Energy Transfer). Metoda
ta zosala zastosowana w eksperymentach kompetycyjnego wigzania RG3039 z uzyciem sondy
fluorescencyjnej Atto-DAQ. Znacznik fluorescencyjny Atto byt przylaczony do pierScienia
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piperydyny struktury inhibitorowej. Zjawisko FRET generowane bylo na skutek zwigzania
przeciwciata anty-His z his-tagiem wprowadzonym w strukture¢ DcpS, znakowanym terbem
(lantanowiec o whasciwosciach fluorecencyjnych). Zasade dziatania metody oraz schemat sondy
zaprezentowano na Rys. 11.23C.[%]

Ostatnim omawianym przyktadem metody badania powinowactwa inhibitorow do biatka
DcpS jest CETSA (ang. Cellular Thermal Shift Assay).'?6] W metodzie tej lizaty komorkowe
podgrzewane sg do r6znych temperatur, a obecno$¢ docelowego biatka we frakcji rozpuszczalnej
jest ilosSciowo wyznaczana technikg Western blot lub spektrometrig mas. W przypadku enzymu
DcpS metode CETSA wykorzystano poprzez potraktowanie komoérek badanym inhibitorem,
chronigcym biatko przed denaturacja pod wplywem temperatury. Nastepnie wykonano lize
komorek oraz analiz¢ Western blot rozpuszczalnej frakcji stabilizowanych biatek. Wplyw
roznych stezen inhibitora mozna oszacowa¢ w pojedynczej temperaturze wyznaczajac izoterme
wigzania technikg Western blot, odzwierciedlajagca obsadzenie DcpS przez inhibitor. Na Rys.
I1.23D przedstawiono krzywa wyznaczong metodg CETSA dla inhibitora RG3039.[12]

Tabela 11.3. Charakterystyka metod literaturowych najczgsciej wykorzystywanych w badaniach
oddziatywan ligandéw z DcpS.

Metoda Zrédlo sygnalu Zalety Wady

— dhugi czas analizy;

— konieczno$¢ separowania
produktéw reakcji (np. z
uzyciem TLC);

—  konieczno$¢  stosowania
znacznikow w postaci
pierwiastkow radioaktywnych;
— konieczno$¢  stosowania
ochrony przed szkodliwym
promieniowaniem;

—nie pozwala na obserwowanie
przebiegu reakcji w czasie
rzeczywistym.

Substrat znakowany | — prosta i czuta detekcja;
Radioaktywna | pierwiastkiem - znakowanie grupami
(kinetyczna) promieniotworczym, | identycznymi z  naturalnymi
np. 32P substratami.

— duze zuzycie materiatu;
— dtugi czas analizy;
Absorpcja substratow — kOl’llFbCZl’lOSC - separowan}a
. , . produktéw reakcji na kolumnie
RP HPLC i produktow reakeji, | e \wmaga  stosowania | RP:
. rozdzielanych na . ! .

(kinetyczna) kolumnie znacznikow. —nie pozwala na obserwowanie

. y przebiegu reakcji w czasie
chromatograficznej; - ,

rzeczywistym;

- nie jest metoda
wysokoprzepustowa (HTS).

—nie pozwala na obserwowanie

Fluorkowa lz?tensywno.s'.é — niskie zuzycie materiatow; prZEbieg.u re.akcji W G
(kinetyczna) uorescencyl -sondy — metoda HTS. rzeczy\7N|stym, .
fluoresceinowej — mM'GMPF jest stabym
substratem DcpS.
—nie pozwala na obserwowanie
Barwny produkt | — wysoka specyficznos$¢ | przebiegu reakcji w czasie
ELISA reakcji katalizowanej | oddziatywania antygen | rzeczywistym;
(kinetyczna) przez  przeciwciatlo | przeciwcialo; — przygotowanie przeciwciata
drugorzedowe — wysoka czutos¢. jest procesem pracochtonnym i

kosztownym;
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— niestabilno$¢ przeciwciat.

- precyzyjna metoda | —  spadek  czulosci @ w
pozwalajaca na wyznaczanie | temperaturach powyzej 20°C,
. statych powinowactwa z duza | ze wzgledu na staba emisje
tsFQT }’I\l%%:zézggi doktadno$cia; tryptofanu;

(wigzanie) ] — nie wymaga stosowania | — interferencja z emisja

tryptofanu . ’
znacznikow; analogow kapu;
—  badanie = bezposredniego | — nie jest metoda
wigzania liganda z biatkiem. wysokoprzepustowa (HTS).
— mozliwos¢  precyzyjnego
Zmiany mocy | wyznaczenia statej asocjacji oraz
potrzebne do | parametrow termodynamicznych C
. : . . ] — wymagane duze ilosci biatka;
. . utrzymania statej | wigzania (AH, AG, AS); : .

ITC (wigzanie) . . |- nie jest metoda
temperatury probki w | — nie  wymaga stosowania sokoprzepustowa (HTS)
odniesieniu do | znacznikow; Wy przep 4 '
kontroli —  badanie  bezposredniego

wigzania liganda z biatkiem.
Western blot . . . | — konieczno$¢ izolowania

Sondy wyizolowanego . p.o.zwala ha anahz‘? Wigzama zwigzanego z sonda Dbiatka

. . . | inhibitoréw w skomplikowanych i
kowalencyjne | DcpS, kowalencyjnie . . DcpS;
) . . uktadach biologicznych . .

SF (wigzanie) | zwigzanego z sonda i) — nie jest metoda
SF ) wysokoprzepustowa (HTS).

— wysoka czulo$¢;
Zmiany czasOw zycia | — mozna przystosowa¢ do

TR-FRET znacznikow, pomiarow HTS; - wymaga specjalnych

(wigzanie) tworzacych par¢ | — pomiary czasoworozdzielcze | urzadzen pomiarowych.
FRET (Atto i terb) zwykle  charakteryzujg  si¢

mniejszym sygnalem tla.
Western blot | — mozliwo$¢ badania inhibicji w
wyizolowanego zakresie od mM do fM;
CETSA biatka, — pozwala na analize wiazania | — mato informacji
(wiazanie) stabilizowanego  w | inhibitoréw w skomplikowanych | literaturowych oraz liczby
2 podwyzszonej uktadach biologicznych (lizaty, | celow molekularnych.

temperaturze poprzez
zwigzanie inhibitora

komorkach i tkankach);
— nie wymaga znakowania.

11.3.3. MRNA kap N7—guanino metylotransferaza

Enzym mRNA kap N7—guanino metylotransferaza (N7-MTaza) jest zaangazowany w
proces biosyntezy kapu i katalizuje reakcj¢ przeniesienia grupy metylowej z czasteczki S-
adenozylometioniny (SAM) w pozycje N7—guaniny Gppp—RNA. Prowadzi to do powstania
struktury kapu 0, ktora jest typowa dla prostych organizmow eukatiotycznych, jak drozdze i
ro$liny. mRNA wyzszych organizmow sg dodatkowo metylowane w pozycji 2°-O pierwszego
transkrybowanego nukleotydu przez mRNA kap 2’-O-metylotransferazg (2°-O-MTaze) z
utworzeniem kapu 1. Kap 1 jest markerem molekularnym, pozwalajacym na odréznienie mRNA
komorki od mRNA bakteryjnych lub wirusowych. Wrodzony system odpornosciowy potrafi
efektywnie odrézni¢ ppp—RNA 1 mRNA z kapem 0 (z zewnetrznych Zrddet) od endogennych
mMRNA z kapem 1 (lub kapem 2).1l Jednak niektore wirusy potrafia wykorzysta¢ maszynerie
kapujaca gospodarza lub koduja swoje wlasne biatka kapujace RNA w celu uniknigcia dziatania
systemu odporno$ciowego oraz zwigkszenia ekspresji biatek wirusowych.

U wielu wirusow, powodujacych choroby ludzi 1 zwierzat, zidentyfikowano biatka
zaangazowane w kapowanie RNA, wigczajac w to proces N7—metylacji guaniny. Mechanizmy
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wirusowego kapowania RNA szczegétowo oméwiono w rozdziale I1.2.2. Niektore wirusy
produkuja wielofunkcyjne biatka, ktore miedzy innymi odpowiedzialne sa za kapowanie RNA
(np. biatko L). Z kolei koronawirusy, posiadajace jeden z najwigckszych genomow, koduja
wyspecjalizowane biatka przeprowadzajgce jeden rodzaj metylacji (nspl4 — N7-metylacja,
nspl6/10 — 2°-O-metylacja). Zestawienie przyktadowych wirusow i ich biatek odpowiedzialnych
za etap N7—metylacji biosyntezy kapu przedstawiono w Tabeli 11.4.

Tabela 11.4. Zestawienie bialek odpowiedzialnych za metylacj¢ pozycji N7, zidentyfikowanych w
wirusach powodujacych procesy chorobotworcze.

Wirus N7-MTaza Choroba

Alfawirusy nsp1[t?7] Chikungunya
biatko L (Large structural

Rabdowirusy orotein)Lizs Wicieklizna
Paramyksowirusy biatko LI? Odra
Filowirusy biatko LI? Ebola, Choroba marburska
Pokswirusy D1l Ospa, Krowianka
Orbiwirusy VP4130] Choroba niebieskiego jezyka
Rotawirusy VP31l Zakazenia przewodu pokarmowego
Ortoreowirusy 3ol Lagodne choroby uktadu oddechowego i

przewodu pokarmowego
Denga, Gorgczka Zachodniego Nilu,
Goraczka Zika
Koronawirusy nsp14:34 SARS, MERS, COVID-19

Flawiwirusy ns5[t%

Lepsze zrozumienie procesu biosyntezy kapu wirusow moze dostarczy¢ nowych
pomystow na terapie przeciwwirusowe i utatwic¢ projektowanie lekow. W literaturze istnieja
przyktady N7—metylotransferaz wirusowych, bedacych potencjalnym celem terapeutycznym w
terapiach przeciwwirusowych.™*s! W tym celu niezbednymi narzedziami sa metody biofizyczne
umozliwiajgce badania inhibicji aktywnosci N7-MTazy. Ponadto aktywnos$¢ ludzkiej N7—
MTazy RNMT-RAM zostala niedawno powigzana z nowotworzeniem. Zaobserwowano, ze
redukcja aktywnosci komorkowego RNMT-RAM 0 50% w liniach komorek raka piersi prowadzi
do redukcji proliferacji i wzrostu apoptozy, podczas gdy wskaznik proliferacji
nietransformowanych komorek nabtonka sutka nie ulegat zmianie.™*® Z tego wzgledu inhibicja
aktywnosci ludzkiej N7—-MTazy RNMT-RAM takze stanowi obiecujacy cel w terapiach
przeciwnowotworowych.

W literaturze istnieje wiele przykladéw analogow SAM o wilasciwosciach inhibujacych
N7-MTazy. Najbardziej znanym jest sinefungina (Rys. 11.24), bedaca naturalnie wystgpujacym
nukleozydem purynowym. Jednak inhibitory tego typu moga by¢ niespecyficzne i dziata¢ na
wiele metylotransferaz wykorzystujacych czasteczke SAM, jako donor grupy metylowej, co z
kolei prowadzi do wysokiej cytotoksycznosci.l'*] Aby zwickszyé selektywno$é inhibitora
niektore podej$cia wykorzystuja specyficzne wlasciwosci kieszeni wiazacej. Przyktadem sa N6-
podstawione analogi SAH (Rys. 11.24), ktérych modyfikacje lokujg si¢ w przestrzeni powyzej
kieszeni wigzacej SAM, unikalnej dla flawawirusow.[!®] Badania przesiewowe istniejacych
bibliotek maloczasteczkowych zwiazkéw pod katem N7-MTaz wirusowych takze moga
przynies¢ interesujace rezultaty. Stosujac specjalnie zaprojektowang w tym celu metode
fluorescencyjng autorzy jednej z prac sposrod zwigzkéw zawartych w bibliotece Prestwick®
zidentyfikowali silny inhibitor N7-MTaz koronawirusoéw (naturalnie wystepujacy fenolowy
przeciwutleniacz — kwas elagowy; Rys. 11.24), powodujacych choroby SARS i MERS).[**]
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Rys.11.24. Struktury przyktadowych inhibitoréw N7-MTaz.

Najbardziej rozpowszechniong metoda monitorowania aktywnosci N7-MTazy jest
radioznakowanie grupy metylowej SAM trytem (3H), lub znakowanie substratu nukleotydowego
fosforem 32 (*?P). Podejscie to moze postuzy¢ do badan zaréwno N7-MTazy, jak i 2°-O-MTazy,
gdyz obydwa enzymy wykorzystuja molekute SAM. Reakcja prowadzona jest zwykle z
substratami, bedacymi ktérkimi fragmentami GpppX—RNA. IloSciowe oszacowanie grup
[®H]CHs przeniesionych na RNA wykonywane jest z uzyciem filtra DEAE (diaminoetanol), a
nastepnie detekcj¢ radioaktywnosci. Wykorzystujac radioznakowane RNA/nukleotydy
obserwowane sg zmiany zachodzace w substracie nukleotydowym. Przyktadowe plytki TLC po
inkubacji [*P]GpppA z bialkiem ns5 wirusa Denga o aktywnosci N7-MTazy i 2°-O-MTazy,
zaprezentowano na Rys. IL.25A. W pierwszej fazie do 10 min widoczny jest przyrost sygnatu
pierwszego produktu — m’GpppA, natomiast do 60 minuty produktem gléwnym jest m’GpppAnm.

Podobnie, jak w przypadku badan kinetyki DcpS takze w N7-MTazy moga by¢
charakteryzowane z uzyciem metody ELISA. Zostala ona zastosowana mi¢dzy innymi do badan
biatka nsP1 alfawirusa VEEV. mRNA alfawirusow jest kapowane mechanizmem
niekonwencjonalnym, w ktorym nsP1 katalizuje metylacj¢ N7 czasteczki GTP (N7-MTaza), a
nastepnie tworzy addukt z m’GMP (GTaza). Addukt ten jest wykrywany metodg ELISA poprzez
przeniesienie M’GMP-nsP1 na plytke, na ktérej m’GMP jest wykrywane z dodaniem
przeciwciata anty-msG/m’G oraz drugorzedowego przeciwciata sprzezonego z peroksydaza.[*40]

W jednej z prac autorzy zaprojektowali metod¢ fluorescencyjng, ktéra pozwala na
badania wszystkich metylotransferaz wykorzystujacych SAM.*U  Metoda FPIA (ang.
Fluorescence Polarization Immunoassay) polegata na zmianach polaryzacji fluorescencji
czasteczki SAH znakowanej fluoresceing, w trakcie kompetycyjnego wigzania z przeciwcialem
anty-SAH. Przed rozpoczgciem reakcji metylacji znakowany SAH jest zwigzany z
przeciwcialem, przez co mierzona polaryzacja fluorescencji przyjmuje wysokie wartosci.
Czasteczki SAH produktowane przez metylotransferaz¢ wypieraja znakowany SAH, na skutek,
czego polaryzacja fluorescencji maleje. Przykladowe krzywe wigzania kompetycyjnego
znakowanego SAH i SAH lub SAM zaprezentowano na Rys. 11.25B. Pomiary polaryzacji
fluorescencji mozliwe sa takze do =zastosowania w prostszych uktadach, w ktorych
fluorescencyjna czasteczka wypierana jest bezposrednio z miejsca wigzania enzymu
wirusowego. Molekute GTP znakowang BODIPY wykorzystano w metodzie badania wigzania
zwiagzkow z biatkiem flawiwirusowym ns5, posiadajacym kieszen wiazaca GTP.[142

Kolejna omawiana metoda wykorzystuje pomiary czasowo-rozdzielcze tworzenia par
FRET (TR-FRET) i zostata zastosowana do badan N7—MTaz koronawiruséw (biatko nsp14),
takich jak SARS-CoV i MERS-CoV.[¥ W pierwszym etapie substrat RNA jest inkubowany z
N7-MTaza, donorem metylu (SAM) oraz testowanym inhibitorem. W trakcie reakcji uwalniany
jest produkt SAH, ktéry konkuruje z SAH znakowanym d2 (znacznik fluorescencyjny; emisja
665 nm) o wigzanie z przeciwciatlem anty-SAH fluorescencyjnie znakowanym lumiO4-kryptatem
terbu (emisja 337 nm). Jesli SAH powstaje w trakcie inkubacji z N7-MTaza, oznacza to, ze
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przebiega ona w sposob niezakldcony i efekt FRET nie jest widoczny. Natomiast w obecnos$ci
inhibitora SAH-d2 nie jest wypierany z wigzania z przeciwcialem, dzigki czemu mozna
zaobserwowa¢ efekt FRET pomiedzy znacznikami. Ide¢ dziatania metody zaprezentowano na
Rys. 11.25C.

Bardziej skomplikowanym podejsciem do badan N7—MTazy koronawirusowej nsp14 jest
wykorzytanie komoérek drozdzy, bedacych bardziej zaawansowanym ukladem od
biochemicznych metod in vitro.™31 W tym celu plazmid zawierajacy gen drozdzowy kodujacy
metylotransferaz¢ Abdl (chromosomalny Abdl zostal usunigty), zastepowano plazmidem
eskpresyjnym, zawierajacym nspl4 badz ludzka N7-MTaze RNMT (Rys. I11.25D).
Wyselekcjonowane komorki produkujace biatko wirusowe lub ludzkie inkubowano nastgpnie na
ptytkach wielodotkowych z wybranym inhibitorem, po czym poprzez pomiar absorpcji w 595
nm okreslano gestos¢ optyczng komorek (wzrost).
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Rys.11.25. Metody biofizyczne w badaniach enzymatycznej N7-metylacji katalizowanej przez N7—
MTazy z réznych organizméw. A) Wizualizacja ptytki mieszaniny [*P]GpppA z ns5 wirusa Denga po
roznych czasach inkubacji (zaczerpnigte z pracy Lim et al. 201344)); B) Schemat dziatania metody FPIA
oraz krzywe wigzania kompetycyjnego SAH (czarny) i SAM (biaty) z SAH znakowanym fluoresceina,
do przeciwciata anty-SAH (zaczerpniete z pracy Graves et al. 2008141); C) Schemat dziatania metody
TR-FRET do badan N7-MTaz koronawiruséw (zaczerpnigte z pracy Aouadi et al. 20171%¥); D)
Wymiana plazmidow linii komoérek drozdzy na takie, zawierajace gen kodujacy N7—MTaze koronawirusa
nspl4 lub N7-MTaze ludzka. Na rysunku obok przedstawiono krzywe wzrostu komoérek drozdzy
produkujgcych rézne N7-MTazy (zaczerpnigte z pracy Sun et al. 201414%1),
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Tabela 11.5. Charakterystyka metod literaturowych najczeSciej wykorzystywanych w badaniach
oddziatywan ligandow z N7—MTaza.

Metoda Zrédlo sygnalu Zalety Wady
— dtugi czas analizy;

Substrat — prosta i czuta detekcja; | — koniecznos$¢ separowania produktow
znakowany — znakowanie grupami reakcji (np. z uzyciem TLC);
pierwiastkiem identycznymi z — konieczno$¢ stosowania znacznikow w

Radioaktywna | promieniotworczy | naturalnymi substratami; | postaci pierwiastkow radioaktywnych;
m, np. [*H]-SAM, | — pozwala na badania — koniecznos$¢ stosowania ochrony przed
[3?P]GpppX— wszystkich MTaz szkodliwym promieniowaniem;
RNA wykorzystujacych SAM. | — nie pozwala na obserwowanie przebiegu

reakcji w czasie rzeczywistym.

Zmiany FP SAH

— brak interferencji
fluorescencji znacznika z
naturalng emisja
substratow;

— konieczno$¢ stosowania znacznikow

FPIA znakowanego — mozna przystosowac do | fluorescencyjnych;
fluoresceing pomiaréw HTS; — wymaga stosowania drogich przeciwciat
— pozwala na badania
wszystkich MTaz
wykorzystujacych SAM.
: - — konieczno$¢ stosowania znacznikéw
— brak interferencji - :
. . fluorescencyjnych;
fluorescencji znacznika z : o , .
. . — wigzanie liganda posrednie, na skutek
FP Zmiana PP GTP- | paieigaiansis ierania sondy fluorescencyjnej z
BODIPY substratéw; Wwypleranta sondy YInes
. . miejsca wigzacego;
— mozna przystosowac do | _ magane wysokie powinowactwo
pomiarow HTS. wymagane Wysoxie p
sondy do miejsca wigzacego.
Zmiany czasOw — wysoka czulos¢; — konieczno$¢ stosowania znacznikéw
zycia znacznikow, | — mozna przystosowac do | fluorescencyjnych;
TR_FRET tworzacych par¢ | pomiarow HTS; — wymaga stosowania drogich
FRET (d21i — zwykle charakteryzuja | przeciwciat;
lumiO4-kryptat si¢ mniejszym sygnatem | —wymaga specjalnych urzadzen
terbu) tta. pomiarowych.
Wazrost komorek | — umozliwia ocene . - . ..
o o — pomiar absorpcji jest znacznie mniej
, drozdzowych inhibitorow w . ..
Komorkowa . . czuly niz fluorescencji;
(absorpcja 595 skomplikowanym
. . — pracochtonna.
nm) uktadzie biologicznym.

[1.4. Transglutaminaza Il — biatko wigzace nukleotydy guanozynowe

Wiele klas biatek zaangazowanych jest w regulacj¢ metabolizmu i funkcji nukleotydow.
Analogicznie, nukleotydy takze reguluja aktywno$¢ niektorych biatek. Przyktadem tego typu
oddziatywan jest klasa biatek G, posiadajacych aktywno$¢ GTPazy. Biatka G sg aktywowane
przez transmembranowe receptory sprzezone z biatkami G (GPCRs; ang. G-Protein Coupled
Receptor), przez co biorg udziat w sygnalizacji dokomoérkowe;j. Przyktadem biatka o aktywnosci
biatkka G jest transglutaminaza tkankowa (ang. tissue transglutaminase), zwana takze
transglutaminazg Il (TGaza II, TG2). TGaza II wykazuje szereg aktywno$ci zwigzanych z
metabolizmem aminokwasow/peptydow oraz nukleotydow. Podobnie do innych transglutaminaz
TGaza Il jest odpowiedzialna za katalizowanie procesu sieciowania biatek/peptydow poprzez
transamidacj¢ reszt tancuchéw bocznych glutaminy i lizyny (lub innych pierwszorzedowych
amin). Proces ten jest zalezny od stezenia jonow Ca?* i prowadzi do utworzenia wiazania y-
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glutamylo-¢-lizyny, wysoce odpornego na proteolize.[*43l Pomimo, ze sekwencja aminokwasowa
TGazy 11 r6zni si¢ od typowej dla biatek G, posiada ona miejsce wigzace GTP oraz aktywnos¢
GTPazy (takze ATPazy). Poprzez aktywnos$¢ biatka G TGaza II posredniczy w transdukji
sygnatu z receptorow oi—adrenergicznego, oksytocyny i tromboaksanu A na fosfolipaze Cs
(efektor pierwszorzedowy).*6l Zwiazanie molekuty GTP/GDP przez TGaze II hamuje
aktywno$¢ transamidacji i promuje aktywnos¢ biatka G. Zwiazanie jonoéw wapnia Ca®* ma efekt
odwrotny. Oznacza to, ze GTP/GDP i jony Ca®* s odwrotnymi regulatorami aktywnoséci GTPazy
i transamidazy TGazy Il (Rys. 11.26).[147]

Wielofunkcjonalno$¢ TGazy Il wynika z jej wielodomenowej struktury. Biatko sktada si¢
z domeny o/B z piecioma miejscami wigzacymi jony Ca?*,[1*81 N domeny, kanapki p oraz dwéch
B-barytek. p-barytka wraz z czgéciag domeny o/ odpowiadajg za aktywnosé GTPazy.[%91 Gdy
biatko zwigze G-nukleotyd przybiera konformacje zamknigta, nieaktywng w procesie
transamidacji, gdzie obecne sg oddzialywania niekowalencyjne pomiedzy [B-beczutkami i
domeng o/p.14"]

0

//0 TGase Il, Ca?* I
—(CHz}z—C\ + R-NH, —— 23—(CH,),—C + NH,
NH, Guanine

nucleotides NH

I
R

Rys. 11.26. Reakcja transamidacji aminokwasow, katalizowana przez transglutaminaze I1.

Ze wzgledu na wielofunkcjonalno§¢ TGaza Il zaangazowana jest w wiele procesow
fizjologicznych, takich, jak wzrost i regeneracja neuronalna,*> leczenie ran,*>! angiogeneza
oraz roznicowanie komorkowe.[' Jest takze powigzana z nasileniem nowotworzenia.[*%!
Wzrost ekspresji i aktywnosci TGazy Il zwigzany jest z chorobami neurodegeneracyjnymi —
Huntingtona i Alzheimera.’>4 Z tego wzgledu inhibitory aktywnosci TGazy II majg potencjalne
znaczenie terapeutyczne.
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Rys. 11.27. Struktury wybranych inhibitorow TGazy Il wraz z wartosciami ICso Wyznaczonymi dla
inhibicji aktywnosci transamidazy.[***! A) GTP; B) GDP; C) GMP; D) guanozyna; E) dGTP; F) ddGTP;
G) CHDI-00313915; H) CHDI-00314998; 1) CHDI-00194506 (inhibitor odwracalny z nieznanym
miejscem wigzacym); J) menadion.
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Istotng kwestig w poszukiwaniach inhibitorow TGazy II odpowiednich do zastosowan
terapeutycznych jest ich selektywno$¢ wzgledem innych transglutaminaz. Aktywno$§¢
transamidazy jest charakterystyczna takze dla TGazy I, [II-VII oraz innych biatek, jak czynnik
krzepnigcia krwi I11a.[* Niska selektywno$¢ inhibicji moze powodowaé szkodliwe efekty
uboczne, np rybia tuske (ichthyosis) wywolana inhibicja TGazy I lub uposledzenie
krzepniecia krwi w przypadku inhibicji czynnika XIIIa.[*8l Inhibitory TGazy Il odkryte w
ostatnich latach wykazuja rézne modele inhibicji. Nieodwracalne inhibitory o strukturze
peptydowej (Rys 11.27G, H) tworza wigzania kowalencyjne i posiadajg dobra selektywno$¢
wobec innych izoform TGazy. Hydrazyna chinazolinonowa wigze si¢ wolno z miejscem
wigzacym GTP lub w miejscu allosterycznym regulujgcym wigzanie GTP.[* Niektore
inhibitory wyselekcjonowano z bibliotek zwigzkéw farmakologicznie czynnych LOPAC i
Prestwick (Rys 11.271, J).[*% Zwiazki cystaminowe z kolei sa nieselektywnymi i odwracalnymi
inhibitorami konkurujacymi z substratem lizynowym.[55: 1611

Kolejng grupg inhibitorow stanowig analogi G-nukleotydoéw, oddziatujacych na miejsce
wigzania GTP (Rys. 11.27A-F). Na sil¢ inhibicji nukleotydow guanozynowych wiekszy wptyw
maja modyfikacje tancucha fosforanowego niz modyfikacje cukru. Spadek wigzania GDP, GMP
i guanozyny w poroéwnaniu do GTP wskazuje na istotny wktad hydrofilowego tancucha
oligofosforanowego na process wigzania.'® Miejsce wiazania GTP jest wysoce
wyspecjalizowane do wigzania guaniny, dlatego tez niewiele zwigzkéw nienukleotydowych
moze na nie odziatywaé (przyktad inhibitora peptydowego: LDN—27219%62))  Inhibicja TGazy
Il przez analogi nukleotydowe wcigz nie jest dobrze opisana, zatem badanie miejsca wigzgcego
GTP TGazy II otwiera nowe mozliwosci w poszukiwaniach inhibitoréw transamidacji,
dziatajacych selektywnie wobec innych biatek z rodziny transglutaminaz.
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o o o N 0w 0 O PY
Il 1] It N NH TR Il N N NH
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Rys. 11.28. Struktury wybranych, niehydrolizowanych inhibitorow TGazy II, oddziatujacych na miejsce
wigzace G-nukleotydy: A) GTP,S, B) GppCHazp.

I1.5. Terapeutyczne zastosowania analogdéw kapu

Struktura kapu znajdujgca si¢ na koncu 5 mRNA bierze udzial w wielu procesach
biologicznych. Wprowadzanie modyfikacji chemicznych w obrebie jej struktury zmienia jej
wlasciwosci, a co za tym idzie wplywa na procesy komodrkowe, w ktore jest zaangazowana. W
niniejszym rozdziale zostang przedstawione wybrane modyfikacje chemiczne tancucha
fosforanowego, ich wpltyw na wtasciwosci matoczasteczkowych analogéw kapu oraz catego
MRNA.

I1.5.1. Matoczasteczkowe analogi kapu

W obrgbie struktury kapu mozna wyrézni¢ kilka potencjalnych miejsc modyfikacji
chemicznych: tancuch oligofosforanowy, ryboza oraz zasady azotowe (7-metyloguanina, zasada
pierwszego transkrybowanego nukleotydu). Lancuch oligofosforanowy oddziatuje specyficznie
w miejscu wigzacym biatek, a takze jest miejscem cigcia przez fosfohydrolazy odpowiedzialne
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za degradacj¢ RNA. Z tego wzgledu grupy fosforanowe moga stanowi¢ atrakcyjne narzg¢dzie do
badan metabolizmu RNA.

W literaturze przedstawiono wiele przyktadéw modyfikacji chemicznych fosforanéw
czasteczki kapu. Rodzaj modyfikacji oraz jej lokalizacja w tancuchu odpowiadajg za zmiang
wiasciwosci catego kapu. W zaleznosci od tego, w ktorej pozycji tlenu umiejscowiona jest nowa
grupa chemiczna mozna wyr6ozni¢ modyfikacje niemostkowe oraz mostkowe. Modyfikacja
niemostkowa dotyczy wolnej grupy hydroksylowej fosforanu (Rys. 11.29). Znane sg przyktady
grup  tiofosforanowych  (PSO3),[®¥1  boranofosforanowych  (PBH303)4  oraz
selenofosforanowych (PSeO3)1*%! wprowadzanych w pozycje a, B, v tancucha fosforanowego
dinukleotydu. W przypadku mononukleotydu mozliwe jest takze uzyskanie terminalnego
tiofosforanu,*%! selenofosforanu!®! oraz fluorofosforanu.®”1 Z kolei modyfikacja mostkowa
polega na wymianie atomu tlenu wigzania pirofosforanowego na wybrang grupe chemiczng (Rys.
11.29). W ten sposob uzyskano analogi kapu zawierajace grupe metylenobisfosfonianowg (—CHa—
),[681 imidofosforanowa (-NH-),[*% dichlorometylenobisfosfonianowa (—CClx—),1" czy tez
difluorometylenobisfosfonianowa (—CF,—).l*"%

Lancuch fosforanowy moze
takze  zosta¢  wykorzystany  do
znakowania  kapu w  reakcjach
bioortogonalnych. Latwym sposobem
modyfikacji nukleotydu grupg alkinowa,
bedaca substratem w reakcji CuAAC,
jest  wprowadzenie podjednostki
etynylo-, propargilo- lub butynylo-C-
fosfonianowej, fosforanowej,
amidofosforanowej, badz
fosfotioestrowej (Rys. 11.29).[t7% 1721
Grupe alkinowa mozna takze zastgpic
azydkowa, ktora nie tylko moze
reagowac z alkinem w reakcji CuAAC,
ale takze z pierscieniem

cyklooktynowym reakcji SPAAC bez —
udzialu miedzi. Przykladem takiej Rys. 11.29. Wybrane modyfikacje chemiczne tancucha
modyfikacji jest grupa 2— fosforanowego.

azydoetylofosofroamidowa.*7?

Obok niewielkich chemicznych modyfikacji mozliwe jest takze wprowadzanie
wigkszych ugrupowan w strukture oligofosforanéw. Jednym z przyktadow tego typu analogow
kapu jest funkcjonalizacja pierScieniem triazolowym (Rys. 1V.29). Obecno$¢ triazolu jest
nastepstwem podejscia syntetycznego otrzymywania mimik kapu w reakcji CUAAC.17

W rozdziale 11.3.2 omdéwiono znaczenie matoczastkeczkowych inhibitorow enzymu
degradujacego kap DcpS w terapiach przeciwko SMA. Lancuch fosforanowy jest zaangazowany
w oddzialywanie z triadg histydynowa w miejscu aktywnym enzymu. Dlatego tez modyfikacje
fosforanow moga prowadzi¢ do uodpornienia kapu na dziatanie DcpS. Zwykle modyfikacje
mostkowe wykazuja wiekszg odpornos¢ na degradacje, np. metylenobisfosfonianowe i
imidofosforanowe (Tabela I1.6). Pozycja podstawienia jest takze istotna, W zaleznosci od enzymu
degradujacego kap. Degradacja przez DcpS prowadzi do uwolnienia czasteczki m’GMP, zatem
najbardziej korzystnym miejscem podstawienia jest pozycja p—y (w mononukleotydowych
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analogach kapu o—B). Enzym Dcp2 z kolei odcina czasteczke m’GDP, co sugeruje, ze lepsza
pozycja modyfikacji moze by¢ a—f (B—y w mononukleotydzie). Hipoteze ta potwierdzaja wyniki
eksperymentalne, wedtug ktérych analogi kapu m’GpCH2pxG oraz m’GpNHpxG sa odporne na
hydrolize przez DcpS i inhibuja jego aktywnosé,['®® 173 natomiast m’GppCH:ppG,
m’GppCCloppG oraz m’GppCFzppG sa inhibitorami enzymu Dcp2.127% 1731 Analogi kapu
zawierajagce modyfikacje niemostkowe, takie jak tiofosforanowa czy tez boranofosforanowa
takze majg zdolno$¢ do inhibicji DcpS, jednak ich odpornos¢ na hydrolize oraz ICsp zaleza od
stereochemii wigzania (niemostkowa zamiana atomu tlenu prowadzi do pojawienia si¢ centrum
chiralnego na atomie fosforu).l*’* Niedawno zaobserwowano, ze podstawienie kapu atomem
siarki w pozycji 5’ prowadzi do znacznego wzrostu wlasciwosci inhibujacych DcpS. Ponadto
synteza tego typu analogow jest bardziej wydajna ze wzgledu na brak izomeréw optycznych.
Trisiarkowy analog kapu m’GSppspSG D2 (drugi diastereoizomer wedtug kolejnosci elucji RP
HPLC) okazat si¢ by¢ najsilniejszym nukleotydowym inhibitorem DcpS o ICso 43 £ 8 nM
zblizonym do RG3039 (Rys. 11.31A; Tabela 11.6).221 Podsumowanie wplywu réznych
modyfikacji na odpornos$¢ na hydrolizg przez DcpS i Dcp2 przedstawiono na Rys. 11.30.

§>( >, ‘Q' }( > 9
p-y =CH,~ U <AR \‘\ (7 a-f =CH,~ olp-0l (o) o
By ~NH- s 2 &,  op-NH- S 4
y-S ok 2 ‘@ \\o p-S
4 —BH, Ot !“ p —BH,
p -BH, DcpS Dcp2 a,fp -28
— ’
0 CH3 D — Ci 2, Iu‘\ O
NH Q" 9
H/NL </ | J\ O-P-NH-P-0
H,N O—P— P2 —P-O N“SNTNH, o C
w —o(é-o-} — natural cap
/T—f\ o 3
OH OH

Q 9
Wydluzanle do /:-s g_ _O'E'CHZg'O_
tetrafosforanu ‘°<..‘°')’
0 2
elF4E ""'

Powinowactwo do elF4E

Rys. 11.30. Wptyw modyfikacji tancucha oligofosforanowego kapu na powinowactwo do biatka elF4E
%iz?[cl)%o)omoéé na degradacje kapu przez DcpS i Depl/Dep2 (zaczerpnigte z pracy Warminski et al.

Eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E jest jednym z biatek bedacych celem
terapeutycznym, gdyz jego nadekspresja charakterystyczna jest dla komorek nowotworowych. Z
tego wzgledu poszukiwanie modyfikacji kapu zwigkszajacych powinowactwo do elF4E w celu
inhibowania procesu translacji jest istotne. Jednym ze sposobow poprawy wigzania kapu z eIF4E
jest wydhuzanie taficucha fosforanowego. Stata asocjacji wzrasta od 1,5 + 0,1 pM™ dla m’GMP
az do 1625 + 195 uM? dla m’Gps. Z kolei obecno$¢ drugiego nukleotydu zmniejsza
powinowactwo — Kas m’GTP wynosi 119,7 £ 5,7 uM™* natomiast m’GpsG rzad wielkosci mniej
12,5 + 0,3 pM™ (Tabela 11.6).1*15] Wptyw modyfikacji chemicznych na powinowactwo kapu do
elF4E przedstawiono na Rys. 11.30. Sposrdéd znanych modyfikacji fosforanow wprowadzenie
atomu siarki znaczaco poprawia stabilnos¢ kompleksu kap—eIF4E. Obecnos¢ tiofosforanu w
pozycji Yy m’GpsG trzykrotnie zwicksza stala asocjacji w poréwnaniu do niemodyfikowanego
kapu (Tabela 11.6).[1" Wydtuzajac mostek fosforanowy do czterech grup mozliwe jest takze
wprowadzenie kolejnego tiofosforanu, na skutek, czego stata asocjacji wzrasta 4,5—krotnie w
odniesieniu do m’GpsG (Tabela 11.6) z 110,9 = 6,0 pM™? do 505 + 69 uM™. Najsilniejszy
dinukleotydowy ligand eIF4E jest mieszaning diastereoizomerow tetrafosofranowego analogu
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kapu, zawierajacego dwie grupy tiofosforanowe w pozycjach B iy m”? °GppspspG D1/D2 (Rys.
11.31B).

A e} 0 B o) O
N ) ~N N~ NN A LKINH
s ” o o o . ” N P [ / o O o0 o \ ] Py
HaNT NN $-P-0-P*0-P-5— TNTUNH o HNT N N_j—o—b—o-ﬁ'o P'O-P-0— o N7 NTUNR,
L I S R S LN L I e S R CL
OH OH OH OH O OH OH OH

m’GSpp.pSG D2
IC5o(DcpS) = 43 + 8 nM

m’2-0Gpp.p.pG D1/D2
K,(eIF4E) = 505 + 69 pM-!

Rys. 11.31. Struktura analogu kapu A) m’GSppspSG D2 bedacego bardzo silnym inhibitorem DcpS oraz
B) m,2°GpsppspG D1/D2 o bardzo wysokim powinowactwie do elF4E.

Tabela 11.6. Zestawienie wartosci statych asocjacji Kas kompleksow kap—elF4E oraz ICso analogdéw kapu
z DcpsS.

Zwiqzek KAs (uM'l) |C50 (]IM) Zwiqzek KAS (uM'l) |C50 (pM)
m’GMP 1,5+0,1° 97 21" | m’GSppspG D1 | 25,7+0,8° | 0,178 + 0,042°
m’GDP 289+ 1,5 | 52+12° | m'GSppspG D2 | 18,6+ 1,6° | 0,159 +0,027°
m’'GTP 119,7+5,7% | degradacja | m’GSppspSG 33,2+2,3° | 0,214 + 0,040°

D1
m’Gpa 734 + 56° degradacja | m’GSppspSG 17,3 +0,5° | 0,043 £ 0,008°
D2
m’Gps 1625 +195% | degradacja | m’GpgnsppG D1 | 9,3 +0,3° odporny®
m’GpsG 12,5+0,32 degradacja | m’GpsrsppG D2 | 17,3 +0,2% | degradacja®
m’GpsG 110,94+ 6,02 | degradacja | m’GppenspG D1 | 44,0+1,8° | 1,02+0,23"
m’GpsG 543 + 552 degradacja | m’GppenspG D2 | 13,0+£0,2° | 1,44+0,26"
m’GDPF 3,7 b.d. m’GppNHpG 10,1 £0,27 | degradacjaf
m’GTPF 190/ b.d. m’GpNHppG 146+0,77 | 322+092"
m,"?°GpsppG D1 352+1,1¢ odporny® | m’GpNHpppG | 1123+ 1,8 odpornyf
m,"?°GpsppG D2 12,9 +0,4¢ odporny? | m’GpCH.ppG 6,3 +0,3f 1,4+0,19
m,"?°GppspG D1 43,1+ 1,4¢ odporny® | m’GpCHzpppG | 51,8+ 0,8 odpornyf
m,"*°GppspG D2 19,3+ 2,24 odporny? | m’GppCH.ppG | 48,6 £2,1 odporny!
m,"*-°GpppspG 158 + 2P b.d. m’GppCClppG | 77,9+ 1,7 odporny!
D1/D2
m,">°GppsppG 282+ 12° b.d. m’GppCFppG | 57,6 £0,8' degradacja’
D1/D2
m,"*°GppspspG 505 + 69° b.d.
D1/D2

aZuberek et al. Biochemistry, 2004, 43(18), 5370-9;1°1 ® Strenkowska et al. Nucleic Acids Research, 2016, 44(20),
9578-90;11761 ¢ Wojtczak et al. J. Am. Chem. Soc., 2018, 140, 5987-99;11211 ¢ Kowalska et al RNA, 2008, 14, 1119—
31;[1741 ¢ Kowalska et al. Nucleic Acids Research, 2014, 42(16), 10245-64;1*64 T Rydzik et al. Bioorg. Med. Chem.,
2012, 20, 1699-710;169 ¢ Kasprzyk et al. Org. Bio. Chem., 2016, 14, 3863-8;71 " Baranowski, Nowicka et al. Org.
Bio. Chem., 2016, 14(20), 4545-60;1*?2 ' Rydzik et al. Nucleic Acids Research, 2017, 45(15), 8661-75;t70 i
Baranowski, et al. J. Org. Chem., 2015, 80, 3982-97.[167]

Nukleotydy ze wzgledu na obecno$¢ ujemnie natadowanego tancucha fosforanowego nie
przenikaja przez btony komodrkowe. Problem ten rozwigzywany jest na szereg roznych
sposobow. Ladunek ujemny mozna maskowaé z zastosowaniem grup, takich jak tryptamina w
postaci pronukleotydu, ktory w komoérce ulega fosforylacji.'"® Ponadto stosowane sa réznego
rodzaju nosniki dostarczajace substancje do komorek, np. polimerowe struktury dekorowane
ztotem!’®! lub nanoczgsteczkami magnetycznymi,[*® a takze otoczki wirusopodobne. 81

53



11.5. Terapeutyczne zastosowania analogéw kapu

11.5.2. Wplyw modyfikacji chemicznych kapu na wiasciwosci mRNA

Modyfikacja chemiczna kapu wplywa nie tylko na jego wlasciwosci, ale takze calego
mRNA, na ktorego 5’ koncu si¢ znajduje, takie jak wydajnos$¢ translacji oraz odpornos¢ na
degradacj¢ enzymatyczng. Odpowiednio zaprojektowane modyfikacje moga, zatem miec
zastosowanie w terapiach genowych z uzyciem RNA, bezpieczniejszym w stosowaniu niz DNA,
ktore to moze wprowadzi¢ nieodwracalne zmiany w genomie. Chemicznie modyfikowana
czasteczke kapu mozna wprowadzi¢ do RNA kotranskrypcyjnie w procesie zwanym transkrypcja
invitro (IVT). W procesie tym matryca DNA jest poddawana transkrypcji przez polimeraze RNA
pochodzacg z bakteriofaga, w obecnosci mieszaniny trifosforanow nukleotydéw NTP (ATP,
GTP, CTP 1 UTP) oraz analogu kapu. W efekcie powstajg trzy produkty RNA: jeden zawierajacy
prawidtowo wbudowany kap, drugi zawierajacy odwrotnie wbudowany kap oraz trzeci bedacy
niekapowanym RNA, powstatym na skutek wbudowania GTP. Ilo§¢ niekapowanego RNA
mozna ograniczy¢ zmniejszajac stezenie GTP uzytego w miksie trifosforanéw. Mozliwosé
zastosowania analogu kapu w terapii genowej zalezy nie tylko od jego wptywu na efektywnos¢
translacji, ale takze od procentu powstajacych w transkrypcji in vitro RNA z poprawnie
zorientowanym kapem. Kap moze zosta¢ wbudowany na dwa sposoby — poprzez grupe 3°-O 7-
metyloguanozyny, lub pierwszego transkrybowanego nukleotydu. Pierwszy z nich prowadzi do
powstania od 30 do 50% mRNA o odwrdconej orientacji kapu (Rys. 11.32).

Matryca DNA

Analog kapu Transkrypcja in vitro ? ? g

Polimeraza RNA
Wiasciwa orientacja  Orientacja odwrocona  Niekapowane RNA
ATP CTP

uTtpP GTP

Rys. 11.32. Schematyczne przedstawienie procesu transkrypcji in vitro z wykorzystaniem analogéw kapu
wraz z powstajacymi produktami reakcji.

Sposobem na zwigkszanie ilosci mRNA zawierajacych prawidlowo wbudowany kap jest
zablokowanie pozycji 2’-O lub 3°-O 7-metyloguanozyny, na przyktad przy pomocy grupy
metylowej. Analogi te znane sa pod nazwag ARCA (ang. Anti-Reverse Cap Analog), a
wprowadzona modyfikacja zapobiega rozpoznawaniu grup 2’ i 3’ hydroksylowych 7-
metyloguanozyny przez polimeraz¢ RNA. Wydajno$¢ translacji 3°-O ARCA (Rys. 11.33A) jest
2,5-raza wicksza w poréwnaniu do niemodyfikowanego kapu m’GpppG (Tabela 11.7).
Wprowadzenie dodatkowych modyfikacji fosforanow w celu uodpornienia kapu na degradacje
enzymatyczng pozwala na dodatkowo wydtuzenie czasu zycia mRNA w komorce. W tym celu
zaprojektowany zostat analog kapu, zawierajacy tiofosforan w pozycji  oraz metylacje 2°-O 7-
metyloguanozyny znany pod nazwa B-S-ARCA (Rys. 11.33B).1*82 Diastereoizomer D1 p-S—
ARCA wprowadzony do mRNA nie tylko byt odporny na dziatanie Dcp2, ale zwigkszat
wydajnos¢ translacji 3,5—Kkrotnie.

54



I1.6. Narzedzia do badan oddzialywan biatko-ligand

A oy o) B o o

NS N z N* N
L AT v

4 N y

H N)\\N l N> 2,2 .0 <N | N/)\NH H N)\\N I N> e 2 9 <N | N/)\NH

’ 0-F-0-R-0-P-07 o 2 2 0-P-0-P-0-P-0— 8
o) o o O o & & & & ;
OH 0., OH OH O oM o o

7,3-0
my GpppG (ARCA) m,”2"0GppgpG (B-S-ARCA)

Rys. 11.33. Struktura analogow kapu ARCA pozwalajacych na otrzymanie mRNA, zawierajacych
wlasciwg orientacje kapu A) 3°-O-ARCA (m;”*°GpppG) oraz B) B-S-ARCA (m;”*°GppspG).

Tabela 11.7. Zestawienie wydajnosci translacji mRNA zawierajacych rozne modyfikacje 5° konca (w
odniesieniu do m’GpppG) w niedojrzatych komoérkach dendrytycznych. Dane zaczerpnieto z Kuhn et al.
2010.018

Zwigzek :ggg‘igtﬁ;ggg;;%l) Calkowita ekspresja bialka
Brak kapu 0,00 £+ 0,00 0,011 + 0,000
GpppG 0,18 £0,01 0,022 + 0,001
m’GpppG 1,00 = 0,04 1,000 + 0,007
ARCA 2,52+0,19 4,777 + 0,042
—-S-ARCA D1 3,36 + 0,09 13,094 + 0,307
B-S-ARCA D2 3,53+0,17 6,570 £ 0,075

W niektorych pracach wydajnos¢ translacji mRNA zawierajagcego chemiczny analog
kapu wigzana jest z jego powinowactwem do biatka elF4E. Dlatego tez mozliwo$¢ oceny
powinowactwa kapu do eIF4E jest bardzo istotng informacja, ktdérag mozna uzyskaé z
wykorzystaniem odpowiednich metod biofizycznych.

[1.6. Narz¢dzia do badan oddziatywan biatko—ligand

Bialka sa podstawowymi makromolekutami Zyjacych organizmow i petnig istotng role w
funkcjonowaniu komorki. Posiadajg szereg funkcji, w tym strukturalne (cytoszkielet),
mechaniczne (mig¢$nie), biochemiczne (enzymy) oraz sygnalizacyjne (hormony). Zbudowane sg
z tanucha aminokwaséw, polaczonych wigzaniem amidowym (peptydowym), stanowigcych
strukturg pierwszorzedowa, ktoéry w funkcjonalnych bialtkach ulega zwijaniu tworzac struktury
wyzszego rzedu. Biatka pelnig swoje funkcje poprzez specyficzne wigzanie z innymi molekutami
— biatkami, peptydami, kwasami nukleinowymi, membrang, substratami, matoczasteczkowymi
ligandami oraz metalami. Zrozumienie mechanizmu oddzialywania biatko—ligand jest niezb¢dne
do zrozumienia biologii na poziomie molekularnym. Rozpoznawanie ligandow przez biatka oraz
ich wigzanie pozwala na odkrywanie, projektowanie oraz rozwoj lekow. Parametrem fizycznym,
ktéry odwzorowuje powinowactwo liganda do biatka jest stata dysocjacji Kp (lub jej odwrotno$¢
— stala asocjacji Kas), bedaca statg rownowagi, obrazujaca sktonno$¢ kompleksu do odwracalnej
dysocjacji liganda od biatka. Wartos¢ Kp odpowiada stezeniu liganda, w ktérym polowa biatek
zawiera zwigzany ligand™Y i mozna wyrazi¢ ja, jako:

[LI[P] _ .,

D — [PL] — DAS

gdzie [L] — st¢zenie liganda, [P] — stezenie biatka, [PL] — stezenie kompleksu ligand—biatko.

Im nizsze Kp, tym wyzsze powinowactwo liganda do biatka. Warunki otoczenia takie, jak
wlasciwosci rozpuszczalnika, pH, temperatura oraz stezenie soli mogg wplywac na stabilno$¢
oraz wlasciwosci biatek 1 ligandow, a tym samym na ich oddziatywania.
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Istnieje  wiele technik eksperymentalnych pozwalajacych na charakterystyke
oddziatywan bialek z ligandami. Metody, takie, jak spektroskopia jadrowego rezonansu
magnetycznego NMR, krystalografia rentgenowska oraz mikroskopia krio-elektronowa sa
wykorzystywane do badan zmian strukturalnych i dynamiki pomigdzy formag wolng oraz
zwigzang. Dynamika biatek mozliwa jest do monitorowania, takze przy uzyciu spektrometrii
mas. Metody kalorymetryczne ITC (ang. Isothermal Titration Calorimetry) oraz DSC (ang.
Differential Scanning Calorimetry) dostarczaja ilosciowych danych termodynamicznych,
mozliwych do wykorzystania w badaniach stabilno$ci oraz wyjasnienia napedowych sit
wigzgcych. Powierzchniowy rezonans plazmonowy SPR (ang. Surface Plasmon Resonance),
bedacy metoda optyczng pomiaru zmian wspotczynnika zatamania w poblizu czutej powierzchni,
pozwala z kolei na iloSciowy pomiar w czasie rzeczywistym kinetyki wigzania oraz
powinowactwa biatko—ligand.''  Jednak podstawowym narzedziem biochemicznym i
biofizycznym wcigz pozostaje spektroskopia fluorescencyjna, w tym fluorescencja czasowo-
rozdzielcza.'®® Metody fluorescencyjne sa powszechnie wykorzystywane w badaniach
oddziatywan biatek z ligandami, umozliwiajac m. in. pomiar kinetyki i termodynamiki wigzania.
W celu badania danego procesu biologicznego projektowane sg specjalne uktady — sondy
molekularne, ktérym w szczeg6lnosci poswigcony jest niniejszy rozdziat.

11.6.1. Sondy molekularne

Sonda molekularng nazywana jest czasteczka lub grupa czgsteczek przeznaczona do
charakterystyki wlasciwosci innych molekut. Zbudowana jest z dwoch elementow — czgséci
odpowiedzialnej za selektywne oddzialywania biologiczne oraz zwigzanej z nia czeSci
generujacej mierzalny sygnat analityczny (znacznik). Na skutek oddzialywania z analitem
(wigzanie, degradacja, modyfikacja sondy) emitowany jest sygnal, na podstawie, ktorego
wyznaczane sg parametry fizyczne procesu (Rys. 11.34). Sonda najczgsciej projektowana jest w
oparciu o strukture naturalnego substratu lub liganda, ktorym moze by¢ mata czasteczka, biatko,
czy tez kwas nukleinowy (Rys. 11.34) w taki sposob, aby wprowadzony znacznik w jak
najmniejszym stopniu zaburzat oddzialywania, ale nadal pozostawat czuly na zmiany otoczenia.
Czesci sondy potaczone sg ze sobg linkerem (tacznikiem), ktory rowniez moze wpltywac na
wlasciwosci calej sondy, takie jak biodystrybucja.l*® Z tego wzgledu opracowujac strukture
sondy molekularnej nalezy takze rozwazy¢ wiasciwosci linkera, np. dlugos¢, elastycznosc,
hydrofobowos¢ oraz obecnos¢ tadunkow.

Wiasciwosci fizyczne znacznika determinujg rodzaj powstajacego sygnatu oraz sposob
jego detekcji (Rys. 11.34). Sondy radioaktywne w swojej strukturze muszg zawiera¢ radionuklid
emitujacy na przyktad promieniowanie gamma wykorzystywane m. in. w tomografii emisyjnej
pojedynczych fotonow (SPECT), czy tez pozytony wykorzystywane w pozytonowej tomografii
emisyjnej (PET). Duzg czes¢ stanowig sondy wykorzystujace sygnat optyczny, analizowany w
réznego typu metodach spektroskopowych, takich jak spektroskopia oscylacyjna (IR,
ramanowska), elektronowa (absorpcja, fluorescencja, fosforescencja), czy tez jadrowego
rezonansu magnetycznego (np. **F NMR). Sposrod sond optycznych jednymi z najszerzej
stosowanych sg sondy wykorzystujace zjawisko fluorescencji. Sg one wykorzystywane w
projektowaniu lekéw, obrazowaniu komoérkowym, analizie srodowiskowej oraz wielu innych
zastosowaniach medycznych.[*®] Zaleta technik fluorescencyjnych jest ich duza czuto$é oraz
tatwa dostepnos¢ fluoroforéw. Mikroskopia fluorescencyjna pozwala na uzyskanie obrazéw
komorkowych o wysokiej rozdzielczos$ci przestrzennej i czasowej. Strukturg sondy mozna
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manipulowa¢ w celu kontroli dlugosci fali wzbudzania 1 emisji, powinowactwa do celu,
reaktywnosci chemicznej oraz lokalizacji w komorce. Ponadto metody fluorescencyjne moga
by¢ takze wykorzystywane w analizach wysokoprzepustowych oraz wykrywaniu analitow.

~~

linker |
,'\‘n-"\/l, \\/ Cel:
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- UltradZwigkowy: mikropecherzyki, micele,
liposomy

Rys. 11.34 Schematyczne przedstawienie elementow sondy molekularne;.

Odpowiednio zaprojektowana sonda powinna posiadaé¢ nastepujace whasciwosci:[1¢7]

Wysokie powinowactwo do celu molekularnego. Wtasciwo$¢ t¢ wyrazaja takie parametry
fizyczne, jak stata dysocjacji (lub jej odwrotnos¢ — stata asocjacji), stata inhibicji, czy tez
parametry Kinetyczne reakcji. Gdy powinowactwo sondy jest zbyt niskie, daje ona
odpowiedz analityczng dopiero w wysokich stezeniach celu molekularnego. Stata
powinowactwa sondy do celu jest czynnikiem limitujgcym dzialanie metody;

Wysoka specyficzno$¢ oddzialywania z celem molekularnym. Sondy molekularne
dzialajace niespecyficznie nie posiadaja dobrze zdefiniowanego zestawu celow
molekularnych, przez co mogg by¢ stosowane jedynie do monitorowania ogélnych zmian
zachodzacych w ukladzie. Przykltadowo niespecyficzne sondy przeznaczone do
bioobrazowania pozwalajg na obserwacje¢ ogolnych skutkow choroby, np. zmian przeptywu
krwi. Z kolei specyficzne sondy molekularne oddziatuja z konkretnymi biomarkerami,
zaangazowanymi w badany proces biologiczny;

Wysoka czuto$¢. Parametr ten okre$la, w jakim stopniu niewielka zmiana st¢zenia
substancji/oddzialywania zmienia mierzony sygnal analityczny. Im wyzsza czuto$¢ tym
lepsza jako$¢ metody;

Wysoki stosunek sygnatu do szumu. Sondy molekularne generujace sygnal o wysokiej
intensywno$ci mogg mie¢ ograniczong stosowalnos¢, jesli sygnat tta takze jest wysoki.
Dlatego tez uzyteczno$¢ sondy oceniana jest na podstawie stosunku intensywnoS$ci
generowanego sygnalu do sygnatu tla (szumu);

Wysoka stabilnos¢ w warunkach pomiarowych. Sonda powinna wykazywac stabilno$¢
sygnalu w warunkach pomiaru, aby zmiany sygnalu miaty Zrédlo jedynie w
oddziatywaniach z celem molekularnym;

Niska immunogenno$¢ i toksycznos¢. Sondy molekularne przeznaczone do pomiaréw in
Vivo powinny wykazywa¢ minimalny poziom immugennosci i toksycznosci;

Niski koszt produkcji. Wysoki koszt i trudna produkcja sondy limituje mozliwosci
stosowania metody na duzg skale, nawet, jesli spetania ona wszystkie powyzsze warunki.

W niniejszej pracy Autorka w szczegdlnosci skupila si¢ na otrzymywaniu 1 stosowaniu

sond fluorescencyjnych. Ponadto czg¢$¢ pracy doktorskiej obejmowata opracowanie sondy
wykorzystujacej nanomateriaty w roli czynnika generujacego elektryczny sygnat analityczny. Z
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tego wzgledu kolejne podrozdziaty zostaty poswigcone znacznikom fluorescencyjnym, a takze
zastosowaniom koniugatow matych czasteczek z nanomateriatem.

11.6.2. Rodzaje reakcji bioortogonalnych

Znaczniki be¢dace odpowiedzialne za generowanie sygnalu analitycznego zwykle
wprowadzane sg w strukture sond molekularnych poprzez reakcje chemiczne. Czesto sg to
molekuly, ktorych otrzymanie jest kosztowne, dlatego synteza sondy powinna przebiegad
wydajnie i selektywnie. Uzytecznym narzedziem biofizycznym, przeznaczonym chociazby do
obrazowania, sg reakcje znakowania, ktére mogg zachodzi¢ takze wewnatrz zywych komorek. Z
tych powodow popularnymi metodami w syntezie sond molekularnych sg reakcje
bioortogonalne. Chemia bioortogonalna obejmuje zestaw reakcji, w ktorych reagujace ze sobg
grupy nie interferuja z endogennymi grupami funkcjonalnymi wewnatrz komorek, takimi jak
aminy pierwszorzedowe, tiole, grupy karboksylowe 1 hydroksylowe obecne w biatkach, czy tez
aldehydowe i ketonowe metabolitow.['®8] Reakcje te moga byé prowadzone w $rodowisku
biologicznym bez wptywu na przebieg procesow biologicznych i zachodza bez koniecznosci
stosowania rozpuszczalnikow organicznych, czy tez warunkow beztlenowych.

Grupy azydkowe —N3 ze wzgledu na swoj maty rozmiar oraz reaktywnos$¢ z wybranymi
grupami funkcyjnymi stanowig atrakcyjne narz¢dzie modyfikacji biomolekut. Przykladem jest
reakcja ligacji Staudingera,*®] bedaca modyfikacja redukcji Staudingera azydkéw przez
trifenylofosfing, stosowana do znakowania biomolekut poprzez genetycznie kodowane grupy
azydkowe (nienaturalne azydoaminokwasy).!*®! Ligacja Staudingera zachodzi pomiedzy
azydkami alkilowymi i pochodnymi triarylofosfiny z utworzeniem wigzania amidowego.
Podejscie to posiada pewne ograniczenia: kinetyka reakcji jest wolna, a substraty fosfinowe
ulegaja utlenianiu wewnatrz komorki, przez co musza by¢ stosowane w wysokich stezeniach.

Znana takze jest reaktywnos$¢ grup azydkowych z alkinami z otrzymaniem pier§cieni
triazolowych w dipolarnej cykloaddycji [3+2]. Reakcje te przebiegaja w warunkach
podwyzszonej temperatury i ci$nienia, jednak problem ten rozwigzuje zastosowanie katalizatora.
Przyktadem jest reakcja cykloaddycji azydkowo-alkinowej katalizowana jonami miedzi (1) —
CUAAC (Rys. 11.351).[*% Jony Cu* tworza produkt przejéciowy aktywujacy grupy azydkowa
oraz alkinowsg. Reakcje mozna dodatkowo przyspieszy¢ stabilizujac jony Cu* i chronigc je przed
utlenianiem, z zastosowanem odpowiednich ligandow (np. TBTA, THPTA). Glownym
ograniczeniem podejscia CuAAC jest toksycznos¢ jondw miedzi (I), bedaca skutkiem ich
posredniczenia w powstawaniu reaktywnych form tlenu ROS (ang. Reactive Oxygen Species) z
02.1292 Dodatek wspomnianych ligandéw, jak TBTA zmniejsza cytotoksycznoéci miedzy, gdyz
petnia one rolg chelatoréw chroniacych komoérke przed ROS.[%1 W przypadku syntezy sond w
reakcji CUAAC jony miedzi mozna w latwy sposob usungé z uzyciem odczynnika
kompleksujacego, takiego jak kwas wersenowy (EDTA).

Innym sposobem przyspieszenia cykloaddycji azydkowo-alkinowej jest wykorzystanie
naprezenia pierscienia cyklooktynu (OCT) w reakcji SPAAC (ang. Strain-Promoted Azide-
Alkyne Cycloaddition, Rys. 11.3511). Metodologiec SPAAC rozwingta grupa Bertozzi w celu
wyeliminowania cytotoksycznego katalizatora Cu*.[!%*l Alkin obecny w cyklooktynie jest
destabilizowany na skutek naprgzen pierscienia, co prowadzi do wzrostu jego reaktywnosci.
Dodatkowa destabilizacje wprowadzaja wyciagajace elektrony grupy gem-fluorowe
(difluorooktyn — DIFO) i pierscienie benzenowe (difluorobenzenocyklooktyn — DIFBO,
dibenzenocyklooktyn — DIBO, biaryloazacyklooktyn — BARAC). Niedawno opracowano takze
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kolejny typ reagentéw, jakimi sa tiacykloheptyny — TMTH.['*®! Znaczniki modyfikowane
pochodnymi cyklooktynu sg powszechnie stosowane w znakowaniu biatek zawierajacych grupe
azydkowa wewnatrz ztozonych uktadéw biologicznych.[1%

Kolejnym przyktadem reakcji ortogonalne;j jest zblizona do reakcji Diclsa-Aldera DAinv
(ang. Inverse electron-demand Diels-Alder reaction; IEDDA), b¢daca cykloaddycja zachodzaca
pomiedzy bogatymi w elektrony dienofilami oraz ubogimi w elektrony dienami. W ostatnich
latach grupa Foxa po raz pierwszy zaprezentowata mozliwo$¢ wykorzystania wariantu reakcji
DAy pomigdzy trans-cyklooktenami (TCO lub sTCO) oraz tetrazyng (Tz; Rys. 11.35111).11%7]
Jest to szczegdlnie uzyteczne w niskich stezeniach substratow, w ktorych SPAAC zawodzi ze
wzgledu na wolng kinetyke. Reakcje z tetrazynami sg specyficzne oraz nadzwyczajnie szybkie,
a ich produkty stabilne w $rodowisku wodnym. Ponadto obecnos¢ tetrazyny w strukturze
fluoroforu powoduje wygaszenie fluorescencji, ktora jest uwalniana na skutek cykloaddycji w
naprezonymi alkenami lub alkinami. Dalszy rozwdj prac nad reakcjami z tetrazynami
doprowadzil do opracowania kolejnych substratow alkenowych i alkinowych, jak: norborneny
(Nor),1%1 cyklopropeny (Cyp)**® oraz bicyklononyny (BCN).[2%0

. CuAAC
Cu*/ligand N=N ,
R-N-N=N + =R — /R
R
Il. SPAAC

O@‘.“Q‘W

DIFO DIFBO DIBO BARAC TMTH
. DAy
A 1
d o+ o S A
N\fN N - NH R™
R' N R
tetrazyna Cyp BCN
IV. SuFEx
R R O R
i R-§-N 0 0 \ ¢ 0
o — o R F-S-F F—S—F S—F S-F
R-§-F _| 0 FF o Br 0O
1 O
-~ R- é o fluorek sulfurylu tetrafluorek  fluorek etenosulfonylu fluorek 1-bromoeteno-1-
f'“oreRksS(;J”O”Y'“ S (SO,Fy) tionylu (SOF,) (ESF) -sulfonylu (BESF)
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Rys. 11.35. Schematy ogoélne reakcji bioortogonalnych CUAAC, SPAAC, DAy oraz SUFEX wraz z
przyktadowymi reagentami.

Zaledwie sze$¢ lat temu (2014) grupa Sharplessa opracowala kolejny typ reakcji
bioortogonalnej, tzw. SUFEx (ang. Sulfur(VI)-Fluoride Exchange).’°l Reakcja SuFEx nie
wymaga stosowania katalizatoréw metalicznych 1 zachodzi pomiedzy fluorkami sulfonylu, a
szerokg gamg substratow: eterami arylosililowymi, alkoholami aromatycznymi, niektorymi
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alkoholami alifatycznymi zabezpieczonymi sililem, aminami oraz nukleofilami weglowymi
(Rys. 11.351V). Wiazanie S—F jest niezwykle stabilne i odporne na trudne warunki, jednak
odpowiednia aktywacja umozliwia zajécie substytucji nukleofilowej. Mechanizm aktywacji nie
jest catkowicie wyjasniony, jednak jego kluczowym elementem jest zdolnos$¢ jonu fluorkowego
do przejscia z silnego wigzania kowalencyjnego na grupe odchodzaca wspomaganego przez jony
H™ lub R3Si* w bliskiej odleglosci oraz pod $cistymi wymaganiami kinetycznymi i sterycznymi.
Reakcje SuFEx mozna dodatkowo przyspieszy¢ stosujac katalizatory EtsN oraz DBU, lub
wprowadzajac przeciwjony bifluorkowe.?%?l Do dzi$ tacznie opracowano pieé klas reagentow
SUFEX (Rys. 11.351V): fluorek sulfurylu (SO2F»),12! tetrafluorek tionylu (SOF4),2% fluorek
etenosulfonylu (ESF)?*1 oraz fluorek 1-bromoeteno-1-sulfonylu (BESF).2%! Pomimo, ze
metodologia SuFEx rozwingta si¢ dopiero w ostatnich kilku latach w literaturze istnieje juz
szereg jej zastosowan biologicznych, np. w profilowaniu kinaz,?%! czy tez modyfikacji znanych
lekow przeciwnowotworowych celem zwiekszenia ich aktywnosci.l2%"]

11.6.3. Znakowanie fluorescencyjne

Pomiary fluorescencyjne sa czesto stowane w badaniach oddziatywan biatko—ligand, ze
wzgledu na wysoka czulo$¢ oraz selektywnosé. Szczeg6lng popularnoscia cieszg si¢
matoczasteczkowe znaczniki, efektywnie generujace fluorescencyjny sygnat analityczny
jednoczes$nie nie zaburzajac oddzialywan biologicznych. Znaczniki wchodzace w sktad sondy
molekularnej zawieraja dodatkowe modyfikacje, ktére wpltywaja na ich wiasciwosci
spektroskopowe, badz umozliwiaja przeprowadzenie reakcji chemicznej (grupy azydkowe,
aminowe, alkinowe, itp.). Ponadto fluorofor potaczony jest z reszta sondy linkerem o zmiennej
dlugosci, celem zmniejszenia ryzyka utraty powinowactwa sondy do biatka oraz zapewnienia
optymalnych oddziatywan. Popularnym linkerem jest glikol polietylenowy H—(O—-CH>—CH2)n—
OH. Wigkszo$¢ sond molekularnych wykorzystuje znaczniki oparte o konkretng strukture
,rdzenia” fluoroforéw, ktore mozna zaliczy¢ do kilku glownych klas. Charakteryzuja si¢ one
bardzo dobrymi wlasciwosciami spektroskopowymi, wysoka stabilno$cig chemiczng oraz tatwa
syntezg. Zrozumienie podstawowych wilasciwosci elementow fluoryzujacych jest istotne z
punktu widzenia projektowania sond molekularnych o wysokiej jakosci.

Wiasciwosci fluorescencyjne $wiadczace o potencjalnym zastosowaniu znacznika
opisuje szereg parametrow, takich jak:

i) maksimum absorpcji i emisji — potozenie maksimow absorpcji i emisji jest zwigzane z
wielkoscig przerwy energetycznej miedzy poziomem podstawowym oraz wzbudzonym.
Zalezy ono od struktury fluorofora oraz rodzaju rozpuszczalnika. Niektore widma
posiadaja swoistg strukture z wieloma maksimami (np. perylenu), odpowiadajacymi
wibracjom poziomow energetycznych stanu podstawowego i wzbudzonego. Z kolei inne
zwiazki, np. chinina, posiadajg widma pozbawione struktury oscylacyjnej. Ze wzgledu
na mozliwos$¢ interferencji z absorpcja 1 emisja biomolekul najczgsciej pozadane sa
znaczniki o maksimach znajdujacych si¢ w zakresie §wiatla widzialnego;

il) przesuni¢cie Stokesa — rdznica w potozeniu maksimow emisji i absorpcji. Molekuty o
matym przesunieciu Stokesa sg podatne na samowygaszanie poprzez transfer energii;

iii) molowy wspoélczynnik absorpcji (ekstynkeji), € — wielko$¢ charakterystyczna molekuty,
stala dla danej dlugosci fali absorpcji, bedaca miarg pochlaniania promieniowania
elektromagnetycznego.
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iv) wydajno$¢ kwantowa, QY (ang. quantum vyield) — stosunek liczby fotondéw
wyemitowanych do fotonow zaabsorbowanych;

V) czas zycia fluorescencji, 7 — czas, w ktorym molekuta przebywa w stanie wzbudzonym.
Zwykle wynosi od 0,1 do 100 ns. Warto$¢ T ma znaczenie w pomiarach czasowo-
rozdzielczych oraz anizotropii fluorescencji.[%!

Iloczyn molowego wspotczynnika absorpcji oraz wydajnosci kwantowej nazywany jest
jasno$cig (ang. brightness) i jest miarg efektywnosci emisji fluoroforu wzbudzanego
promieniowaniem o okreslonej dlugosci fali. Zestawienie jasnosci i maksimum absorpcji
wybranych fluoroforéw przedstawiono na Rys. 11.36.
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Rys. 11.36. Glowne klasy fluoroforow uszeregowane pod wzgledem jasnosci i dtugosci fali maksimum

absorpcji. Kolor struktury odpowiada dlugo$ci fali maksimum emisji. Rysunek zaczerpnicto z pracy Lavis
et al. 2008.12%°]

Jednym z pierwszym zidentyfikowanych fluoroforéw byta chinina, obecna chociazby w
toniku, ktora w 1845 odkryt Herschel.[1% Jest to naturalny zwigzek, ktory znajduje si¢ w korze
drzewa chinowego. Innym przyktadem naturalnych fluorofor6w sa aminokwasy aromatyczne:
fenyloalanina, tyrozyna i tryptofan. Najsilniej fluoryzujacy jest tryptofan, wzbudzany w §wietle
UV, jednak jego fluorescencja jest bardzo staba (e34s nm = 6300 M™cm™, QY = 0,13),
Wrazliwo$¢ emisji tryptofanu na otoczenie znalazta szereg zastosowan biofizycznych do badan
m.in. zwijania biatek oraz wiazania ligandow.[?*?]

Do najpopularniejszych znacznikéw fluorescencyjnych zaliczane sa fluoresceiny,
rodaminy, cyjaniny, borodipirometeny (BODIPY), piren i jego pochodne, kumaryny, akrydyny
oraz fenoksazyny (Rys. 11.37). Znaczniki fluoresceinowe, bedace pochodng 3,6—
dihydroksyksantenu, znane s3 juz od konca XIX wieku.[?®l Posiadajg wysokie wartosci
wydajnosci kwantowych, co przeklada sie takze na ich wysoka jasno$¢. Charakterystyczng
wiasciwoscia fluoresceiny jest jej wystgpowanie w dwoch formach — otwartej fluoryzujacej oraz
zamknietej (laktonowej) niefluoryzujacej (Rys. 11.38A). Fluoresceiny wystepuja w kilku formach
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protonacyjnych, ktore roznig si¢ intensywnos$cig fluorescencji (Rys. 11.38B). W s$rodowisku
obojetnym najwigkszy udzial ma monoanion, jednak najsilniejsza fluorescencje wykazuje
dianion, przewazajacy w zasadowych warunkach. Modyfikujac rdzen ksantetowy fluoresceiny
mozliwe jest przesunigcie maksiméw absorpcji i emisji. Zamiana atomu tlenu ksantenu grupa
gem-dimetylowa (dwie grupy metylowe przytaczone do atomu wegla) w  strukturze
karbofluoresceiny prowadzi do 53 nm przesuniccia batochromowego.!?!4 Pierscienie ksantenu
modyfikowane dwoma grupami aminowymi/iminowymi (zamiast atomami tlenu jak we
fluoresceinach) tworzg inng interesujgcg klas¢ barwnikow — rodaminy.
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Rys. 11.37. Struktury najczesciej wykorzystywanych fuoroforow. Kolor struktury odpowiada dtugosci fali
maksimum emisji.
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Rys. A) 11.38. Fluoryzujaca i niefluoryzujaca forma fluoresceiny; B) wptyw pH na stan protonacyjny
fluoresceiny.

Kolejng rozpowszechniong duza grupa barwnikow sg cyjaniny, ktorych ogdlna struktura
oparta jest o pierscienie indolowe potaczone tancuchem (poli)metinowym. Wysoka jasno$é
cyjaniny zawdzieczajg duzym warto$ciom wspotczynnikow ekstynkeji (100 000 —300 000 M-
tem™). W przeciwienstwie do fluorescein cyjaniny nie s3 wrazliwe na zmiany rozpuszczalnika
oraz otoczenia. Struktur¢ cyjanin mozna modyfikowa¢ wydtuzajac tancuch polimetinowy, co
prowadzi do batochromowego przesuni¢cia maksimow absorpcji i emisji (Rys. 11.39). Cyjanina
3 posiada pierscienie indolowe oddzielone od siebie trzema atomami wegla 1 emituje
promieniowanie zielone o dtugosci fali ~560 nm. Wydtuzenie tacznika o dwa atomy przesuwa
maksimum emisji do ~660 nm (cyjanina 5), a o kolejne dwa do ~770 nm (cyjanina 7). W
przypadku cyjaniny 7 tacznik jest dodatkowo usztywniony pier§cieniem, ktdrego obecno$é¢
powoduje zwigkszenie wydajnosci kwantowej o 20% (QY = 0.3). Przesunigcie batochromowe
mozna uzyskac takze poprzez wigczenie kolejnego pierscienia aromatycznego w obrebie indolu,
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bez wydluzania tgcznika polimetinowego. Uzyskane w ten sposob cyjaniny 3.5, 5.5 1 7.5
posiadaja o ok. 30 nm przesunigte maksima w stron¢ wigkszych diugosci fal. Szczegodlna
popularno$§¢ w badaniach uktadéw biologicznych zyskaty sulfocyjaniny, zawierajace grupy
sulfonowe zwiekszajgce rozpuszczalno$¢ w $rodowisku wodnym. Ponadto cyjaniny i
sulfocyjaniny mozna stosowa¢ zamiennie ze wzgledu na zblizone wtasciwosci spektroskopowe.
Interesujacym wykorzystaniem znacznikow cyjaninowych sa sondy FRET, ktore zostang
omowione w kolejnych podrozdziatach.

Cy3 Cy5 Cy7

Cy35 Cy55 cy75

Absorbancja Fluorescencja

Cy3
Cy35 =
Cy5 ——mm
Cy55 ——
cy7 —
Cy75 ——

450 500 550 600 650 700 750 800 850 550 600 650 700 750 800 850
Wavelength, nm Wavelength, nm

Rys. 11.39. Struktury wybranych barwnikéw cyjaninowych wraz z odpowiadajacymi im widmami
absorpcji i emisji fluorescencji. Widma zaczerpnigto ze strony producenta Lumiprobe
(https://www.lumiprobe.com/tech/cyanine-dyes).

Pochodne borodipirometenu (BODIPY) s3 wszechstronng klasg fluoroforow,
charakteryzujacych si¢ wysoka wydajnoscig kwantowg, brakiem tadunku, matym przesunieciem
Stokesa oraz niewrazliwoscig emisji na zmiany warunkow otoczenia. Przesunigcie Stokesa
znacznika BDP-FL wynosi 6 nm (daps = 503 nm, Aem = 509 nm), a jego wydajnos$¢ kwantowa jest
zblizona do jednosci (QY = 0,97).2° Nietypowa wiasciwoscia BODIPY jest brak
egzocyklicznych grup donorowych i akceptorowych, dzigki czemu mogg by¢ modyfikowane w
kazdej pozycji. Zmiana podstawnikow na atomie boru na podstawniki fenolowe prowadzi do
silnego przesunigcia batochromowego (Aaps = 728 NM, Aem = 746 Nm).

Innymi przyktadami grup bawnikow sa wystepujace w naturalnych produktach kumaryny
oraz fenoksazyny (Nile red, Nile blue). Pochodne akrydyny nie maja wielu zastosowan
komercyjnych, jednak dawniej byly szeroko stosowanymi barwnikami. Interesujace sa takze
barwniki zbudowany jedynie z pierScieni benzenowych, takie jak piren i perylen. Wtasciwosci
fluorescencyjne zwigzkow pirenowych zostang osobno omowione w kolejnym podrozdziale.

Nie tylko maloczasteczkowe barwniki sg wykorzystywane w znakowaniu molekut
biologicznych. Typowym przyktadem markomoleuty fluorescencyjnej jest biatko GFP (ang.
Green Fluorescence Protein), za ktorego wyizolowanie z meduzy Aequorea victoria w 2008
roku przyznano nagrode¢ Nobla. Jest to niewielkie biatko (26,9 kDa) przyjmujace strukture [3-
barylki (ang. p-barrel), w ktorej wnetrzu aminokwasy seryna, tyrozyna i glicyna reagujg ze sobg
tworzac fluorofor imidazolinowy.?® Pojedyncze mutacje doprowadzily do otrzymania wielu
analogow GFP o zmienionych wlasciwosciach spektroskopowych — BFP (ang. Blue
Eluorescence Protein) emituje $wiatlo niebieskie, a YFP (ang. Yellow Fluorescence Protein)
z6lte.
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W ostatnich latach rozw¢j nanotechnologii doprowadzit do opracowania nowego typu
znacznikdéw o wilasciwosciach fluorecencyjnych, jakimi sa kropki kwantowe.?®l Sa to
potprzewodniki o wymiarach kilku nm, zdolne do absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego, na skutego, czego elektron wzbudzany jest z pasma walencyjnego do
przewodzacego tworzac parg elektron—dziura, tzw. ekscyton. Powro6t elektronu do swojego stanu
podstawowego prowadzi do emisji fluorescencji.

111.6.3.1. Ekscymery

Na fluorescencje¢ barwnikow moze wplywa¢ wiele czynnikow srodowiskowych, w tym
odzialywania z otaczajagcymi molekutami. Niektore znaczniki zdolne sg do tworzenia
kompleksow miedzy sobg lub z innym fluoroforem, wykazujgcych inne wiasciwosci emisyjne.
Przyktadem takiego kompleksu sa ekscymery (ekscypleksy) powstate na skutek oddziatywania
czasteczki fluoroforu w stanie wzbudzonym z czgsteczkg w stanie podstawowym. Najbardziej
znanym i najszerzej zbadanym barwnikiem zdolnym do tworzenia eksymerow jest piren i jego
pochodne. Obecno$¢ emisji ekscymerowej sprawia, ze widma absorpcji i emisji pirenu nie sa
swoimi odbiciami lustrzanymi (ang. mirror-image rule). W niskich st¢zeniach piren wzbudzany
promieniowaniem o dtugosci fali ~350 nm posiada ustrukturyzowane widmo monomerowe z
dwoma maksimami ~380 i ~400 nm (Rys. 11.40). W wyzszych st¢zeniach rejestrowane widmo
emisji sktada si¢ z batochromowo przesunigtego, szerokiego, nieustrukturyzowanego pasma
ekscymerowego (~490 nm; Rys. 11.40). Zaleznos¢ ksztattu widma emisji fluorescencji pirenu od
stezenia jest cechg charakterystyczng pirenu. Wraz ze wzrostem stgzenia pirenu intensywnosé
emisji monomerowej maleje, na rzecz powstajacego pasma ekscymerowego.

Monomer Ekscymer 12
YO nm 380 nm 50 nm 490 nm 1.0} monomer ekscymer

0.8t
0.6
0.4r
0.2

0.0

350 400 450 500 550 600 650
dlugosc fali (nm)

Intensywnosc

Rys. 11.40. Poréwnanie emisji monomerowej i ekscymerowej pirenu.

Zrédlo  batochromowego  przesuniecia emisji  ekscymerowej oraz  braku
ustrukturyzowania prezentuje schematycznie diagram poziomow energetycznych (Rys. 11.41).
Przesunig¢cie maksimum wynika z czeSciowej dyssypacji energii stanu wzbudzonego w trakcie
formowania ekscymeru. Natomiast brak ustrukturyzowania jest konsekwencja tego, iz przejescie
energetyczne nastgpuje ze stanu zwigzanego do niezwigzanego. W potencjale niezwigzanego
stanu podstawowego nie ma struktury oscylacyjnej.
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Rys. 11.41. Schematyczne przedstawienie diagramu pozioméw energetycznych (E) w funkcji odlegtosci
miedzy molekutami oraz widma emisji (I) monomeru i ekscymeru. Wielkos$¢ do 0znacza rownowagowa
odlegtos¢ miedzymolekularng stanu ekscymerowego.

W celu utworzenia kanapkowego kompleksu ekscymerowego molekuty pirenu musza
znalezé si¢ w bardzo bliskiej odlegtosci 5—10 Al?Y1 (1 A = 1071% m). Efekt ten mozna osiggnaé
nie tylko podwyzszajac stezenie molekul, ale réwniez poprzez zblizenie przestrzenne
fragmentow czasteczki zawierajacej dwa znaczniki ekscymerowe, z utworzeniem oddziatywan
wewnatrzczasteczkowych. Proces formowania ekscymeru przez czasteczki pirenu przytaczone
kowalencyjnie do makromolekut dostarcza wielu informacji o ich dynamice oraz zmianach
strukturalnych.?®l  Kinetyke formowania ekscymeru fluorescencyjnie znakowanych
makromolekut opisuje zmodyfikowany schemat Birksa (Rys. 11.42).22%1 Na skutek absorpcji
fotonu wzbudzona czasteczka pirenu moze emitowac fluorescencje (monomerowa) z czasem
zycia v, lub utworzy¢ kompleks ekscymerowy, jesli napotka w bliskiej odleglosci molekute
pirenu w stanie podstawowym. Stala szybkos$ci procesu formowania ekscymeru jest zalezna od
czasu f(t). Ekscymer moze wyemitowac promieniowanie w postaci fluorescencji (czas zycia te),
badz ulec dysocjacji ze statg szybkosci k.1. Ze wzgledu na rdéznicg w warto$ci czasow e i v (tm
> 1g) proces formowania ekscymeru moze takze by¢ charakteryzowany z zastosowaniem
pomiardw czasowo-rozdzielczych. To wlasnie dzigki dtugiemu czasowi zycia pirenu w stanie
wzbudzonym (> 100 ns) molekuta ma wystarczajaco duzo czasu na spotkanie z druga czasteczka
w stanie podstawowym, przez co mozliwe jest utworzenie ekscymeru.

aaa-6

(PyPy)* PyPy

-1

Ty fE’l

hv hv
Rys. 11.42. Formowanie ekscymeru pomigdzy molekutami pirenu przylaczonymi kowalencyjnie do

makromolekuty.

Zdolnos¢ znacznika fluorescencyjnego do tworzenia kompleksow ekscymeru zwigzana
jest z obecnoscig plaskich uktadow pierécieni aromatycznych. Dwupierscieniowy naftalen!??!
oraz trojpierscieniowe antracen!??!l i fenatren(???l (Rys. 11.43) w pewnym stopniu sa zdolne do
formowania ekscymerow, szczegdlnie w stanie krystalicznym.[??2l Ponadto pochodne pirenu
réwniez moga emitowac fluorescencje ekscymerows. Przyktadem jest 1-fenyloetynylopiren PEP
(ang. phenylethynylpyrene), w ktorego strukturze znajduje si¢ dodatkowy pierscien aromatyczny,
polaczony z czterema pier§cieniami pirenu dwoma atomami we¢gla o hybrydyzacji sp (Rys.
11.43).12241 Rozbudowanie chromoforu o grupe fenyloetynylowa prowadzi do wzrostu absorpcji
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(wyzszy molowy wspotczynnik ekstynkcji), batochromowego przesunigcia maksimow absorpcji
i emisji oraz zmniejszenia przesunigcia Stokesa i czasu zycia stanu wzbudzonego.??s) PEP
tworzy ekscymery w roztworze THF, jednak jego stezenie wymagane do uformowania dupleksu
jest 2-3 krotnie wyzsze w porownaniu do pirenu, co koreluje z jego nizszym czasem zycia stanu
wzbudzonego.??®l Widma absorpciji i emisji PEP sa przesuniete batochromowo 0 odpowiednio
ok. 50 1 30 nm w poréwnaniu do pirenu. Perylen, ktéry podobnie do PEP posiada pig¢ pierscieni
aromatycznych ma niskie wartosci czasu zycia stanu wzbudzonego (kilka ns), co sprawia, ze nie
wykazuje on emisji ekscymerowej. Jednak grupa pochodnych perylenu — dikarboksyimid
perylenu PDI (ang. perylene dicarboxyimide; Rys. 11.43) o rozbudowanym uktadzie m w
wyzszych stezeniach moze formowaé agregaty, a takze kompleksy ekscymerowe. 2%7]

Obok wielopier§cieniowych O
weglowodoréw aromatycznych (PAH, OOO
ang. Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons) istniejg takze innego Naftalen Antracen Fenantren
rodzaju fluorofory tworzace ekscymery. OO O
Przyktadem s znaczniki ‘
cyjanowinylenowe (Rys. 11.43), ktérych O‘ ‘

zaréwno absorpcja, jak 1 emisja znajduja
si¢ w zakresie §wiatta widzialnego (Aabs

= 440-500 nm, Aem = 620-660 nm). Q O O 0 . NG /N:©
Fluorescencja tego typu znacznikow jest RNNR N Qﬁs
bardzo staba w roztworach, natomiast 4 O O 5 R -

Znaczaco ro$nie w ciele stalym.

Piren Fenyloetynylopiren (PEP)

. L Dikarboksyimid perylenu Cyjanowinylen
Przyktadem  wykorzystania  emisji
ekscymerowej znacznikOW Rys. 11.43. Struktury fluoroforéw zdolnych do
cyjanowinylenowych jest sonda tworzenia ekscymeréw: piren, fenyloetynylopiren,
przeznaczona do wykrywania dikarboksyimid perylenu oraz barwnik

. i i [228]
nieznakowanego DNA w roztworach cyjanowinylenowy.

wodnych. Kationowy analog barwnika
cyjanowinylenowego oddziatluje elektrostatycznie z tancuchem fosforanowym DNA, prowadzac
do agregacji znacznika i pojawienia si¢ pasma fluorescencji ekscymerowe;j.[?28]

Zalezno$¢ ksztaltu widma od odlegtosci pomigdzy molekutami zdolnymi do formowania
ekscymerdw znalazta szerokie zastosowanie w badaniach zmian strukturalnych makromolekut,
a takze monitorowania enzymatycznej degradacji. Przykladem wykorzystania pirenu w
badaniach molekut biologicznych jest biosensor przeznaczony do monitorowania formowania
aptameru w obecnoéci jonow potasowych (Rys. 11.44).1221 W tym celu zaprojektowano
oligonukleotyd w pelni lub czgsciowo komplementarny do fragmentu aptameru wiazacego
trombine, ktory zawieral znaczniki pirenowe na konicach 5’ 13’. W obecnosci jondw potasowych
niemodyfikowana ni¢ tworzyta kwadrupleks, natomiast znakowana ni¢ struktur¢ spinki do
wlosoéw, w ktorej to molekuty pirenu znajdowaty si¢ odpowiednio blisko siebie, aby emitowac
fluorescencje ekscymerowg. Wzrost stezenia jondéw K* Kkoreluje zatem ze wzrostem
intensywnosci fluorescencji.

66



I1.6. Narzedzia do badan oddzialywan biatko-ligand

‘00 0 80 -
OGN
N (o]
H o-pz0 ‘OO 70
0 0O,
"5 TGGTGTCAACCACACCA'3” [\”” ® 60
LTI o ©
3GGTTGGTGTGGTTGGS' 50 Ct
Struktura sondy L 40l K
30
20 4
ANIRRNEEN]| 10 s
Aptamer = 4.50 ;;0 5;0 - .’:5:6 —6;0

Wavelength/nm

Rys. 11.44. Elementy rysunku zaczerpnieto z pracy Shi, et. al. 2010.22%

111.6.3.2. FRET

Jednym z najszerzej zbadanych zjawisk fotofizycznych zachodzacych pomiedzy dwoma
fluorofortami jest rezonansowy transfer energii Forstera FRET (ang. Férster Resonance Energy
Transfer). Zjawisko FRET zachodzi pomigdzy wzbudzong molekutg donora (D), a akceptorem
(A) w stanie podstawowym. Zwykle donor emituje krotsze dugosci fali, ktore pokrywajg si¢ w
pewnym stopniu z widmem absorpcji akceptora. Jednak istotne jest, iz efekt FRET nie polega na
emisji fotonu przez donor i jego reabsorpcje przez akceptor. Transfer energii zachodzi bez
pojawienia si¢ fotonu i jest efektem dalekozasiegowego oddziatywania dipol—dipol pomiedzy
donorem i akceptorem. Teoria transferu energii przyjmuje, ze fluorofor jest oscylujacym
dipolem, ktéry w obecnosci innego dipola o zlizonej czgstosci rezonansowej moze wymieniac z
nim energig.[*%

Efektywnos¢ transferu energii zalezy gtdéwnie od nastepujacych czynnikoéw: (i) stopnia
pokrywania widm emisji D i absorpcji A, (ii) wydajnosci kwantowej donora, (iii) odleglosci
pomiedzy D i A oraz (iv) wzglednej orientacji momentoéw przejscia. Szybko$¢ transferu energii
silnie zalezy od odlegtosci D—A (r) — jest proporcjonalna do r® i mozna opisaé ja wzorem:

1 /Rp\®
kr(r) = g (T)
gdzie: o — czas zycia stanu wzbudzonego donora w nieobecnosci akceptora, Ro — odlegto$é
Forstera, r — odleglo$¢ migdzy donorem i akceptorem.
Odleglos¢ Forstera Ro odpowiada odleglosci D—A, dla ktorej wydajnos¢ transferu energii wynosi
50%. W tych warunkach szybkos¢ transferu jest rowna statej szybkosci emisji donora 1/7p (r =

Ro). Jesli szybkos¢ transferu jest duzo wigksza od 7o wtedy transfer energii zachodzi wydajnie.
Sama wydajno$¢ transferu energii E mozna zdefiniowa¢ rOwnaniem:

ke RS
1yt 4 ke(r) RS+

Wyrazenie to obrazuje, jak silnie kazda zmiana odlegtosci r wptywa na wydajnos$¢ transferu, co
pozwala na jego iloSciowg oceng na podstawie rejestrowanych widm fluorescencyjnych. Z tego
powodu zjawisko FRET czesto okreslane jest mianem |, linijki spektroskopowej”.[?3t! Dzieki
temu FRET moze by¢ stosowany do charakterystyki zmian konformacyjnych biomolekut,
zawierajacych znaczniki tworzace pare D—A. Na Rys. 11.45 zaprezentowano, w jaki sposob
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wydajno$¢ transferu zmienia si¢ wraz ze zmiang odleglosci r. Dla odleglosci r = 2Ro wydajnosé
transferu energii jest praktycznie znikoma.

I"/Ro

Rys. 11.45. Zalezno$¢ wydajnosci transferu energii E od odleglosci migdzy donorem i akceptorem.
Rysunki zaczerpnieto z ksigzki Principles of fluorescence Spectroscopy, J. R. Lakowicz.[84

Zgodnie z powyzszymi rozwazaniami efektywnos¢ transferu E powigzana jest z
warto$cig odleglosci Forstera Ro, ktora zalezy od wielu czynnikow i mozna wyrazi¢ ja za pomoca
Wzoru:

[o¢]

f Fp(D)es(DA*dA
0

¢ 9000(In10)k?Qp
0™ 128m75Nn*

gdzie «? to czynnik orientacji dipoli, Qp — wydajno$é¢ kwantowa donora, N — liczba Avogadro, n
— wspotczynnik zatamania osrodka, Fp(4) — poprawiona intensywno$¢ fluorescencji donora w
zakresie 2 do 1 + A/ ze znormalizowang powierzchnig pod widmem emisji, ea(1) — wspotczynnik
ekstynkcji akceptora dla dtugosci fali 4, A — dtugo$¢ fali wzbudzania uktadu.

Catka we wzorze nazywana jest inaczej catkg

1.2

integralng, wyrazajaca stopen pokrywania

widm emisji D i absorpcji A, przy czym jej 1.0} v em: Cv8 abs.
wartos¢ jest inna dla roznych par D-A. W 3 gl

ogolnosci im wigksze pokrywanie widm, g o6l

tym wyzsza warto$¢ Ro, a €O za tym idzie @

wigksza efektywno$¢ transferu FRET. 2 0.4r

Podobny wptyw ma molowy wspotczynnik ~~ 0.2f

ekstynkcji akceptora ¢a(4), do ktorego 0.0k

warto§¢ Ro jest wprost proporcjonalna. 500 550 600 650 700
Przyktad widma emisji jednego fluorofora dlugosc fali (nm)

(Cy3) oraz absorpcji drugiego fluorofora Rys. 11.46.Widmo absorpcji cyjaniny 3 (donora)
(Cy5) tworzacych pare FRET Oraz emisji cyjaniny_ 5 (a}kceptc_)ra) Z zaznaczonym

obszarem pokrywania widm (fioletowy).
zaprezentowano na Rys. 11.46.

Czynnik orientacji x?, ktory pojawil sie w réwnaniu na odlegto$é Forstera opisuje
wzgledng orientacje momentéw przej$cia donora oraz akceptora. Zaleznos¢ czynnika orientacji
od polozenia czasteczek donora i akceptora wzgledem siebie mozna zapisa¢ nastepujacym
wzorem:

k% = (cosO; — 3cos0pc0s0,)? = (sinfpsinb,cosdp — 2cosO,c0s6,)?

gdzie 6r — kat pomiedzy momentem przejsScia donora, a momentem przejs$cia akceptora, dp i Oa
— katy pomiedzy momentami przejscia, a wektorem laczacym donor 1 akceptor r oraz ¢ — kat
pomiedzy ptaszczyznami (Rys. 11.47). Warto$¢ x> moze wynosi¢ od 0 dla ortogonalnego
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ustawienia pary D—A do 4 dla ustawienia rownoleglego w jednej linii (head-to-tail). Zwykle
przyjmuje si¢, ze jego warto$§¢ wynosi 2/3, co odpowiada usrednieniu losowych ruchéw donora
I akceptora.

Rys. 11.47. Zaleznoé¢ czynnika orientacji x? od kierunku dipola emisji donora oraz dipola absorpcji
akceptora. Rysunek przygotowano na podstawie ksigzki Principles of fluorescence Spectroscopy, J. R.
Lakowicz.[*84

Najczesciej wykorzystywane pary FRET tworzone sa przez znaczniki emitujace
promieniowanie z zakresu od UV do bliskiego IR. Zwykle charakteryzuja si¢ szerokimi widmami
absorpcji 1 emisji oraz malymi warto$ciami przesunig¢cia Stokesa. Czesto stosowane sg
fluoresceiny, ze wzgledu na wysokie wydajnosci kwantowe, dobrg rozpuszczalnos$¢ oraz tatwosé
wprowadzania modyfikacji chemicznych. Moga one by¢ donorem dla szerokiej gamy
barwnikéw, np. rodaminowych. Sama fluoresceina jest wrazliwa na pH §rodowiska oraz podatna
na fotowygaszanie, dlatego dobrg alternatywa jest stosowanie jej pochodnych, takich jak
fluorowane analogi (Oregon Green) oraz rodzina barwnikow Alexa Fluor, zawierajaca silnie
zroznicowane struktury fluoresceinowe. Kolejnym przyktadem jednych z najbardziej
rozpowszechnionych znacznikow tworzacych pary FRET sg cyjaniny, np. Cy3—Cy5 i Cy5-Cy7.

Obok matych organicznych barwnikow istnieja takze dwie inne klasy obiektow zdolnych
do utworzenia pary FRET: biatka fluorescencyjne oraz kropki kwantowe. Stosowanie biatek
fluorescencyjnych ma wiele korzysci nad matoczasteczkowymi znacznikami.l?®2 Moga by¢
tatwo wprowadzone do biatek, odpowiadajacych za oddziatywanie biologiczne z zastosowaniem
metod inzynierii genetycznej. Dzigki wykorzystaniu promotorow specyficznych dla tkanek
biatka fluorescencyjne nadaja wysoka specyficzno§¢ komorkowa, a takze subkomorkowa. W
przeciwienstwie do matoczasteczkowych znacznikow wykazuja wysoka stabilno$¢ wewnatrz
komorki i moga w tatwy sposob pokonac bariere¢ blony komoérkowej z wykorzystaniem
transfekcji, badz infekcji wirusowej. Typowym przedstawicielem biatka fluorescencyjnego jest
GFP oraz jego pochodne.

Stosunkowo niedawno odkryte kropki kwantowe stanowig trzecig grupg obiektow
fluorescencyjnych, ktore takze moga wykazywaé efekt FRET. Posiadaja one bardzo dobre
wilasciwosci fluorescencyjne, jak: zaleznos¢ widma emisji od wielkos¢ kropki, szerokie widma
wzbudzania, intensywna fluorescencja, wysoka fotostabilno$é¢ oraz biokompatybilnos¢.[?!

Zjawisko FRET jest szczegdlnie uzyteczne w bioanalizie ze wzglgdu na wysoka czutosc
na niewielkie zmiany potozen donora i akceptora wzgledem siebie. Ponadto transfer energii
przewaznie nie zalezy od rodzaju makromolekuty.[*¥ Na podstawie rejestrowanych widm
fluorescencyjnych mozliwe jest obliczenie odlegtosci D-A.I24 Odleglos¢ ta moze ulegaé
zmianie nie tylko na skutek zmian konformacyjnych dwuznakowanej biomolekuty, ale takze pod
wplywem degradacji jej struktury. Matoczasteczkowe zwigzki, zawierajace znaczniki tworzace
par¢ FRET znalazly zastosowanie w monitorowaniu procesow enzymatycznych. Przyktadem jest
sonda molekularna ATP, w ktoérej strukturze w obrgbie terminalnej reszty fosforanowe;j
wprowadzono jeden znacznik, natomiast drugi w pozycji 2°-O rybozy lub N6-adenozyny.
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Zwigzek znakowany na rybozie =zostal wykorzystany do monitorowania hydrolizy
enzymatycznej sondy ATP przez modelowg fosfodiesteraze PDE-I (Rys. 11.48A).12%! Sonda
zawierata r6zne kombinacje par FRET — cyjaniny oraz sulfocyjaniny 3 i 5. W emisji sondy
dwuznakowanej widoczny jest wewnatrzczasteczkowy efekt FRET pomiedzy znacznikami,
ktory zanika pod wplywem odcigcia przez enzym terminalnej reszty fosforanowej wraz z
donorem. Inny przyktad sondy FRET ATP znakowanej w pozycji terminalnego fosforanu i N6-
adenozyny zostal zastosowany do monitorowania procesu aktywacji ubikwityny przez biatko
UBAL, z réwnoczesna hydroliza ATP do AMP i pp (Rys. 11.48B).I2%61 Rowniez w tym przypadku
degradacja dwuznakowanej sondy ATP prowadzi do zaniku efektu FRET.

A D o B ATP  AMP+PP
{:r.; }—u nker ) E f
‘& & UBA1
W ;.

Ubiquitin

enzyme N n  Ubiquitin
R-OH v Act:vanon

ﬁ*\ﬁ*\_\_\(ﬂ o eoo o DO® @ o
b@n OH OH
hv,, LA {f“u — Linker \‘ HJ!
NO FRET °% ‘;)-ﬁ } ﬂ*% FRET g

Rys. 11.48. A) Schemat dziatania i struktura sondy FRET, przeznaczonej do monitorowania reakcji
hydrolizy ATP, katalizowanej przez fosfodiesteraze z jadu weza PDE-I;[271 B) Mechanizm aktywacji
ubikwityny przez biatko UBA1 o akywnosci pirofosfatazy oraz struktura ogdlna znakowanego analogu
ATP — fluorescencyjnej sondy FRET.12%]

jATP consuming

[11.6.3.3. Fluorofor-wygaszacz

W poprzednich podrozdzialach omoéwiono przyklady zjawisk fluorescencyjnych,
pojawiajacych si¢ w wyniku oddzialywania dwoch znacznikéw fluorescencyjnych. Jednak juz
samo oddziatywanie pojedynczego znacznika z otaczajagcymi molekutami moze prowadzi¢ do
mierzalnych zmian fluorescencji. Kazdy proces, ktory zmniejsza intensywno$¢ fluorescencji
nazywany jest wygaszaniem, a substancja, pod ktérej wptywem dochodzi do wygaszania —
wygaszaczem. Wysoka gestos¢ optyczna lub metnos¢ probki skutkuje zmniejszeniem
intensywnosci fluorescencji, jednak ten typ wygaszania zawiera niewielkg ilo$¢ informacji o
molekule. Fluorescencja moze ulec wygaszeniu na skutek wielu oddziatywan molekularnych,
wlaczajac w to reakcje w stanie wzbudzonym, transfer energii, formowanie kompleksu w stanie
podstawowym, czy tez wygaszanie kolizyjne.

Zjawiska wygaszania w 0gélnosci mozna podzieli¢ na dwa rodzaje: dynamiczne oraz
statyczne. Wygaszanie kolizyjne (dynamiczne) zachodzi w trakcie zderzen czasteczek fluorofora
I wygaszacza, ktore ulatwiajg bezpromieniste przejScie do stanu podstawowego. Jest ono
skutkiem dyfuzyjnego zblizenia obydwu molekut w ciggu czasu zycia stanu wzbudzonego
fluorofora (zaleznos¢ od czasu). Jednym z najbardziej powszechnych wygaszaczy kolizyjnych
jest tlen molekularny,*® zdolny do wygaszania wiekszosci znanych fluoroforéw. Z tego
powodu przed wykonaniem pomiarow fluorescencyjnych istotne jest usuniecie tlenu z buforu
pomiarowego. Mozna tego dokona¢ poprzez odgazowanie, np. umieszczajac naczynie z buforem
przez odpowiedni czas w eksykatorze prézniowym, lub przemywajac bufor gazem obojetnym
(argonem, azotem). Innymi przyktadami znanych wygaszaczy kolizyjnych sg nadtlenek wodoru,
tlenek azotu (NO) oraz jon jodkowy I'. Niektore czgsteczki wygaszaczy potrafig tworzyc
kompleks z fluoroforem, ktory nie posiada wilasciwosci fluoryzujacych. Tego typu
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oddzialywanie nazywane jest wygaszaniem statycznym i jest zrodtem informacji o wigzaniu
fluorofor-wygaszacz. Informacja o rodzaju wygaszania uzyskiwana jest poprzez wyznaczenie i
analiz¢ krzywych Sterna-Volmera. Sa to zalezno$ci stosunku intensywnosci fluorescencji oraz
czasu zycia stanu wzbudzonego przed do wartosci po oddziatywaniu z wygaszaczem (Fo/F oraz
t0/t), od stezenia wygaszacza (Rys. 11.49). Zar6wno w przypadku czysto dynamicznego i
statycznego wygaszania Fo/F rosnie liniowo wraz ze stgzeniem wygaszacza. Jednak tylko
dynamiczne wygaszanie prowadzi do zmian czasow zycia z, co wynika z faktu, iz molekuta
wygaszacza oddziatuje z fluoroforem w stanie wzbudzonym. W wygaszaniu statycznym
tworzacy sie kompleks nie emituje promieniowania, ale stan wzbudzony pozostatych molekut

fluorofora,  ktore nie  ulegly Wygaszanie dynamiczne
kgmplgkspwamu ' pozogtaje Fo_ ka0l 4 kylo]
niezmieniony. Wynika z tego, ze 7 & F L & ’ e
fluorofora nie ulega zmianie wraz ze = S
wzrostem  stezenia  wygaszacza. ¢ 7

Rodzaj wygaszania mozna takze 0] 0]

zweryfikowa¢  badajac  wplyw

temperatury lub lepko$ci na przebieg Wygaszanie statyczne

Fo

krzywych Fo/lF. Wyzsze temperatury F okl e
. . . . . Lx. "" o ——
zwigkszaja dyfuzje, a co za tym idzie 3 e S

takze ilo$¢ zderzen wygaszajacych. Z -
kolei state dysocjacji kompleksow
wygaszacz—fluorofor (stabsze [€] (@]

wigzanie) zwickszajg si¢ prowadzac Rys. 11.49. Krzywe Sterna-Volmera czystego wygaszania

do zmniejszenia wygaszania dynamicznego oraz statycznego; Fo, 70 — intensywnos¢ i
czas zycia fluorescencji przy braku wygaszacza; F, 7 —

statycznego. W rzeczywistoSci w . - e . L

. . intensywno$¢ i1 czas zycia fluorescencji w obecnosci
wielu przypadkach  fluorescencja wygaszacza; kqzo — stata wygaszania dynamicznego; Ka —
wygaszana jest w sposOb mi€szany stata asocjacji fluorofora i wygaszacza; [Q] — stezenie

(dynamiczny i statyczny). wygaszacza.

Zarowno w przypadku wygaszania dynamicznego, jak i statycznego fluorofor i
wygaszacz muszg zblizy¢ si¢ do siebie na stosunkowo malg odlegtos¢. Istniejg takze inne
mechanizmy wygaszania, jak chociazby omoéwione juz zjawisko FRET, w ktorym akceptorem
jest niefluoryzujaca substancja. Wygaszacze tego typu nazywane sg ciemnymi (ang. dark
quenchers), a ich najbardziej rozpowszechnionym przyktadem jest dabcyl. Jest to barwnik
azowy, zawierajacy struktur¢ R-N=N-R’, gdzie R to modyfikowane grupy arylowe (Rys. 11.50).
Dabcyl posiada szerokie i intensywne widmo absorpcji w zakresie $wiatta widzialnego (Amax =
453 nm), a transfer energii zachodzi wydajnie dla zwigzkéw emitujacych $wiatto niebieskie i
czesciowo zielone (390-510 nm), np. fluoresceiny, BDP-FL. Pomimo, Ze jest on
wykorzystywany w rozwoju wielu zastosowan FRET, jego niska wydajno$¢ wygaszania
fluoroforow emitujacych promieniowanie 0 wyzszych dlugosciach fal (rodaminy, cyjaniny)
stanowi czynnik limitujacy. Z tego powodu w minionych latach opracowano wiele grup
wygaszaczy FRET, dobranych odpowiednio do niewielkiej liczby fluoroforéw. Przykladem
takiej grupy sa wygaszacze BHQ (ang. Black Hole Quencher), podobnie jak dabcyl zawierajace
grupe azowg —N=N-—, ktorej t0 zapewniaja swoje unikalne wilasciwosci fotochemiczne (Rys.
11.50). Wygaszacze BHQ zostaly zaprojektowane i otrzymane w 2000 roku przez firmeg
Biosearch Technologies. Na seri¢ sktadaja si¢ cztery molekuty: BHQ-0, -1, -2 i -3, ktorych
widma absorpcyjne przekrywaja caty zakres $wiatta widzialnego oraz bliskiego IR, dzigki czemu
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moga by¢ stosowane z wicloma donorami fluoryzujgcymi. Innymi znanymi wygaszaczami 0
szerokim zakresie zastosowan sg Tide Quenchers™ (np. TQ3, TQ5SWS), ktérych struktury nie sg
ujawnione.oraz ATTO-TEC (np. ATTO 540Q, ATTO 575Q).

N\ — Rc
N O
°N N N’
R Rq

Dabcyl BHQ
Rys. 11.50. Struktura ogoélna przyktadowych wygaszaczy FRET: dabcylu oraz BHQ.

Dobor odpowiedniego wygaszacza do fluorofora wymaga efektywnego zajscia transferu
energii, wobec czego widma emisji donora i absorpcji akceptora powinny pokrywacé si¢ w
pewnym zakresie dlugosci fal promieniowania. Na Rys. I1.51 zaprezentowano, dla ktoérych
fluoroforéw odpowiednie sg wgaszacze BHQ-1, -2 i -3, na podstawie ich maksimow absorpcji.
Mozna wywnioskowac, ze BHQ-1 bedzie najefektywniej wygaszac emisje fluoresceiny, BHQ-2
cyjaniny 3 i rodaminy X, natomiast BHQ-3 — cyjaniny 5.
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Rys. 11.51. Widma absorpcji trzech wygaszaczy BHQ-1-3, wraz z maksimami emisji powszechnie
uzywanych fluoroforéw. Widma zaczerpnigto ze strony producenta Sigma Aldrich.

Znakowanie molekul parg fluorofor-wygaszacz ma zastosowania analogiczne do
fluoryzujacych par FRET, tzn. do badan nad zmianami strukturalnymi oraz projektowania
enzymatycznych metod fluorescencyjnych. Zaleta wykorzystywania niefluoryzujgcego
wygaszacza w roli akceptora transferu energii jest mniejsze tto fluorescencyjne, co umozliwia
uzyskanie bardziej czutych ukladow. Przyktadem aplikacji pary fluorofor-wygaszacz jest
biosensor DNA przeznaczony do monitorowania aktywnos$ci fosfodiesterazy tyrozylo-DNA 1
TDP1 (ang. Tyrosyl-DNA Phosphodiesterase 1), bedacej potencjalnym celem terapeutycznym w
leczeniu nowotworéw.?*] Biatko TDP1 stanowi cze$¢ uktadu naprawy peknieé pojedynczej nici
DNA. Biosensor sktada si¢ z tancucha DNA z BHQ-1 na koncu 3’ oraz 6-FAM na koncu 5°,
ktory na skutek wewnatrzkomdrkowego parowania zasad przyjmuje posta¢ struktury spinki do
wloséw (ang. hairpin). W tej formie fluorescencja jest wygaszona ze wzgledu na bliskie
potozenie BHQ-1 i 6-FAM. W obecnosci TDP1 wygaszacz BHQ-1 zostaje usuni¢ty z DNA na
skutek kowalencyjnego przytaczenia TDP1 do biosensora prowadzac do odblokowania
fluorescencji 6-FAM (Rys. 11.52). W wyniku drugiego ataku nukleofilowego TDP1 jest
uwalniane 1 moze przylaczy¢ si¢ do kolejnej molekuty biosensora. W ten sposdb mozliwa jest
ilo$ciowa analiza zwigkszonej, badZ zmniejszonej aktywnos$ci biatka TDP1.
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Rys. 11.52. Schemat dziatania biosensora TDP1 oraz wykres zalezno$ci mierzonej fluorescencji od czasu
w obecnoéci roznych stezen biosensora. Rysunek zaczerpnigto z pracy Jensen et al. 2013.[240

11.6.4. Koniugaty molekut biologicznych z nanomateriatami

W ostatnich latach rozwoj nanotechnologii doprowadzit do opracowania nowych
nanomateriatdw o unikatowych wilasciwosciach fizycznych i chemicznych. Nanomateriatami
mozna nazwa¢ materiaty o wymiarach ponizej 100 nm, w tym metaliczne nanoczastki (np. Ag i
Au) oraz struktury weglowe. Jednym z najszerzej zbadanych nanomaterialow jest ztoto
koloidalne.l?*1 W zaleznoéci od zastosowanej metody syntetycznej mozliwe jest manipulowanie
rozmiarem i1 morfologia nanoczastek. Rozbudowana powierzchnia nanoczastek pozwala na
wprowadzanie duzej ilosci molekul, co czyni je atrakcyjnym celem modyfikacji. Mozliwos$ci
funkcjonalizacji nanomaterialtdow sg szerokie — od maloczasteczkowych ligandow, do
makromolekut, takich jak kwasy nukleinowe, przeciwciata, receptory i enzymy.[?42

Sondy molekularne, w tym koniugaty biomolekuta—nanomateriat sa szeroko stosowane
do obrazowania biomarkerow oraz procesow molekularnych, zachodzacych w zywych
organizmach (Rys. 11.53). Przyktadem sg weglowe kropki kwantowe CDs (ang. Carbon quantum
Dots) o whasciwosciach fluorescencyjnych, pozwalajacych na ich detekcje wewnatrz organizmu.
Koniugat CD z utleniong oksaplatyng (czynnik przeciwnowotworowy) wykorzystano do
zobrazowania rozktadu leku in vivo.[® Kropki kwantowe (nie tylko weglowe) znalazty takze
zastosowanie w wielokolorowym obrazowaniu limfatycznym, uzyskanym dzieki emisji r6znych
dhugosci fali, w zaleznosci od rodzaju nanoczastki, przy wzbudzaniu tylko jedng dlugoscia
fali.[?*l Nanomaterialy moga stanowi¢ podstawe konstrukcji biomateriatow, ktérych rola w
projektowaniu urzadzen medycznych oraz inzynierii tkankowej ro$nie (Rys. 11.53). Nanowtokna
polimerowe (np. PEG, alkohol poliwinylowy) dzieki wiasciwosciom biomimetycznym,
biokompatybilnosci oraz tatwosci przetwarzania, posiadajg wiele zastosowan biomedycznych.
Brak funkcjonalnych biologicznie domen sprawia, ze nie niosag one ryzyka uruchomienia
wrodzonego uktadu odpornosciowego.?*®! Modyfikacje nanomateriatu mozna wykorzysta¢
takze W roli czynnika dostarczajacego pozadang molekule (lek) do komorki, dzieki mozliwosci
przekroczenia bariery btony komodrkowej (Rys. 11.53). Kwasy nukleinowe DNA i RNA
stosowane w terapiach genowych, ze wzglgdu na ujemny tadunek grup fosforanowych nie sg w
stanie samodzielnie przenikng¢ przez btong komorkowa. Problem ten rozwigzano, m. in. tworzac
koniugat z nanorurkg monowarstwowa SWNT (ang. Single Wall Nanotube). W pracy Wu et al.
2008 zaprezentowano mozliwo$¢ dostarczenia mRNA do komorki w formie kompleksu z
DNA/SWNT.[246]

Powierzchnia nanomaterialtu moze by¢ modyfikowana na dwa sposoby, poprzez
adsorpcje fizyczng lub reakcj¢ chemiczng z utworzeniem wigzania kowalencyjnego. Adsorpcja
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fizyczna powala na szybka 1 prosta modyfikacje powierzchni. Przyktadowo, nanoczastki ztota w
trakcie syntezy moga zostaé pokryte cytrynianem, ktory nadaje im tadunek ujemny!?#7. W
srodowisku obojetnym (pH 7) takze powierzchnia utlenionego grafenu jest naladowana ujemnie,
gléwnie dzieki obecnosci zdeprotonowanych grup karboksylowych. Dzigki temu dodanio
natadowane molekuty, np. bialka mogg sfunkcjonalizowa¢ materiat oddzialujac z nim
elektrostatycznie. W przypadku weglowych nanomaterialdéw czesto obecne s3 takze
oddziatywania warstwowe, bedace niekowalencyjnym oddziatywaniem uktadéw aromatycznych
dzieki obecno$ci wigzan n. Dzigki silnej chemisorpcji reszty tiolowej —SH z Au powierzchni¢
nanoczastki mozna w tatwy sposéb zmodyfikowaé wykorzystujgc tancuch boczny cystein
biatka.[?®l Szeroko stosowanymi metodami funkcjonalizacji nanomateriatéw sa reakcje
bioortogonalne. W tym celu przylaczana molekula oraz nanomaterial muszg posiadaé
odpowiednie ugrupowania chemiczne — azydek i alkin (CUAAC), azydek i cyklooktyn (SPAAC)
badz dien (np. tetrazyna) i dienofil (DAinv).

Bioobrazowanie Biomateriaty

/ \\f\”\
Ay ~3
(1( u\s;;; NG
Koniugaty
nanomateriatow z
Dostarczanie lekow biomolekutami BiosensoryA

|
Rys. 11.53. Zastosowania biologiczne koniugatow nanomateriatow z makromolekutami.

Sprzeganie nanomateriatow z molekutami biologicznymi reprezentuje jeden z kierunkéw
rozwoju nanotechnologii w celu opracowania nowych narzedzi diagnostycznych. Wprowadzenie
nanomateriatdéw do konstrukcji biosensorow enzymatycznych znaczaco zwigkszyto czuto$¢ oraz
poprawito ich ogélne dziatanie. Najbardzie; obiecujgcym nanomateriatami weglowymi w
rozwoju biosensorow sg pochodne grafenu oraz nanorurki CNTs (ang. carbon nanotubes), ze
wzgledu na ich wlasciwosci przewodzace. W sensorach biologicznych peinig one role
transduktora elektrycznego, badz elektrochemicznego. W literaturze znane sa przyklady
koniugatéw utlenionego grafenu z aptamerami, ¥l chromoforami,[®% biatkamil® i kwasami
nukleinowymi. 1252

Wysokie powinowactwo CNT 1 nici oligonukleotydowych sprawia, ze moga by¢
wykorzystane do konstrukcji sensora DNA. Zasady azotowe oligonukleotydu oddziatuja
warstwowo (n—m staking) z CNT poprzez owinigcie nici wokol nanorurki, uniemozliwiajac
oddzialywanie z nicia komplementarna.’®®l Tang i wspotpracownicy®* wykorzystali te
wilasciwo$¢ do konstrukcji biosensora w oparciu o zmiany przewodnictwa elektrycznego
pomiedzy CNT oraz kontaktami ze zlota (Rys. 11.54). Cze$¢ receptorowa zostata przyltaczona do
ztotych elektrod wigzaniami tioestrowymi z SSDNA, modyfikowanego merkaptoheksanolem.
Kontakty zlote potaczono ze soba nanorurka, z owinigta nicig receptorowego SSDNA.
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Mechanizm detekcji przypisywany jest modulacji bariery Schottky’ego w kontakcie metal—
nanorurka na skutek hybrydyzacji nici DNA na elektrodzie Au.
Tlenek grafenu GO posiada = = TargetDNA

unikatowa zdolno$¢ do wygaszania emisji
fluorescencji molekul adsorbujacych na
jego  powierzchni. Dzigki  obecnosci
jonizowalnych grup funkcyjnych
powierzchnia GO jest hydrofilowa, przez co
jest on rozpuszczalny w Srodowisku
wodnym, w przeciwienstwie do
hydrofobowego grafenu. Oligonukleotydy
oraz pojedyncze nici RNA lub DNA moga
odwracalnie adsorbowac si¢ na powierzchni  Rys.  [11.54.  Schemat  dziatania  biosensora

GO i uwalnia¢ na skutek selektywnego Wykrywajacego DNA, wykorzystujacego tranzystor
polowy CNT.I2 Rysunek zaczerpnigto z pracy

Holzinger, et al. 2014.12

Modulation of the
Schottky barrier

oddziatywania z molekula w badanej
probce. Detekcja kwasow nukleinowych
sprzezona z pomiarami fluorescencyjnymi wymaga obecno$ci oddzialujacych ze soba dwoch
znacznikéw fluorescencyjnych, badz pary fluorofor-wygaszacz, dla ktérych intensywnos¢
fluorescencji zalezy od odlegtosci pomigdzy komponentami uktadu. Stosujac GO uktad
pomiarowy mozna ograniczy¢ tylko do jednego fluorofora. Przyktadem tego typu sensora jest
kolorymetryczny sensor DNA, wykorzystujacy proces adsorpcji receptoréw ssDNA
zmodyfikowanych réznymi znacznikami  fluorescencyjnymi  na  powierzchni GO,
zaprezentowany w pracy He, et al. 2010.12%61 Autorzy pracy wykorzystali znakowanie trzema
roznymi fluoroforami — fluoresceing, rodaming oraz cyjaning 5, réznigcych si¢ potozeniem
maksimum emisji fluorescencji. W ten sposéb mozliwe byto wykrywanie obecnosci trzech
réznych ssDNA o okres$lonej sekwencji w mieszaninie. Fluorescencja znakowanych ssDNA po
adsorpcji na powierzchni GO ulegala wygaszeniu. W obecnosci komplementarnego ssDNA w
badanym roztworze obydwie nici hybrydyzowaly, prowadzac do odblokowania emisji
fluorescencji (Rys. 11.55).

Fluorescence dye ).‘;
with receptor DNA “\"‘

Nanomaterialy funkcjonalizowane
molekutami o znaczeniu biologicznym
pelnia role platformy, ktéra moze zostaé
wykorzystana w badaniach biofizycznych
oddziatywan typu biatko—ligand. Sensory
pozwalajace na oznaczanie st¢zen biatek
zaangazowanych w procesy
T chorobotworcze (np. markery
oy X Mmmn o8 : nowotworowe) moga by¢ uzytecznym

Sy : : narzedziem diagnostycznym. Wlasnie ten
Mg aspekt wykorzystania unikalnych
wlasciwo$ci nanomateriatow jest jednym z
celow badawczych niniejszej pracy

Desorption

Rys.  11.55.  Schemat dzialania  biosensora
wykrywajacego DNA, wykorzystujacego zdolnos¢
utlenionego grafenu do wygaszania fluorescencji.?%! e
Rysunek zaczerpnigto z pracy Holzinger, et al. doktorskiej.
20141251

75



I1l. Metodyka badan

[11.1. Metody spektroskopowe w charakterystyce fluorescencyjnych
nukleotydow

Metody badania oddzialywan biatko—ligand, zaprojektowane w ramach niniejszej pracy
doktorskiej w szczegolnoSci oparte sg o fluorescencyjne techniki detekcji. Z tego wzgledu w
ponizszym rozdziale zostang omoéwione najczeSciej stosowane fluorescencyjne metody
pomiarowe.

[11.1.1. Intensywnos¢ fluorescencji (FLINT)

Pomiar intensywnosci fluorescencji FLINT (ang. Fluorescence Intensity) jest najbardziej
podstawowym sposobem analizy uktadu fluoryzujacego. Fluorescencja jest zjawiskiem
zwigzanym z przejsciem promienistym z elektronowego stanu wzbudzonego do podstawowego
(Rys. 11.1). W przypadku fluorescencji stan wzbudzony jest singletowy, co oznacza, ze spiny
elektrondw w stanie podstawowym i wzbudzonym sg sparowane. Konsekwencja jest szybkie
przejscie elektronu do stanu podstawowego z jednoczesng emisjg fotonu. Typowe czasy zycia
stanu wzbudzonego wynoszg 10 ns. Innym rodzajem luminescencji (obok fluorescencji) jest
fosforescencja, bedaca emisjg $wiatla z wzbudzonego stanu trypletowego, w ktorym to
wzbudzony elektron ma tg samg orientacj¢ spinu, co elektron stanu podstawowego. Przejscia
tego typu sa wzbronione stad tez dtugie czasy zycia fosforescencji (od 1 do 10° s; Rys. 111.1).

Najprostszym uktadem s, AL
pomiarowym fluorescencji jest | Konwersi
spektrofluorymetr.  Pozwala on na o praeici
rejestracje widm zaréwno emisji, jak i s 1y T miedzysy

wzbudzania fluorescencji. Widmo emisji  apsorpea
reprezentuje intensywnos¢ fluorescencji o

Fluorescencja e P

danej dlugosci fali, przy wzbudzaniu falg o vy =] o > hve hvp <

statej, pojedynczej dtugosci. Z kolei widmo Fosforescencja
. . . rr 2

wzbudzenia przedstawia zaleznos¢ 52

intensywnosci  fluorescencji w  danej
dlugosci fali dla roéznych diugosci fal
wzbudzenia. Bardzo cze¢sto ksztatt widma
wzbudzenia  fluorescencji  substancji
pokrywa si¢ z jej widmem absorpcyjnym.
Schemat budowy typowego Absorpcja Fluorescencja Fosforescencja
spektrofluorymetru przedstawiono na Rys. Rys. 111.1. Przykladowy Diagram Jabtonskiego.

I11.2. Powszechnie stosowanym zrodtem

promieniowania wzbudzajacego jest ksenonowa lampa tukowa. Ponadto spektrofluorymetr jest
wyposazony W zautomatyzowane monochromatory, ktérych funkcja jest selekcja fali
wzbudzajacej oraz rejestrowanej emitowanej o konkretnej energii. Zwykle role monochromatora
pelni siatka dyfrakcyjna. Na $ciezce wzbudzania znajduja si¢ takze dodatkowe filtry oraz dzielnik
wigzki (ang. beam splitter), bedacy cienkim fragmentem czystego kwarcu, ktorego funkcja jest
rozszczepienie wiazki $wiatta na dwie czg¢sci. W ten sposéb czgs¢ promieniowania
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IIL.1. Metody spektroskopowe w charakterystyce fluorescencyjnych nukleotydow

wzbudzajacego przekierowana jest na probke referencyjng, zawierajacg stabilny fluorofor. W
centrum uktadu znajduje si¢ kuweta z badang probka. Kuwety do pomiaréw fluorescencyjnych
zwykle wykonane sg z transparentnego kwarcu. Kwarc przepuszcza $wiatto UV 1 moze by¢
stosowany w zakresie dlugosci fali promieniowania od 190 do 2500 nm (zgodnie z artykutem
How to Select Cuvettes for UV VIS Measurements & Cuvette Material Guide, udostepnionym
przez producenta kuwet FireflySci Cuvette Shop).

Fluorescencja, w przeciwienstwie do pomiaru absorpcCji, zazwyczaj mierzona jest pod
katem prostym w stosunku do kierunku promieniowania wzbudzajacego, dzigki czemu
rejestrowane jest jedynic $wiatlo emitowane. Pomiar po katem 180° wymaga dodatkowego
usuwania promieniowania wzbudzajacego, ktore przeszto przez probke. Zastosowanie pomiarow
pod katem 90° poprawia stosunek sygnalu do szumu oraz zwigksza czuto$¢ nawet o 10000
razy.’>1 Tlo§¢ promieniowania padajacego na probke oraz wychodzacego z probki
(rejestrowanego) organiczone sg szerokoscig szczelin (kilka—kilkana$cie nm) umieszczonych na
drodze optycznej. Emitowane w procesie fluorescencji promieniowanie ostatecznie trafia do
detektora (fotopowielacz) oraz jest charakteryzowane ilosciowo z uzyciem odpowiednich
urzadzen elektrycznych Idealny uktad pomiaru fluorescencji powinien charakteryzowac sig:

)} Zrédtem $wiatta generujacym fotony przy wszystkich dtugosciach fali;
i) Monochromatorem przepuszczajacym fotony o wszystkich dtugosciach fali;
i) Detektorem wykrywajacym fotony o wszystkich dtugosciach fali z jednakowa
wydajnoscig.
Zrodta §wiatla, monochromatory oraz detektory o idealnej charakterystyce nie sa dostgpne, w
zwigzku, z czym projektujac uktad pomiarowy nalezy stosowa¢ odpowiednie korekty
odpowiedzi urzadzenia.

=0

DUAL GRATING
EXCITATION

MONOCHROMATOR LIGHT SOURCE

XENON ARC

/ LAMP

PMT

SHUTTER
FILTER HOLDER
BEAM SPLITTER

r 7 -l

EEEE——
REF
CELL

IOPTICAL
EMISSION MODULE
MONOCHROMAT! l

$ —ﬁo&.

POLARIZER

SAMPLE CHAMBER

l MONOCHROMATOR DISPLAY
— CONTROLLER
EX EM

COMPUTER

A

Rys. 111.2. Schematyczne przedstawienie budowy spektrofluorymetru. Rysunek zaczerpnigto z ksigzki
Principles of Fluorescence Spectroscopy, J. R. Lakowicz.[*84]

Warto takze pamie¢ta¢, ze na mierzong intensywnos¢ fluorescencji moga wpltywaé
dodatkowe parametry, takie jak gesto§¢ optyczna probki (tzw. efekt filtra wewngtrznego
objawiajacy si¢ zaburzeniem liniowej zaleznosci intensywnosci fluorescencji od stgzenia
substancji) oraz metno$¢ roztworu (pojawiajg si¢ dodatkowe wplywy od rozpraszania §wiatta).
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IIL.1. Metody spektroskopowe w charakterystyce fluorescencyjnych nukleotydow

I11.1.2. Polaryzacja fluorescencji (FP)

Przykladem innego mierzalnego aspektu fluorescencji jest pomiar polaryzacji
fluorescencji FP (ang. Fluorescence Polarization). Podstawa fizyczng FP jest obecnosé
absorpcyjnego i emisyjnego momentu przejscia, przyjmujacych okreslone kierunki w strukturze
fluorofora. W osrodku homogenicznym, w stanie podstawowym fluorofora sg one zorientowane
losowo. Natomiast w obecnosci spolaryzowanego $wiatta preferencyjnie wzbudzane sg
fluorofory, ktérych absorpcyjny moment przejScia jest zorientowany wzdluz wektora
elektrycznego promieniowania wzbudzajgcego. Sprawia to, ze populacja stanu wzbudzonego jest
cze$ciowo zorientowana. Schematyczne przedstawienie pomiaru polaryzacji fluorescencji
przedstawiono na Rys. I11.3. Zazwyczaj probka wzbudzana jest $wiatlem spolaryzowanym
pionowo (wektor elektryczny §wiatta rownolegly do osi z).

Swiatto / " o
N Y { X X Polaryzator horyzontalny, 1.

NV
)4 Fluorofor \ A
Pionowy filtr polaryzacyjny H l
) / \'. ,"“‘ ,,‘"“g (\b‘

Polaryzator wertykalny, I,

Rys. 111.3. Podstawy pomiaru polaryzacji fluorescenciji.

Promieniowanie emitowane przez probke przechodzi przez polaryzator, przepuszczajacy
$wiatto o okreslonej polaryzacji liniowej. Gdy polaryzator emisji jest zorientowany rownolegle
do kierunku wzbudzajacego $wiatla spolaryzowanego rejestrowana intensywno$¢ emisji
zapisywana jest, jako I||. Z kolei, gdy polaryzacja promieniowania emitowanego jest prostopadta
do polaryzacji $wiatta wzbudzajacego jego intensywnos$¢ oznaczana jest | L. Na podstawie
obydwu rejestrowanych sygnalow obliczana jest wielko$¢ zwana polaryzacja P, ktora opisuje
WZOr:

I +1;

Polaryzacja stosowana jest w starszej literaturze, natomiast obecnie czesciej wykorzystuje si¢
wielkos¢ zwang anizotropig r. Anizotropi¢ fluorescencji mozna obliczy¢ z wartosci polaryzacji,
korzystajac z nastgpujacego wzoru:
_L—1, 2P
"ThL+2, 3-P

Zaréwno polaryzacja, jak 1 anizotropia sg wielko$ciami bezwymiarowymi, niosgcymi tg
samg informacje o ukladzie, zwykle niezaleznymi od st¢zenia substancji. Jednak zalety
stosowania anizotropii jest jej niezalezno$¢ od catkowitej intensywnosci I|| + 21 L, do ktorej jest
ona znormalizowana.

Depolaryzacje¢ fluorescencji moze powodowac wiele czynnikéw, w tym dyfuzja rotacyjna
fluoryzujacej molekuty (Rys. I11.4). Powoduje ona zmiany kierunku momentoéw przejscia i jest
jednym z gléwnych przyczyn depolaryzacji. Szybko$¢ dyfuzji rotacyjnej zalezy m.in. od lepkosci
otoczenia oraz obecno$ci zawad sterycznych. Z tego wzgledu emisja matych fluoroforéw
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swobodnie rotujacych w rozpuszczalniku o niskiej lepkosci jest niespolaryzowana, a warto$¢

anizotropii zblizona do 0 (I|| = 1 L).

Pomiary polaryzacji fluorescencji Zorientowane Losowe

. . .. f f
lub anizotropii fluorescencji FA (ang. fiECIRRY eretery
Eluorescence Anisotropy) sa szeroko ! ! ] oy rotacyina \\/
stosowane w wielu typach metod | / i

invch 12581 ! N\
fluorescencyjnych. Podstawowym
zastosowaniem  jest ~ monitorowanie . - _
tworzenia kompleksu biatko—ligand w celu N, 8 Iy
wyznaczenia parametrow fizycznych tego TN r
. . |

Odlealywanl_a . (RyS. HI5A) Spolaryzowane Spolaryzowana Niespolaryzowana
Fluorescencyjnie ~ znakowany  ligand wzbudzanie emisja emisja

(sonda) posiada duza swobodg¢ rotacyjna, Rys. I11.4. Schemat przedstawiajacy wptyw dyfuzji
co przeklada si¢ na niska anizotropig. Po rotacyjnej na polaryzacj¢/anizotropi¢ promieniowania
zwiazaniu z biatkiem rotacja liganda jest €mitowanego.

ograniczona prowadzac do wzrostu anizotropii. Zalezno$¢ mierzonej anizotropii od stgzenia
biatka w tym przypadku pozwala na wyznaczenie stalej dysocjacji kompleksu. Kompetycja
sondy fluorescencyjnej w obecnosci niefluoryzujacego liganda prowadzi do jej wyparcia z
miejsca wigzacego biatka oraz ponownego spadku anizotropii fluorescencji. Kolejnym
przyktadowym eksperymentem wykorzystujacym pomiary r jest degradacja znakowanej
fluorescencyjniec makromolekuty (wysoka anizotropia) na mniejsze fragmenty (niska
anizotropia; Rys. 111.5B). Zmiany polaryzacji fluorescencji w trakcie zwigzania z makromolekuta
stanowig takze podstaw¢ metod immunologicznych FPIA (ang Fluorescence Polarization
Immunoassay; Rys. 111.5C).

>+ PP

Ligand/substrat Receptor/enzym Zwigzany ligand/substrat
A) niska FP wysoka FP
@Pmteaza RNaza, DNAza[ ’ E
Subatrat Mpniejszy fragment substratu
wysoka FP niska FP

Podstawienie

+§=> + 0

C) Antvgen I'Iil}ZI'Illkll“‘ﬂl’lyl“
Przeciwcialo niska FP wysoka FP antygenem niska FP
Rys. I111.5. Schemat ilustrujagcy wybrane zastosowania pomiarow FP: A) wigzanie receptor-ligand; B)

hydroliza enzymatyczna; C) test immunologiczny polaryzacji fluorescencji FPIA.

Pomiary anizotropii fluorescencji maja pewne zalety nad konwencjonalnym pomiarem
intensywnosci fluorescencji. Sygnat tta zwykle jest nizszy, co poprawia czuto$¢ metody. Ponadto
nie wymagajg one takze zmiany intensywnosci fluorescencji w trakcie badanego procesu. Gdy
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intensywno$¢ fluorescencji zmienia si¢ w trakcie pomiaru, rejestrowang anizotropi¢ nalezy
odpowiednio skorygowa¢. W przeciwnym wypadku moze to prowadzi¢ do blednych
wynikow.[?*°1 Z drugiej strony pomiary anizotropii wymagaja bardziej skomplikowanego uktadu
pomiarowego w stosunku do standardowych pomiarow FLINT — konieczne jest stosowanie
polaryzatoréw promieniowania wzbudzajacego oraz emitowanego.

[11.1.3. Termoforeza mikroskalowa (MST)

Kolejng technika pomiarowa, bazujaca na zmianach fluorescencji jest termoforeza
mikroskalowa MST (ang. Microscale Themophoresis). Zjawisko termoforezy polega na
ukierunkowanym ruchu molekut w gradiencie temperatury i po raz pierwszy zostato opisane w
1856 roku przez Ludwiga.l?? Metodologia MST rozwineta si¢ w ciagu kilku ostatnich lat i
umozliwia monitorowanie ruchu fluoryzujacych molekut w mikroskopowym gradiencie
temperatury oraz w bardzo matych objetosciach rzgdu pl, co pozwala na precyzyjng analizg
procesOw wigzania, degradacji, zwijania biatek oraz ich kinetyki i termodynamiki. Podejscie to
pozwala na detekcje zmian w rozmiarze, tadunku, a takze otoczce hydratacyjnej molekuty.

Sygnat MST jest mierzony z prébki umieszczonej w kapilarze o objetosci 4 pl.
Fluorescencja jest wzbudzana i mierzona poprzez ten sam element optyczny. Uktad pomiarowy
MST sklada si¢ z lasera IR sprzezonego ze $ciezka optyczng promieniowania wzbudzajacego i
emitowanego za pomoca lustra dichroicznego (Rys. I11.6A). Taka konfiguracja pozwala na
precyzyjng obserwacj¢ termoforezy. Laser IR stanowi zrodto ogrzewania probki z doktadnoscia
do mK i skupia si¢ jedynie w jej niewiekim, mikrometrowym obszarze. Mozliwos¢ dystrybucji
temperatury w skali mikroskopowej jest podstawa metody MST.

A B
Fluorescence 1
Detection ' ® Initial Back-
y L State diffusion
IR-Laser 3
IR Mirror 2
=

’ ”cnn o
%45 3%
1,04 ======n
Optics :

®
Q
=
o
— 2
et/ - Thermo-
- |
Y = phoresis
Y 094
Capillary b
N
7 PN
e 2
% ® =
//(// . T T T T T
oy, 0 2 30 40 50
IR-Laser on Time [s] IR-Laser off

Rys. 111.6. A) Schemat prezentujacy sposob detekeji fluorescencji w kapilarach; B) Przebieg zmian
;Igﬂeéggncji w trakcie eksperymentu MST. Rysunek zaczerpnigto z pracy Jerabek-Willemsen et al.

Sygnatem rejestrowanym w eksperymencie MST jest intensywno$¢ fluorescencji probki.
W jego sktad wchodzi kilka nastgpujacych po sobie procesow, zaleznych od zrodta ciepta, i
mozliwych do niezaleznej analizy (Rys. II1.6B). W stanie poczatkowym rejestrowana jest
intensywnos$¢ fluorescencji nieogrzewanej probki. Po kilku sekundach laser IR jest wiaczany, a
sygnat fluorescencji ulega zmianie. W poczatkowej fazie intensywno$¢ fluorescencji maleje na
skutek ogrzewania probki, bez efektu termoforetycznego. Ten fragment krzywej
termoforetycznej nazywany jest T-jump (ang. Temperature jump). Nastepnie molekuly
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zaczynaja migrowa¢ w gradiencie temperatur. Gdy molekuly migruja do zrédita ciepta
intensywnos$¢ fluorescencji rosnie (termoforeza negatywna), natomiast w stron¢ przeciwng —
fluorescencja maleje (termoforeza pozytywna).[?®2 Po wytaczeniu lasera (kilkadziesiat s)
intensywnos¢ fluorescencji zaczyna rosng¢ tworzac odwrotny T-jump, wynikajacy z ochtodzenia
probki. W ostatniej fazie molekuly przemieszczajg si¢ na skutek dyfuzji (,,Back-diffusion”), a
uktad wraca do stanu poczatkowego. Kazda z opisanych faz analizy termoforetycznej zawiera
informacje o powinowactwie elementow ukladu oraz mechanizmie wigzania. Zmiany w
termoforezie fluorescencyjnie znakowanych zwigzkow odzwierciedlajg zmiany wptywajace na
mobilnos$¢ termoforetyczng oraz wspotczynnik dyfuzji. Oznacza to, ze takie parametry, jak
rozmiar, tadunek oraz zmiana otoczki solwatacyjnej molekuty maja wptyw na jej migracje pod
wplywem temperatury.

Duza zaleta metody MST jest bardzo mate zuzycie materiatu potrzebnego do wykonania
analizy. Niektore urzadzenia, np. Monolith® NT.1157 firmy NanoTemper pozwala na pomiary
pM stezen florofora w objgtosci pl, dzigki czemu mozliwe jest wyznaczanie pikomolarnych
stalych dysocjacji. Na Rys. I11.7. zaprezentowano przyktadowe eksperymenty, w ktérych badano
uklady o bardzo wysokim powinowactwie.?®®l W pierwszym z nich analizowano proces
hybrydyzacji nici DNA, w ktorym szablonowy oligonukleotyd byt znakowany cyjaning 5 na
jednym z koncéw. Zalezno$¢ relatywnej zmiany termoforezy na skutek hybrydyzacji nici DNA
pozwala na obliczenie Kp = 167 £ 8 pM (Rys. IIL.7A).
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Rys. 111.7. Wyznaczanie pikomolarnych Kp z wykorzystaniem systemu Monolith® NT.1157¢, A)
Oddziatywanie DNA-DNA,; B) Oddziatywanie biatko—ligand; C) Oddziatywanie biatko—biatko. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Jerabek-Willemsen et al. 2014.[26]

W kolejnym przyktadzie przeprowadzono analize¢ wigzania nici DNA z biatkiem EcoSSB
wigzacym pojedyncze nici z bakterii E. coli. W eksperymencie wykorzystano 70-nukleotydowa
ni¢ ssDNA, zbudowang z nukleotydéw deoksytymidynowych, znakowang na jednym z koncow
cyjaning 5. Powinowactwo biatka ECoSSBB do nici powyzej 70 nukleotydow jest niezwykle
wysokie z Kp rzedu pM, a nawet fM.[?64l Metoda MST pozwala na wyznaczanie nawet tak niskich
Kb, ktore w opisanym eksperymencie wynosito 1,0 + 0,1 pM (Rys. II1.7B). Ostatnim przyktadem
wykorzystania MST jest badanie wigzania biatko—biatko, pomiedzy biatkiem Anakinra,
bedacego antagonistg receptora interleukin-1 (IL-1) oraz samym receptorem IL-1. W
eksperymencie fragment receptora IL-1 wyznakowano barwnikiem NT-647 oraz rejestrowano
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efekt termoforetyczny w roznych stezeniach biatka Anakinra, co pozwolito na obliczenie statej
dysocjacji Kp = 620 = 61 pM (Rys. I11.7C).

[11.1.4. Metody HTS

Metody fluorescencyjne sg jednymi z najczesciej sStosowanych w badaniach
biofizycznych oddzialywan elementow uktadu biologicznego. Z tego wzgledu sga niezwykle
uzyteczne w projektowaniu lekow nakierowanych na cele terapeutyczne. Obecnie w przemysle
farmaceutycznym oraz biotechnologicznym szczeg6lng popularno$¢ zyskato podejscie
wysokoprzepustowych badan przesiewowych HTS (ang. High-Throughput Screening).
Podejscie to skupia si¢ na charakterystyce bardzo duzych ilosci zwigzkéw w krotkim czasie.
Zwykle eksperymenty HTS s3 wykonywane z zastosowaniem czytnika ptytek. W czytniku
stosowane sg wielodotkowe ptytki, przy czym kazdy z dotkéw zastepuje jedna kuwete z probka
pomiarowa. Material wykonania ptytki oraz ilos¢ dotkow rozni si¢ w zaleznosci od rodzaju
eksperymentu. Do pomiarow fluorescencyjnych wykorzystywane sg czarne ptytki, natomiast do
pomiarow absorpcji przezroczyste, ktorych dno przepuszcza promieniowanie. Liczba dotkow
moze wynosi¢ 6, 12, 24, 48, 96, 384 lub 1536 ulozonych w ksztatt prostokata w stosunku 2:3,
tzn. plytka 96-dotkowa sktada si¢ z o$miu wierszy i dwunastu kolumn.

Ze wzgledu na inny ksztalt naczynia zawierajacego probke optyka czytnika ptytek rézni
si¢ od standardowych spektrofluorymetrow. Plytka jest ustawiona pionowo, aby utrzymac ciecz
w dotku, co wyklucza stosowanie detekcji emisji pod katem prostym. Na Rys. IIL.8
przedstawiono $ciezke optyczna promieniowania wykorzystywana w czytniku ptytek. Zrodtem
promieniowania jest ksenonowa lampa blyskowa, a pozadana dlugos¢ fali wzbudzajacej
selekcjonowana przez monochromator. Promieniowanie przechodzi przez uklad luster i
ostatecznie trafia na powierzchni¢ probki przez charakterystyczny otwor zwierciadta. To samo
zwierciadlo zbiera promieniowanie emitowane, ktore po przejsciu przez monochromator jest
rejestrowane przez detektor. Z kolei do pomiaru absorpcji stosowane jest drugie lustro,
umieszczone pod ptytka. W trakcie pomiaru ptytka przesuwana jest w ptaszczyznie x—y, W taki
sposob, aby zarejestrowac sygnatl z wybranych dotkow.

excitation emission

monochromator monochromator
scanning PMT
scanning 1mm emission detector
grating fiber optic grating

/ Nt a
V-3
DT
=
flash lamp N mecroplate

Rys. 111.8. Schematyczne przedstawienie uktadu optycznego stosowanego w czytniku ptytek. Rysunek
zaczerpnieto z ksigzki Principles of Fluorescence Spectroscopy, J. R. Lakowicz.['8

Aby metod¢e mozna bylo stosowa¢ w pomiarach HTS musi ona spetnia¢ okre§lone
warunki dokladno$ci pomiaru. Jako§¢ pomiaru musi by¢ wystarczajaca, aby byto mozliwe
odrdznienie sposrod badanych zwigzkow tych dajacych wynik pozytywny (hits) od tych dajacych
wynik negatywny (non-hits). Parametrem wyznaczanym w celu walidacji metody jest tzw.
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paramter z lub z,[?%°] bedacy odzwierciedleniem szerokosci okna pomiarowego oraz zmiennosci
rejestrowanych sygnatéw. Parametr z opisany jest wzorem:

B 3(apos + O'neg)

|.upos -
gdzie pi o to odpowiednio wartosci $rednie i odchylenia standardowe kontroli pozytywne;j
(maksymalny rejestrowany sygnat) oraz negatywnej (minimalny rejestrowany sygnat). Parametr
Z jest bezwymiarowy i zawiera si¢ w zakresie od 0 do 1. Gdy z = 0 sygnal probki 1 tla naktadajg
si¢ ze sobg, natomiast z = 1 odpowiada idealnej metodzie. Zwykle przyjmuje si¢, ze metoda
spetnia kryterium wysokoprzepustowosci, gdy z > 0,5.

.unegl

[11.2. Metody spektroskopowe w
nukleotydow z nanomateriatami

charakterystyce koniugatow

Czes¢ projektu doktorskiego obejmowata zaprojektowanie sondy molekularnej, w ktorej
mierzalnym sygnatem analitycznym sg zmiany parametrow przeptywu pradu elektrycznego w
sfunkcjonalizowanym grafenie lub strukturach poétprzewodnikowych, na ktorych odtozono
modyfikowane ptatki grafenu, na skutek specyficznego oddziatywania analogu kapu z biatkiem.
W tym celu zaplanowano otrzymanie:

a) koniugatu analogu kapu z grafenem epitaksjalnym, hodowanym na wegliku krzemu (SiC);

b) odtozenie sfunkcjonalizowanych platkéw grafenu/GO na strukturze tranzystora polowego
na bazie azotku galu (GaN).

W niniejszym rozdziale skupiono si¢ na metodach pomiarowych szczego6lnie uzytecznych w

charakterystyce pochodnych grafenu.

[11.2.1. Spektroskopia FTIR

Spektroskopia IR jest rodzajem spektroskopii optycznej odnoszacej si¢ do absorpcji
promieniowania podczerwonego w zakresie 100-5000 cm™, w szczegolnosci przej$é pomiedzy
energetycznymi  stanami  oscylacyjno-rotacyjnymi.l?%l  Czestotliwo$¢  promieniowania
podczerwonego jest zblizona do czgstotliwosci drgan molekut. Wieloatomowe molekuty drgaja
W sposob ztozony, ktory mozna rozlozy¢ na nlezalezne od Sleble (ortogonalne) drganla

normalne. Pojecie drgania normalnego

obejmuje  jednoczesny  ruch  zrebow \ / \ s \ /
atomowych z ta samg czgstoscia i zgodnie w P P /
fazie. Rodzaje drgan normalnych w czgsteczce Symetryczne Asymetryczne Nozycowe
tetraedrycznej przedstawiono na Rys. H1.9. "% '°Z:"”g*’jice .
Drgania  normalne mozna  wzbudza¢ () o
niezaleznie od siebie, a ich liczbe okresla e \ / N/
liczba stopni swobody. Liczbe stopni swobody PARN s /
molekuty N-atomowej nieliniowej opisuje Wahadtowe Wachlarzowe Skrecajace
wzér 3N-6, natomiast liniowej 3N-5. Rys. 111.9. Drgania normalne czgsteczki
Warunkiem aktywno$ci drgania na widmie IR  tetraedrycznej.

jest zmiana elektrycznego momentu dipolowego.

Spektroskopia IR jest uzyteczna szczegodlnie w identyfikacji grup funkcyjnych
wchodzacych w sklad badanej molekuty. Jest to mozliwe dzigki obecno$ci drgan
charakterystycznych, bedacych drganiem normalnym molekuty, w ktorym amplituda wychylen
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jednego z wigzan jest dominujaca. Otoczenie chemiczne (np. zmiana podstawnika) tylko w
niewielkim stopniu wptywa na drganie, pozwalajac na wyznaczenie zakresow energii, w obrebie,
ktorych pojawiaja si¢ pasma odpowiadajace drganiom danego wigzania (Rys. 111.10).

c—c  c—l
N, oon c—F C—Br
C=N c=C halogenowane
4000 N—H 0—H 3300 2800 2300 “=C 2100 1800 1500 c—o-cC
\ \ ! \ \
4000 3000 2000 1000 0

Rys. 111.10. Gtowne drgania grup funkcyjnych widoczne na widmie IR.

Pomiar widma FTIR (ang. Fourier transform infrared) polega na naswietleniu probki
promieniowaniem podczerwonym.[?®®! Jedna z wigzek $wiatta kierowana jest na lustro
nieruchome, natomiast druga na ruchome, co wprowadza zmienng w czasie réznice drog
optycznych. Rejestrowany jest tzw. interferogram, bedacy zaleznoscig interferencji od potozenia
zwierciadla ruchomego. Wiasciwe widmo FTIR uzyskuje si¢ wykonujac transformate Fouriera
interferogramu.

Widma FTIR sg mozliwe do zarejestrowania zard6wno w fazie cieklej, jak 1 w ciele statym.
Jedng z metod pomiarowych powszechnie stosowanych w badaniach materii skondensowanej
jest spektroskopia ostabionego calkowitego odbicia w podczerwieni ATR (ang. Attenuated Total
Reflectance). Uktad pomiarowy ATR sktada si¢ z krysztalu o duzym wspoétczynniku zatamania
(np. german, diament, krzem) oraz szczelnie przylegajacej do niego probki o nizszym
wpolczynniku zatamania. Wigzka promieniowania IR wprowadzana jest do krysztatu gdzie ulega
catkowitemu wewnetrznemu odbiciu. Czg$¢ wigzki penetruje probke na niewielkiej odleglosci
0,52 uml?" (zjawisko podobne tunelowaniu), gdzie zostaje zaabsorbowana (Rys. I11.11).
Wychodzaca z krysztalu wigzka jest nastepnie rejestrowana przez detektor. W pomiarze ATR
istotne jest, aby warstwa powietrza pomiedzy probka, a krysztatem bylta jak najciensza.

Zanikajgca fala

pd i .
e v A
P

Wigzka IR Krysztat ATR

\;Polaryzator Detektor
Zrédto IR
Rys. 111.11. Schemat dzialania metody ATR IR (zrodto wiasne na podstawie Ausili et. al. 2015[2581),

Inng technika stosowang w pomiarach widm FTIR ciat statych jest spektroskopia
rozproszonego odbicia DRIFTS (ang. Diffuse reflectance infrared fourier transform
spectroscopy).?89 Swiatlo o$wietlajace probke w formie proszku jest czesciowo lustrzanie
odbijane, czg¢sciowo rozpraszane we wszystkich kierunkach oraz czesciowo wnika w probke,
ulegajac absorpcji lub dyfrakcji na kolejnych ziarnach probki i wnoszac sktadowa do $wiatta
odbijanego od jej powierzchni. Do detektora trafia zarowno promieniowanie wnikajace w
materiat, gdzie ulega zalamaniom absorpcji, odbiciu, po czym wraca na jego powierzchnig, jak i
frakcja promieniowania, ulegajaca zwierciadlanemu odbiciu. Promieniowanie jest zbierane przez
paraboliczne zwierciadto (Rys. 111.12A), a nast¢pnie kierowane do detektora. Zaletg stosowania
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metody DRIFTS jest brak koniecznos$ci wczesniejszego przygotowania probki do pomiaru oraz

mozliwo$¢ rejestrowania widm proszkow (Rys. 111.12B).
ATR 7 DRIFT

Hematite /q‘ Hematite
,/\\MWAV,J _/ \\\/\/
Jﬁw
i

Goethite w Mte
1
M
= J u |/

Absorbance

— f

i

[ ¥
Gibbsite j j L JJJ \\ib_biiwxj b “M

N

4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000

B Wavenumber (cm™)

Rys. 111.12. A) Uktad optyczny stosowany w pomiarach widm IR metodg rozproszonego odbicia; B)
Poréwnanie widm ATR oraz DRIFTS tlenkéw metali: hematytu (Fe.Os), goethytu (FeO(OH)) oraz
gibbsytu (Al.(OH)3). Widma zaczerpnieto z pracy Margenot, et al. 2017.1270

Spektroskopia FTIR jest uzytecznym narzedziem w badaniu modyfikacji chemicznych
nanomateriatow, w tym pochodnych grafenu. Metoda ta pozwala na weryfikacj¢ poprawnosci
przebiegu reakcji. Przykladem jest reakcja polegajaca na wprowadzeniu grupy azydkowej
poprzez aktywacje grup karboksylowych na brzegach platka utlenionego grafenu, a nastgpnie
utworzenie wigzania amidowego z 3-azydopropano-1-aming. Produkt tej reakcji jest mozliwy do
identyfikacji dzigki pojawieniu si¢ charakterystycznego pasma drgan rozciagajacych grupy
azydkowej na widmie FTIR przy ~2090 cm™ (Rys. I11.13A). W wyniku reakcji CUAAC z
pochodng polimeru PEG modyfikowanego grupa alkinowa pasmo azydku zanika w czasie jej
trwania (Rys. 111.13B). Pasmo azydkowe widma FTIR pozwala zatem na selektywne
monitorowanie syntezy koniugatdow pochodnych grafenu z wybranymi molekutami w reakcji
CuAAC, ktore ze wzgledu na nieregularno$¢ ksztattu platkéw grafenu jest utrudnione innymi
metodami.

3 d
S )
= c
8 8
; =
- -
C-0 900 :
I A 1 A 1 i 1 A 1 " | A 1 (B) '
2400 2100 1800 1500 1200 900 600 2400 2100 1800 1500 1200 900 600
A) Wavenumber (cm™1) B) Wavenumber (cm™1)

Rys. 111.13. A) Widma FTIR utlenionego grafenu GO (a), GO modyfikowanego grupg azydkowa przed
(b) oraz po reakcji CuAAC z pochodng polimeru PEG (c); B) widma FTIR GO modyfikowanego grupa
azydkowa, zarejestrowane po roéznym czasie trwania reakcji CuAAC z pochodng polimeru PEG. Widma
zaczerpnieto z pracu Kou, et. al. 2013.271]
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[11.2.2. Spektroskopia ramanowska

Spektroskopia ramanowska jest kolejng wazng dziedzing badajaca oddziatywanie materii
z promieniowaniem. W tym przypadku rejestrowane jest §wiatto rozproszone przez probke.
Najbardziej prawdopodobne jest clastyczne rozproszenie $wiatla, nazywane rozproszeniem
rayleighowskim (ang. Rayleigh scattering). Nieelastyczne rozpraszanie swiatta zwigzane jest ze
zmiang energii fotonu — moze on czgéciowo oddac lub pobraé¢ energi¢ od uktadu w porcjach
odpowiadajacych energii jego drgan normalnych lub innych wzbudzen elementarnych. Zjawisko
to nazywane jest efektem Ramana.!?%¢! Jesli energia jest oddawana do uktadu (rozproszony foton
ma mniejszg energi¢) mamy do czynienia z pasmem stokesowskim, a jesli jest pochtaniana
(rozproszony foton ma wicksza energi¢) — antystokesowskim (Rys. 111.14). Zmiana energii
odpowiada energii wzbudzenia elementarnego (molekutly, drgan sieci, defektu, domieszki itp.).
Pasmo antystokesowskie jest mniej intensywne niz stokesowskie gdyz w celu przekazania czgséci
energii fotonowi, uktad musi znajdowa¢ si¢ w stanie wzbudzonym, co jest tym bardziej
prawdopodobne im wyzsza temperatura uktadu.

Drgania  aktywne ramanowsko Ty e
muszg spetni¢ warunek mowiacy, ze
pochodna polaryzowalnosci elektrycznej po
wspotrzednej normalnej drgania musi by¢
rézna od zera.[??l Czyni to ze spektroskopii
ramanowskiej metode komplementarng do
spektroskopii absorpcyjnej, w ktorej to X anty-stokesowskie  Rayleigha stokesowskie
warunkiem  aktywno$ci drgania  jest l'\
niezerowanie pochodnej momentu
dipolowego po wspodtrzednej normalnej
drgania. Zjawisko to znane jest pod nazwa
zakazu alternatywnego, wedlug ktorego
drganie uktadu zawierajacego Srodek PR A A
symterii moze by¢ aktywne jedynie w diugoséfaliA
jednym rodzaju spektroskopii — Rys. 111.14. Schemat przedstawiajacy roznice miedzy
ramanowskiej lub IR. Zaleta spektroskopii rozpraszaniem Rayleigha i ramanowskim (Stokes i
ramanowskiej jest mozliwos¢ badania anty-Stokes).
probek w $rodowisku wodnym — woda wykazuje silng absorpcje promieniowania
podczerwonego. Ponadto w spektroskopii ramanowskiej mozna uzywac laserow emitujacych
$wiatto nie tylko w podczerwieni, ale rowniez obszarze widzialnym i UV. Widmo ramanowskie
czgsto interpretowane jest, jako odcisk palca molekuly, unikatowy dla czasteczki lub jej
fragmentu. Polozenia pasm na widmie zwigzanych z drganiem konkretnego wigzania, na ktore
otoczenie chemiczne ma niewielki wptyw, podobnie jak w przypadku widm IR wystgpuja w
okreslonych zakresach. Jednak w przypadku pochodnych grafenu widmo ramanowskie jest mato
uzyteczne w wykrywaniu wprowadzonych modyfikacji chemicznych. Obserwowane zmiany
gléwnych pasm nie sg specyficzne i1 sg trudne do zinterpretowania (Rys. II1.15). Moga
wystepowac przy roznych modyfikacjach, jako wyraz zdefektowania probki.

Widma ramanowskie dostarczajg natomiast wielu informacji o charakterystyce fizyczne;j
materialu, np. o rodzaju fazy krystalicznej, formy polimorficznej oraz naprezeniach
wewnetrznych. W przypadku pochodnych grafenu spektroskopia ramanowska jest

i

Intensywnos¢

Stokes
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G powszechnie stosowana do wyznaczania liczby
D oraz orientacji warstw, koncentracji no$nikéw
! swobodnych oraz naprezen.?”® Grafen posiada
: lacznie sze$¢ galezi fononowych — trzy
akustyczne (A) oraz trzy optyczne (O). Dwie
galezie optyczne oraz dwie akustyczne i (ang. in
plane) sa zwigzane z drganiem w ptaszczyznie.
Drganiom poza ptaszczyzng o (ang. out of plane),
- . odpowiada jedna galagz optyczna i jedna
® . L akustyczna. Mody drgan fononow podtuznych
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 . L .
Rainas shifk ety oplsuja[cych drganla rownolegl'e ‘do kierunku
Rys. 11.15. Widma ramanowskie grafitu (a) rozchodzenia si¢ fononu (czyh. Jego' w‘e ktora
utlenionego  grafenu GO (b), GO falow_ego) oznaczane s3 L, natomla.tst oplsujqcycb
modyfikowanego grupa azydkowsa przed (c) drgania poprzeczne — T. Wzdhuz kierunkow I'M i
'K (punkty strefy Brillouina) mozna wyréznic¢

oraz po reakcji CuAAC z pochodng polimeru _ : X '
PEG (d). Widma zaczerpnicto z pracy Kou, et. mody fononowe iLO, iTO, oTO, iLA, iTA oraz

Intensity (a.u.)

al. 2013.271 oTA (Rys. 111.16).
Grafen jest dwuwymiarowym, wysoce

ustrukturyzowanym materialem. Na widmo o

grafenu sktadajg si¢ gtownie pasma G (~1600 o

1400

cm?) oraz 2D (~2700 cm?). Pasmo G
odpowiada modowi fononéw iTO oraz iLO w
centrum strefy Brillouina (punkt I'). Pasmo D
wymaga do aktywacji obecnosci defektow.
Powstaje na skutek drugorzedowego procesu

1200

Frequency (cm"'}
s 3
g 8
T T

o

=1

o
T

iLA
obejmujacego fonon iTO w punkcie K strefy 400 |
Brillouina oraz defektu. Sygnat 2D powstaje w 200 |- ff iTA
wyniku emisji dwoch fotonow. Na widmie 0¥ o ! 1 |
zdefektowanego grafenu obecne moga by¢ Rys. 111.16. Obliczona dyspersja fononéow w

takze inne sygnaty: D’, D + D”, D + D” 0raz o (afenie. Rysunek zaczerpnicto 7 pracy Malard, et
2D’ (Rys. 1II.17A), bedace ztozeniem wielu 3], 2009.[274]

procesow fononowych.[?7!

Na skutek utleniania grafenu lub grafitu pasma G 1 D ulegaja zmianie, ktorych koncowa
faza jest amorfizacja grafenu — wtedy w widmach ramanowskich pojawia si¢ duzy udzial wegli
0 hybrydyzacji sp®. Zwigkszenie zaburzen struktury grafenu prowadzi do poszerzenia pasma G
oraz pojawienia szerokiego pasma D (Rys. 111.17B). Ponadto potozenie sygnatu G przesunigte
jest w strone wyzszych czestosci.2")

Stosujac pomiary widm ramanowskich, a nast¢pnie analiz¢ parameréw widma, takich jak
intensywno$¢ pasm, szeroko$¢ potowkowa oraz polozenie (energia), mozna uzyskaé wiele
informacji dotyczacych parametrow fizycznych grafenu. Przykladowo duza szeroko$¢
poléwkowa pasma 2D oraz wigkszy stosunek powierzchni pod pasmem G do 2D oznacza duza
liczbe warstw grafenowych.l?’®! Z kolei zmiana energii pasma 2D na wicksza wskazuje na
obecno$¢ naprezen S$ciskajacych, natomiast na mniejsza — naprezen rozciagajacych.?7]
Naprezenia $ciskajgce wptywaja takze na zwigkszenie energii pasma G. Koncentracja no$nikow
grafenu wplywa na polozenie pasma G — jego szerokos$¢ spektralna zmniejsza si¢ wraz ze
wzrostem koncentracji swobodnych no$nikow. Ponadto z zalezno$ci potozenia pasm G i 2D
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mozliwe jest jednoczesne uzyskanie informacji o koncentracji no$nikow oraz napr¢zeniach w
probee.[278]
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Rys. 111.17. A) Widma ramanowskie pierwotnego (gora) i zdefektowanego (dot) grafenu. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Ferrari, et al. 2013;12”81 B) Widma ramanowskie grafitu (zielony), tlenku grafenu GO
(niebieski) oraz sfunkcjonalizowanych pojedynczych warstw grafenu FGS (czerwony). Rysunek
zaczerpnieto z pracy Kudin, et al. 2008.27!

111.2.3. Rentgenowska spektroskopia fotoelektronéw (XPS)

Na skutek oddziatywania probki z promieniowaniem rentgenowskim (X) mozliwe jest
zaj$cie dwoch zjawisk elektronowych: emisji promieniowania charakterystycznego oraz tzw.
efektu Augera. Wybicie elektronu z wewnetrznej] powloki na skutek promieniowania
zewnetrznego prowadzi do przejscia elektronu z wyzszej powloki z jednoczesna emisja
promieniowania charakterystycznego (fotonu) dla danego atomu. Spektroskopia fotoelektronow
w zakresie promieniowania X XPS (ang. X-ray Photoelectron Spectroscopy) jest przyktadem
spektroskopii elektronowej stosowanej powszechnie do badan modyfikacji chemicznych
nanomateriatow.[?”% 201 XPS opiera si¢ na zjawisku fotoelektrycznym — padajacy na probke foton
o wystarczajaco duzej energii moze wybic elektron z molekuty (lub atomu). Energia Kinetyczna
fotonu padajacego jest rdwna sumie energii kinetycznej wybitego elektronu oraz energii
jonizacji. Widmo XPS pozwala nie tylko na charakterystyke sktadu pierwiastkowego probki, ale
takze niesie informacj¢ o rodzaju wigzan. Ze wzgledu na niewielki obszar emisji fotoelektronow
metoda ta stosowana jest w badaniach powierzchni probek.

Defektowanie grafenu (tworzonego w wyniku hybrydyzacji sp? wegla) prowadzi do
zwickszenia udzialu wigzan sp®. Metoda XPS pozwala na iloéciowe zobrazowanie zawartosci
atomoéw wegla o konkretnej hybrydyzacji w badanym materiale, poprzez analiz¢ Sygnatu linii
wegla C 1s (282-290 eV; Rys. I11.18A). Widma ramanowskie takze niosg informacje o
zawartoéci roznych hybrydyzacji wegla — pasmo G zwigzane jest z weglem sp?, natomiast D z
sp3. Jednak uzyteczno$é spektroskopii ramanowskiej w analizie modyfikacji chemicznych
grafenu jest ograniczona. Widmo XPS grafenu zawiera lini¢ wegla C 1s, ktorej dominujgcy
wktad pochodzi od wegli sp? (284,6 eV; Rys. 111.18B). Widoczne s3 takze niewielkie wktady
wegla zwigzanego z tlenem w konfiguracji: C—O (285,97 eV), C=0 (287,46 eV) oraz O—C=0
(288,86 eV). Po utlenieniu grafenu na linii wegla C 1s widma XPS zauwazalny jest przyrost
wktadu wegli zwigzanych z atomem tlenu (Rys. 18B) oraz wegla o hybrydyzacji sp®. W
literaturze istniejg takze przyktady, w ktorych przy pomocy spektroskopii XPS mozliwe bylo
wykrycie azotu, np. w tlenku grafenu modyfikowanego poli(e-kaprolaktonem), wprowadzonym
w reakcji CUAAC.[281]
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Rys. 111.18. A) Widmo XPS probki diamentu nanokrystalicznego — zblizenie na pasmo wegla z
zaznaczonymi sktadowymi sygnatu;?”®! B) Widma XPS grafenu oraz utlenionego grafenu GO — zblizenie
na pasmo wegla z zaznaczonymi skladowymi sygnatu. 282

Z punktu widzenia niniejszej pracy doktorskiej spektroskopia XPS stanowi narzg¢dzie
identyfikacji chemicznych modyfikacji warstw grafenowych w probkach, dla ktorych nie byto
mozliwe zarejestrowanie widma IR z uzyciem dostgpnej aparatury (ATR i DRIFTS).
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V. Badania wilasne

IVV.1. Motywacja pracy

Koniec 5 mRNA (kap) bierze udzial w wielu istotnych procesach biologicznych,
niezbednych do wzrostu i funkcjonowania komorek. Kap jest nietypowg strukturg nukleotydowa,
zbudowang z 7-metyloguanozyny potaczonej mostkiem 5°5’-trifosforanowym z pierwszym
transkrybowanym nukleotydem. Dzigki obecno$ci tadunku dodatniego w pierscieniu 7-
metyloguanozyny kap moze specyficznie oddzialywa¢ z wieloma jadrowymi i
cytoplazmatycznymi biatkami (Rys. 1V.1).

J’
‘ :‘\
| replikacja
oA OO0
|transkrypcja

ANNNNL
pre-mRNA

! dojrzewanie
s’ s | dojrzewanie 5' do 3' \ / 3 do 5"

I degradacja

f”"?; eptyd

AAA

translacja

Rys. IV.1. Przekrgj procesow komorkowych, w ktore zaangazowana jest struktura kapu.

Biatka metabolizujagce kap biorg udziat w procesach niezbednych do prawidtowego
funkcjonowania komorki. Tym samym ich dysfunkcja — zmiana poziomu ekspresji lub
aktywnosci moze prowadzi¢ do wielu procesow patofizjologicznych (Rys. IV.2). Przyktadem
takiego biatka wiazacego kap jest eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E (elF4E),
wchodzacy w sktad wielobiatkowego kompleksu, w ktérym 4E bezposrednio oddziatuje z 7-
metyloguanozyng kapu. Biatko eIF4E jest odpowiedzialne za wzrost komorki, a jego
nadekspresja prowadzi do duzych zmian fenotypowych, w tym proliferacji i transformacji
nowotworowe;j.!3l Zwickszony poziom eIF4E zostat zidentyfikowany w >50% rodzajach
nowotwordw, w tym piersi,?®4 krtani i gardtal”® oraz prostaty.[?®® Wtasciwosci onkogenne
elF4E sg skutkiem silnego wplywu jego stezenia na translacj¢ niektorych mRNA (tzw. ,,stabe
mRNA”), ktére czesto koduja biatka zwigzane z onkogeneza i przetrwaniem komorki. 288
Wszystko to sprawia, ze biatko elF4E stanowi cel terapeutyczny w wielu terapiach
przeciwnowotworowych. Ponadto kompleks elF4AE—kap stanowi wazny element udoskonalania
terapii genowych z wykorzystaniem terapeutycznego mRNA. W tym celu na koncu 5 mRNA
wprowadzane sg chemicznie modyfikowane analogi kapu silnie wigzace si¢ z elFAE oraz
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1V.1. Motywacja pracy

zwickszajace wydajnos¢ translacji. Przyktadem tego typu zwigzkow sg dinukleotydowe analogi
kapu zawierajace modyfikacje tiofosforanowa.[17¢ 183

Kolejnym biatkiem oddziatujacym z kapem o istotnym znaczeniu terapeutycznym jest
enzym DcpS (Decapping Scavenger enzyme), zaangazowany w Sciezk¢ 3’—5’ degradacji
mRNA. Odpowiada on za hydrolize wigzania pirofosforanowego z uwolnieniem czasteczki
m’GMP. Inhibitory aktywnoéci DcpS s3 potencjalnymi terapeutykami w leczeniu rdzeniowej
atrofii migsniowej (Spinal Muscular Atrophy).1*® 287 Znane s takze odporne na hydrolize oraz
inhibujace aktywno$¢ DcpS syntetyczne analogi kapu, zawierajace takie modyfikacje jak
metylenobisfosfonianowa,!*%] boranofosforanowa,*641 czy tiofosforanowa.?4.,

Trzecim procesem bedacym przedmiotem badan niniejszego projektu doktorskiego jest
Synteza enzymatyczna kapu na koncu 5’ powstajacego transkryptu, bedaca obok splicingu i
poliadenylacji jednym z najwazniejszych etapow post-transkrypcyjnego dojrzewania mRNA.
Jednym z etapoéw biosyntezy kapu jest specyficzna metylacja pozycji N7. Proces ten jest
katalizowany przez enzym RNA kap N7-guanino metylotransferazg (N7-MTazg), ktory
odpowiada za przeniesienie grupy metylowej z czasteczki S-adenozylometioniny (SAM) w
pozycje N7 guanozyny na koncu 5° mRNA. Niektore wirusy w celu uniknigcia odpowiedzi
uktadu odpornosciowego oraz zwigkszenia ekspresji bialek wirusowych wykorzystuja
maszyneri¢ kapujaca gospodarza lub koduja wlasne biatka biosyntezy kapu. W zwigzku z tym
aktywno$¢ N7-MTazy powigzana jest z wieloma infekcjami wirusowymi, przez co stanowi cel
terapeutyczny.

Metabolizm kapu
Funkcja: Inicjacja translacji
~* Nadekspresja prowadzi do ztosliwej transformacji;
W * Wysoki poziom elF4E zidentyfikowano w > 50% rodzajow nowotworow;
* Wydajna translacja — zastosowanie mRNA w terapii genowej.

Funkcja: Degradacja kapu
%XN * Inhibitory DcpS s3a potencjalnymi terapeutykami w leczeniu
rdzeniowej atrofii migsniowej (SMA).
%o oo

Funkcja: Biosynteza kapu
&WMRNA * Inhibitory mRNA kap N7-guanino metylotransferazy maja zastosowanie
w terapiach przeciwwirusowych;

e * Redukcja aktywnosci ludzkiej N7-MTazy RNMT-RAM o 50% w liniach
q.rooo\,"““ komorek raka piersi prowadzi do redukcji proliferacji i wzrostu
apoptozy.

Metabolizm nukleotydow

Funkcja: Sieciowanie bialek/peptydow
&000 * Zwickszona ekspresja i aktywnos$¢ TG2 jest zwiazana z chorobami
neurodegeneracyjnymi (Huntingtona, Alzheimera).

Rys. 1V.2. Znaczenie terapeutyczne biatek badanych w ramach niniejszego projektu doktorskiego.

Mnogos¢ biologicznych funkcji 5° kapu oraz jego zwigzek z rozwojem 1 leczeniem wielu
chor6b sprawia, ze stanowi on interesujagcy cel badan. Odpowiednio zaprojektowane
modyfikacje chemiczne kapu wptywaja na wlasciwosci catego mRNA, takie jak zwigkszenie
wydajnosci translacji czy odporno$¢ na degradacj¢ enzymatyczna. Z tego wzgledu wciaz
poszukiwane sa nowe analogi kapu silnie wigzace si¢ z biatkiem elF4E, badz hamujace
degradacje przez DcpS o wlasciwo$ciach odpowiednio przeciwnowotworowych i anty—SMA.
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IV.2. Plan badan

Do tych celow wymagana jest szybka i efektywna selekcja matoczasteczkowych ligandow oparta
o czule metody screeningowe, tzw. HTS (High-Throughput Screening), umozliwiajace
charakterystyke calych bibliotek zwigzkow. Scharakteryzowanie biblioteki odbywa si¢ poprzez
wyznaczenie parametru oddziatywania zwigzku z biatkiem, np. statej wigzania Kp lub I1Cso (ang.
half-maximal inhibitory concentration). W literaturze opisano metody pozwalajace na obliczanie
statych asocjacji komplekséw kap—biatko. Miareczkowanie fluorescencyjne (tsFQT, time-
synchronized fluorescence quenching titration),[® 1101201 ¢c7y te7 izotermiczna kalorymetria
miareczkujaca (ITC)?®! uznawane sa za standardowe metody charakterystyki wiazania kap—
elF4E. Badanie miejsca wigzacego elF4E mozliwe jest takze przy uzyciu powierzchniowego
rezonansu plazmonowego (SPR),12%% badz polaryzacji fluorescencii.l**> 21 Metody badania
aktywnosci, inhibicji DcpS, a takze wigzania ligandow obejmuja radioznakowanie,®!
wysokosprawna chromatografie cieczowa (HPLC)!™?¥ oraz sondy kowalencyjne.?°! Metody te
zapewnity istotny wktad w badania funkcji biatek wigzacych kap, jednak posiadajg one pewne
ograniczenia, takie jak wysokie koszty, skomplikowany uktad eksperymentalny oraz
czasochtonno§¢, co sprawia, ze nie s3 odpowiednic do bezposrednich badan
wysokoprzepustowych. Inhibitory syntezy kapu rowniez posiadajg istotne znaczenie
terapeutyczne petnigc funkcj¢ czynnikow przeciwnowotworowych i przeciwwirusowych. Jednak
opracowanie metody badania N7-metylacji jest wymagajace gdyz naturalnym substratem
wiekszosci N7-MTaz jest Gppp—RNA, ktorego synteza na duzg skale jest utrudniona.?®?l Wedle
najlepszej wiedzy Autorki nie istniejg bezposrednie metody pozwalajagce na monitorowanie
aktywnos$ci N7-MTazy w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem matoczasteczkowych sond.

Biorac pod uwage potencjal terapeutyczny biatek metabolizujacych kap
wysokoprzepustowe metody przesiewowe oparte o tatwe w syntezie molekuty i czutg detekcje,
ktére nie sg czaso- i pracochtonne, sg nadal wysoce uzyteczne. Rozwijane metodologie moga
by¢ nastgpnie przystosowywane do badan biatek oddziatujacych z innymi nukleotydami o
znaczeniu terapeutycznym (Rys. V. 2).

IV.2. Plan badan

Jedng z najbardziej czutych technik pomiarowych oddziatywan biatko—ligand jest
spektroskopia fluorescencyjna. Dlatego tez znakowanie fluorescencyjne molekut biologicznie
czynnych jest czgsto wykorzystywanym podejsciem do monitorowania ich oddziatywan z
biatkami. Uktad tego typu nazywany jest sonda molekularna, gdzie struktura liganda odpowiada
za specyficzno$¢ oddziatywania, a znacznik fluorescencyjny za generowanie mierzalnego
sygnatu analitycznego. Najprostszym zastosowaniem metod fluorescencyjnych jest pomiar
Zmian intensywnos$ci fluorescencji (FLINT), zachodzacych trakcie procesu. Alternatywnym
podejsciem w wysokoprzesiewowych pomiarach fluorescencyjnych jest metoda polaryzacji
fluorescencji (FP) oraz mikroskalowej termoforezy (MST). Jednak w przypadku degradacji
enzymatycznej matej czasteczki kapu przez DcpS, czy tez N7-metylacji masa molekuty zmienia
si¢ nieznacznie, co uniemozliwia stosowanie pomiarow FP i MST. Metody te mogg by¢
natomiast z powodzeniem zastosowane w badaniach tworzenia kompleksu biatko—ligand.

Zatozeniem projektu doktorskiego bylo wykorzystanie prostych metod syntetycznych
(cykloaddycja azydkowo-alkinowa katalizowana jonami miedzy (I) CUAAC, S-alkilowanie) w
celu otrzymania uniwersalnych narzedzi, stuzacych do opracowania szybkich i wydajnych metod
fluorescencyjnych umozliwiajacych wysokoprzepustowe badania bibliotek
maloczasteczkowych ligandéw o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym. W szczegdlnos$ci
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IV.2. Plan badan

skupiono si¢ na wykorzystaniu zjawiska FLINT w oparciu o pojawianie lub zanikanie
oddziatywan wygaszajacych pomigdzy znacznikiem i czeécig nukleotydowa. Metody te maja
postuzy¢ do badan przesiewowych oraz ewaluacji potencjalnych inhibitoréw biatek
metabolizujgcych kap. Wyselekcjonowane zwigzki mogg zostaé¢ nastepnie wykorzystanie do
eksperymentow biologicznych w komoérkach. W pierwszym etapie projektu doktorskiego
skupiono si¢ na bialkach eIF4E i DcpS, jako modelowych obiektach o istotnym znaczeniu
terapeutycznym. Nastgpnie opracowana metodologi¢ wykorzystujaca proste strukturalnie
substraty planowano przystosowa¢ do badan N7-MTazy w celu wyselekcjonowania nowych
inhibitorow bialka. Proces opracowania metody mozna opisa¢ w kilku punktach:

»  Synteza serii znakowanych fluorescencyjnie nukleotydéw (sond molekularnych);

*  Scharakteryzowanie wlasciwosci spektroskopowych sond oraz zmian fluorescencji w

trakcie oddziatywania z biatkiem;

* Podzial sond na dwie grupy: zmieniajgce intensywnos¢ fluorescencji w trakcie procesu

(metoda FLINT) oraz niezmieniajgce intensywnosci fluorescencji (metody FP i MST);

* Optymalizacja struktury sondy: wyznaczenie parametrow powinowactwa lub
parametrow kinetycznych reakcji;

»  Opracowanie metody fluorescencyjnej — optymalizacja warunkow, korelacja wynikow
uzyskanych nowg metodg z danymi literaturowymi;

«  Walidacja metody — wyznaczenie parametru z, moéwigcego, o jakosci metody.

Tak opracowana i scharakteryzowana metoda HTS moze zosta¢ nastgpnie zastosowana
do badan przesiewowych, inhibicji, tworzenia kompleksu biatko—ligand, a takze do badan w
bardziej skomplikowanych uktadach (np. ekstrakty komorkowe).

Najwicksza zaleta zaproponowanego podejScia jest zastosowanie matoczasteczkowych
sond fluorescencyjnych, ktore sg bardzo czule i nie wymagaja stosowania duzych ilo$ci biatka.
Ponadto opracowane przez Autorke procedury moga zosta¢ zaadaptowane do badan innych
biatek wigzacych nukleotydy. Przykladem jest enzym tranglutaminaza II, bedaca obiektem badan
Autorki w trakcie stazu badawczego w grupie dr Markusa Pietscha (Uniwersytet w Kolonii).

W jednej z cze¢$ci niniejszej pracy, w ramach wspdipracy w projekcie, zamierzano
przeprowadzi¢ charakterystyke spektroskopowsa i enzymatyczng dwuznakowanych analogdéw
mononukleotydow — w tym kapu, wykorzystujacych zjawiska fluorescencyjne oparte o
oddziatywania miedzymolekularne (ekscymery, FRET, wygaszanie). Tego typu sondy
molekularne miaty postuzy¢ do badan degradacji kapu zaréwno z uzyciem rekombinowanego,
jak i endogennego enzymu DcpS.

W ramach interdyscyplinarnosci projektu doktorskiego zaplanowano takze opracowanie
biosensora wykorzystujacego sfunkcjonalizowany analogiem kapu grafen oraz zmiany
przewodnictwa elektrycznego w celu oznaczania st¢zenia biatka eIF4E, bedacego markerem
nowotworowym.
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Wydajne metody syntetyczne
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Rys. 1V.3. Schematyczne przedstawienie planéw badawczych niniejszego projektu doktorskiego.
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IV.3. Synteza fluorescencyjnych nukleotydow

IV.3. Synteza fluorescencyjnych nukleotydow

W ramach projektu doktorskiego, korzystajac ze znanych metod syntetycznych,
otrzymano tgcznie 39 nowych, fluorescencyjnych nukleotydéw, w tym:
¢ 15 mononukleotydowych analogéw kapu (Serie A i B);
e 13 dinukleotydowych analogéw GpppA lub GpppG (Seria C);
e 11 analogdéw nukleotydow guanozynowych (Seria D);
e pozostale zwiazki otrzymane w ramach kontroli (np. nukleotydy zawierajace inne zasady
azotowe, znakowane fosforany/fosfoniany).

350-500 nm,_,

N\/\O/\/O\/\Na N\/\O/\/ N
Piren (Py) Piren (Py3)

N\/\O/\/O\/\N o N\/\O/\/ N,

Fenyloetynylopiren (PEP) O‘O Perylen (Pe)

500—600 nm
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SIFAM2 “(5)FAM4 0
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550-700 nm

Rys. 1V.4. Struktury znacznikéw fluorescencyjnych wykorzystanych w syntezie sond molekularnych
wraz z zakresem dtugosci fal emisji. Znaczniki uporzadkowano na podstawie struktury fluorofora.

Ogo6lny schemat syntezy nukleotydéw obejmowat dwa etapy. W pierwszym z nich do
odpowiedniej struktury nukleotydowej wprowadzano grup¢ alkinowa lub tiolowa. Otrzymane
sfunkcjonalizowane nukleotydy (w postaci soli amonowej lub trietyloamoniowej — w
pojedynczych przypadkach) w ostatnim etapie znakowano fluorescencyjnie w reakcji
katalizowanej jonami miedzi (I) cykloaddycji azydkowo-alkinowej (CuAAC), badz S-
alkilowania. Postgp reakcji chemicznej monitorowano z uzyciem RP HPLC oraz analizy MS.
Strukture oczyszczonego produktu potwierdzano poprzez zarejestrowanie wysokorozdzielczych
widm masowych HR MS oraz widm NMR (*H, 3P i COSY H-'H) w przypadku
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niefluorescencyjnych nukleotydéw. Na Rys. V.4 przedstawiono struktury znacznikéw
wykorzystywanych w niniejszej pracy doktorskiej.

I\V.3.1. Synteza analogéw m’GTP do badan biatka eIF4E — seria A

Matoczasteczkowe sondy molekularne, przeznaczone do badan biatka eIF4E zostaly
zaprojektowane w oparciu o strukture m’GTP. Wybér mononukleotydu podyktowany byt jego
dziesieciokrotnie wyzszym powinowactwem do elF4E w stosunku do m’GpppG (Kas(m’GTP)
=119,7 uM1i Kas(m’GpppG) = 12,5 uM™1).[1% Wydtuzanie tancucha oligofosforanowego takze
zwigksza powinowactwo nukleotydu do eIF4E,M jednak moze skutkowaé ostabieniem
oddziatywan wewnatrzczasteczkowych, pomigdzy zasada azotowa i1 znacznikiem (spadek
czutosci). Z tego wzgledu, w celu zoptymalizowania struktury sondy fluorescencyjnej otrzymano
seric m’G nukleotydow, zawierajacych od dwoch do pieciu reszt fosforanowych (Rys. IV.5-6).
Zwiagzki Al i A2 otrzymata w ramach pracy doktorskiej dr Sylwia Ciechanowicz (Walczak) w
Laboratorium Chemii Bioorganicznej CeNT UW.

U o/ T

HN -

R
HZNJ\\N N o<—
OH OH OH OH

m’Gp,C4Hs (A1):n =0
m’Gp3C4Hs (A2): n = 1
m’Gp,C4Hs (A3): n =2 (W = 39%)

Rys. IV.5. Schemat syntezy 3-butynylo-C-fosfonianowych analogéw nukleotydéw  7-

metyloguanozynowych.

W przypadku syntezy pentafosforanowego analogu 7-metyloguanozyny (A4)
zastosowano nieco inne podej$cie syntetyczne, ze wzgledu na problem w otrzymaniu P-
imidazolidu Gps (Rys. 1V.6). W pierwszym etapie przeprowadzono reakcje sprzegania pomiedzy
P-imidazolidem 3-butynylo-C-fosfonianu w soli litu, a tetrafosforanem guanozyny (s6l TEA).
Produkt reakcji wyizolowano metodg RP HPLC. Otrzymany &-C-(3-butynylo) pentafosforan
guanozyny (GpsCsHs) poddano nastgpnie metylowaniu w $rodowisku wodnym z uzyciem

siarczanu dimetylu (CH3)2SOs. Produkt m’GpsCsHs (A4) wyizolowano w postaci soli amonowej
z wykorzystaniem RP HPLC.
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Rys. IV.6. Schemat syntezy &-C-(3-butynylo) pentafosforanu 7-metyloguanozyny (m’GpsCsHs, A4).
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IV.3. Synteza fluorescencyjnych nukleotydow

Wszystkie otrzymane analogi m’GTP modyfikowane grupa alkinowa poddano reakcji
CuAAC z wybranymi znacznikami fluorescencyjnymi, zawierajagcymi ugrupowanie azydkowe
(Rys. IV.7). Testowano znaczniki, ktorych emisja pokrywa szeroki zakres Swiatta widzialnego
oraz bliskiego UV, takie jak piren (Py), fenyloetynylopiren (PEP), pochodng barwnika BODIPY
(BDP-FL), 6-karboksyfluoresceing ((6)FAM2), cyjaning 3 (Cy3) oraz cyjaning 5 (Cy5). W
ramach kontroli otrzymano takze 3-butynylo-C-fosfonian znakowany pirenem (pCsPy) oraz
znakowane nukleotydy, zawierajace inne zasady azotowe: guaning (GpsCasPy), cytozyne
(Cp3C4Py) oraz adenine (Ap3CsPy; Rys. 1V.7). Nukleotydy 7-metyloguanozynowe roznigce si¢
dhugoscig tancucha fosforanowego (tetra- i pentafosforan) znakowano jedynie pirenem, ktory
wyselekcjonowano w badaniach biofizycznych. Przyktadowy chromatogram RP HPLC z reakcji
otrzymywania oraz oczyszczonej sondy A4-1 zaprezentowano na Rys. V.8 natomiast na Rys.
IV.9 profil HR MS sondy oraz prekursora (A4).
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m’Gp,C4(6)FAM2 (A1-2): n = 1, R = (6)FAM2 (W = 55%) m’Gp3C,4Cy5 (A2-6): n =2, R = Cy5 (W = 40%)
m’Gp;C4Py (A2-1): n =2, R = Py (W = 62%) m’Gp,4C4Py (A3-1): n =3, R = Py (W = 75%)
m’Gp3C4PEP (A2-2): n =2, R = PEP (W = 36%) m’GpsC4Py (A4-1): n = 4, R = Py (W = 80%)

m’Gp;C4BDP-FL (A2-3): n = 2, R = BDP-FL (W = 52%)
m7Gp3C4(6)FAM2 (A2-4):n =2, R = (6)FAM2 (W = 96%)
i. Py-Ng
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askorbinian sodu Py
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1 —_— 1l =N
B—F ii. Na,EDTA B—P N
o o]

h

Gp3sC4Py: B = GDP (W = 91%)
Cp3C4Py: B = CDP (W = 90%)
Ap3C4Py: B = ADP (W = 89%)
pC4Py: B =0 (b.d.)

Rys. 1V.7. Schemat syntezy fluorescencyjnie znakowanych, mononukleotydowych analogéw kapu w
reakcji CUAAC.
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Rys. 1V.8. Przykladowy chromatogram z reakcji otrzymywania oraz oczyszczonego m’GpsCsPy (A4-1);
tr(M’GpsC4Py) = 8,0 min, tr(Py-N3) = 13,5 min (eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, eluent B:
ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T).
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Rys. I1V.9. Przyktadowe widma HR MS substratu i produktu reakcji CuUAAC:A) m'GpsCsHs (A4) i B)
m7Gp5C4Py (A4-1).

Lacznie zsyntetyzowano 10 fluorescencyjnych, mononukleotydowych analogoéw kapu,
ktore nastgpnie zostaly scharakteryzowane fluorescencyjnie oraz przetestowane w
eksperymencie oddzialtywania z biatkiem eIF4E (Rozdziat IV.4).

IV.3.2. Synteza analogéw m’GTP do badan biatka DcpS — Seria B

Wszystkie analogi m’G nukleotydow, ktorych synteze opisano w poprzednim rozdziale,
sa substratami w reakcji hydrolizy katalizowanej przez enzym DcpS. Z tego wzgledu do badan
wigzania nukleotydow z enzymem DcpS, zaprojektowana sonda musi by¢ odporna na
degradacje. W niniejszej pracy przetestowano wybrane modyfikacje chemiczne lancucha
oligofosforanowego, takie jak a-B-metylenobisfosfonianowa (-CHz-), a-p-imidofosforanowa (-
NH-) oraz a-tiofosforanowa (-S°). Pierwszy nukleotyd przeznaczony do badan wstepnych
posiadal modyfikacje a-B-metylenobisfosfonianowg oraz terminalng reszt¢ 3-butynylo-C-
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IV.3. Synteza fluorescencyjnych nukleotydow

fosfonianows. Jego synteze przeprowadzono w dwoch etapach (Rys. IV.10). W pierwszym z
nich przeprowadzono reakcj¢ sprzegania 3-butynylo-C-fosfonianu z P-imidazolidem GpCH2p w
obecnosci jonow Mg?*. Produkt reakcji GpCHappCaHs oczyszczono z wykorzystaniem
chromatografii jonowymiennej na zlozu Sephadex 1 wyizolowano w postaci soli
trictyloamoniowej. Nastepnie przeprowadzono selektywne N7-metylowanie w DMSO z
uzyciem jodku metylu CHsl jako odczynnika alkilujacego. Ostateczny produkt m’GpCH2ppCaHs
(B1) otrzymano w postaci soli amonowej po oczyszczeniu mieszaniny reakcyjnej metodg RP
HPLC. Substraty do reakcji sprzegania zsyntetyzowano korzystajac ze znanych z literatury
procedur.[169, 174,253]
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(0] ’O—Il:ll’ / -
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A\ \
s > 0, 0 | > 040 O —
N 11 H 11 A MgCI N 1l H 1l 1l -
HNT SN O—F,’—Cz‘F,’—N\J _ MgCl O H,NTSN o0b &b o /
. 0 - o PMso 0 o o 0
OH OH OH OH
Kalek, et al.; Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids, GpCH,ppCyHs (W = 42%)
24, 2005, 615-21
(0]
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PS > 0,0 O — s > 0y 0 O —
H,N N N O—”—(le-”—O—Ig / CHl H,N N N O—”—(le-II:I’—O—Ig /
O TOT DMSO NSy
B o o O o o o o
1l. OH OH OH OH
GpCH,ppCyH5 m’GpCH,ppC4Hs (B1) (W = 50%)

Rys. 1V.10. Schemat syntezy trifosforanu y-C-(3-butynylo) o-f-metyleno 7-metyloguanozyny
(M’GpCH2ppCsHs, B1).

W trakcie prac syntetycznych nad analogami nukleotydéw modyfikowanych grupa
alkinowa czesto pojawialy si¢ problemy z otrzymaniem czystej podjednostki 3-butynylo-C-
fosfonianu (do 50% zanieczyszczenia fosforanem). W efekcie w reakcji otrzymywania
nukleotydow w duzych ilo$ciach powstawaty produkty uboczne — fosforany nukleozydow.
Prowadzito to nie tylko do spadku wydajnos$ci syntezy alkinowych nukleotydow, ale takze do
probleméw z ich oczyszczaniem. Z tego wzgledu w kolejnych syntezach zdecydowano si¢ na
zastosowanie 2-propargilo-fosforanu. W reakcji sprzggania nukleotydu modyfikowanego w
tancuchu fosforanowym z P-imidazolidem 2-propargilo-fosforanu w obecnosci jonow
Zn?*/Mg?* otrzymano cztery analogi, przeznaczone do reakcji CuAAC: y-O-(2-propargilo) o-B-
metylenotrifosforan 7-metyloguanozyny (B2), y-O-(2-propargilo) o-B-imidotrifosforan 7-
metyloguanozyny (B3) oraz y-O-(2-propargilo) a-tiotrifosforan  7-metyloguanozyny
(diastereoizomery D1: S— B4 i D2: R — B5; Rys. 1V.11).

e
(0] l%/ o o
N/+ Li* N/+
Fﬂ\l\ ) o o i. ZnCly/MgCl, Fﬂ\l\ S 6 o o
N DMSO N T
H,N7 N N oo 3 H,NT N N R
° l'D X l'D ° i. Na,EDTA ° l'j x l'j ° F" ©
<| o ‘ﬁ v- o - Nag o Y (o} O
OH OH OH OH

m’GpCH,ppOC;H; (B2): X = CH,, Y = O (W = 70%)

m’GpNHppOC3H; (B3): X = NH, Y = O (W = 78%)

m’GpgppOCsH; D1 (B4): X =0, Y = S (W = 80%)

m’GpgppSOC3H; D2 (B5): X =0, Y =S (W = 81%)
Rys. IV.11. Schemat syntezy 2-propargilo-fosforanowych analogbw nukleotydow  7-
metyloguanozynowych, modyfikowanych w tancuchu oligofosforanowym.
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1V.3. Synteza fluorescencyjnych nukleotydéow

Obecnos¢ podstawnika siarkowego prowadzi do utworzenia centrum stereogenicznego
na fosforze a. W reakcji sprzegania P-imidazolidu 2-propargilo-fosforanu z mieszaning
izomeréw m’Gpsp powstaja m’GpsppOCsHz D1 (B4) oraz m’GpsppSOCsHs D2 (B5), ktore
rozdzielono metodg RP HPLC (D1 i1 D2 oznaczajg kolejnos¢ elucji diastereoizomeru w technice
RP HPLC; Rys. 1V.12). Wszystkie zsyntetyzowane zwigzki zostaty scharakteryzowane poprzez
rejestracje widm HR MS oraz NMR. Przykladowe widmo NMR analogu m’GpsppOCsHsz D1

(B4) przedstawiono na Rys. IV.13-14.
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Rys. 1V.12. Przyktadowy chromatogram z reakcji otrzymywania oraz oczyszczonego m’GpsppOCsH; D1
(B4); tr(M’GpsppOCsHs D1) = 12,2 min, tr(M’GpsppSOCsHs D2) = 14,3 min (eluent A: 0,05 M bufor
octanu amonu pH 5,9, eluent B: 50% eluentu A/50% MeOH; gradient liniowy 0-15% w czasie 0-15 min;
kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T).
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Rys. 1V.13. Widmo *H NMR m’GpsppOCsH3; D1 (B4) z przyblizonymi sygnatami rybozy.
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Rys. 1V.14. Widmo 3P NMR m’GpsppOCsHs D1 (B4).

Zsyntetyzowane prekursory nukleotydowe zostaty w kolejnym etapie poddane reakcji
CUuAAC z pirenem, zawierajacym grupe azydkowa (Rys IV.15, 16). Zwiagzki znakowane pirenem
zostaty przeznaczone do badan powinowactwa nukleotydéw do biatka DcpS z wykorzystaniem
pomiaréw intensywnosci fluorescencii.

o i. Py-N3
/ CuSO4*5H,0 /,
HN | N\> askorbinian sodu HN | N\> Py
N
o] (e} (o] — : Q Q e 4
HzN)\\N N o-box—b-o—br | o HZNAN N o—ﬁ—x—ﬁ—ofﬁfz/_ﬂ’\l'
. ‘ | ii. Na,EDTA ' ' '
~O"] Y o o P e
OH OH OH OH

m’GpCH,ppC,4Py (B1-1): X = CH,, Y = O, Z = C (W = 81%)

m’GpCH,ppOC;Py (B2-1): X = CH,, Y = 0, Z = O (W = 82%)

m’GpNHppOC,Py (B3-1): X =NH,Y =0, Z =0 (W = 80%)

m’GpgppOC;Py D1 (B4-1): X=0,Y =S, Z=0 (88%)

m’GpsppOC4Py D2 (B5-1): X =0,Y =S, Z= O (79%)
Rys. IV.15. Schemat syntezy fluorescencyjnie znakowanych, mononukleotydowych analogéw kapu,
modyfikowanych w tancuchu oligofosforanowym.
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Rys. 1V.16. Przyktadowy chromatogram z otrzymy\(/van?a oraz oczyszczonego m’GpsppOCsPy D1 (B4-
1); tr(M’GpsppOC3Py D1) = 8,0 min, tr(Py-Ns) = 13,8 min (eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH
5,9, eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T).
Koncowym rezultatem przeprowadzonych syntez bylo otrzymanie zestawu
matoczasteczkowych sond molekularnych (Seria B), przeznaczonych do badan wigzania z
biatkiem DcpS, ktora zawiera 5 nowych zwigzkoéw fluorescencyjnych.
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IV.3. Synteza fluorescencyjnych nukleotydow

IV.3.3. Synteza analogdw GpsA do badan biatka N7-MTazy — Seria C

Mononukleotydowe analogi nukleotydow guanozynowych sg stabymi substratami w
reakcji enzymatycznej N7-metylacji. Dlatego przy projektowaniu serii zwigzkow C,
przeznaczonej do badan N7-MTaz wykorzystano bardziej ztozone struktury dinukleotydowe.
Pierwszy zestaw zwigzkoéw zostat zsyntetyzowany w dwoch etapach, wychodzac z prekursora
ADP modyfikowanego reszta alkinowa w pozycji 3’-O rybozy. Monofosforan guanozyny
poddano reakcji sprzegania  z P-imidazolidem (N-propargilo)-3’-trifosforanu
karbamoiloadenozyny w obecnosci jonéw Zn?*, w wyniku czego otrzymano analog GpppA
modyfikowany propargiloaming (C1l; Rys. [V.17). Bazujac na modyfikacji rybozy
zaprojektowano takze analog GpppA modyfikowany propargiloaming w pozycji 2’-0/3’-O
guanozyny (C3; Rys. 1V.17). Substrat guanozynowy zostal w tym przypadku uzyty w postaci
mieszaniny izomerow, ze wzgledu na trudno$ci w ich separacji w stosowanym uktadzie RP
HPLC.12% Przyktadowy chromatogram otrzymywania GpppA-3’-O-cp oraz GpppA-2’-O-cp
przedstawiono na Rys. 1V.18.

i. ZnCl,
B, 0 N B, DMF B, o 9 9 B,
0-P-0’ + N Nh-0-R-0 o o 0-P-0-P-0-P-0 0
KI Oﬁl - O K 7] ii. Na,EDTA o o O O k 7‘
OH OH OYO OH NaHCO, OH OH 0.0 OH
NH NH

Il GpppA-3-O-cp (C1): B1 =G, B2=A (W = 100%) Il
2'-0/3'-0-cp-GpppA (C3): B1 = A, B2 = G; + izomer 2'-O (W = 100%)

Rys. IV.17. Schemat syntezy dinukleotydow GpppA, zawierajacych modyfikacje alkinowa wprowadzong
w pozycji 2°-0/3’-0 rybozy.

Izomery 2’-O 1 3’-O podstawionych analogéw GpppA (w rybozie adenozyny) sa
rozroznialne na chromatogramie — izomer 3’-O ma dluzszy czas retencji tr Oraz powstaje w
stosunku 3:2 do izomeru 2’-O. Potwierdzeniem tej obserwacji s3 widma 'H oraz COSY H-'H
NMR (Rys. IV.19). Podstawienie grupy —OH propargiloaming skutkuje odekranowaniem
protonu, znajdujacego si¢ w tej samej pozycji pier§cienia rybozy, przez co zwigksza si¢ warto§é
przesunigcia chemicznego o jego sygnatu. W przypadku analogu 2°-O przesunigcie chemiczne
protonu 2’ adenozyny wynosi 5,39 ppm, natomiast H3” — 4,70 ppm, podczas gdy proton H2’
adenozyny izomeru 3’-O posiada & = 4,89 ppm, a proton 3’ 5,34 ppm (Rys. IV.19A). Przypisanie
protonéw na widmie 1D *H NMR zostato wykonane na podstawie dwuwymiarowego widma
COSY z korelacja proton-proton (Rys. 1V.19B).
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Rys. 1V.18. Przykladowy chromatogram z reakcji otrzymywania oraz oczyszczonego GpppA-3’-O-cp
(D1); tr(GMP) = 4,2 min, tr(GpppA-2-O-cp) = 9,6 min, tr(GpppA-3’-O-cp) = 10,3 min.
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Rys. 1V.19. Zlozenie widm A) 'H NMR i B) COSY 'H-'H czystych izomeréw GpppA-2’-O-cp oraz
GpppA-3’-O-cp.

W ramach kontroli poprzez N7—metylowanie zwigzku C1 zsyntetyzowany zostat analog
m’GpppA-3’-O-cp, posiadajacy dodatkowa metylacje guanozyny w pozycji N7 (C2; Rys.
1V.20).

[¢] NH, o / NH,
L & LS &
< o o o P N o o o A
N I T N N T I N
H,NT N O—I%—O—FI’—O—FI’—O o N (CH30),S0, H,NT N O—ﬁ;—o—Fl’—o—F"—o o N
t‘ oy o O O k ) H,0, pH ~4 o o O O k 7j
OH OH fo) o) OH OH OH o) o OH
GpppA-3'-O-cp (C1) rNH m’GpppA-3'-O-cp (C2) (W = 93%) (NH

Rys. 1V.20. Schemat syntezg/Hdinukleotydu m’GpppA-3’-O-cp (C2). H

W celu przetestowania innych niz ryboza pozycji podstawienia zsyntetyzowany zostat
takze analog GpppA modyfikowany propargiloaming w pozycji N6 adeniny w reakcji pomigdzy
monofosforanem N6-propargiloadenozyny?], a P-imidazolidem difosforanu guanozyny (Rys.
IV.21). Aby zweryfikowa¢ wptyw drugiej zasady azotowej otrzymano takze analog GpppG
startujgc z difosforanu guanozyny i P-imidazolizu (N1-propargilo)-monofosforanu guanozyny
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IV.3. Synteza fluorescencyjnych nukleotydow

(Rys. 1V.21).2%] 7Zwiazek C5 otrzymat mgr Michat Kopcial w Laboratorium Chemii

Bioorganicznej CeNT i Wydziatu Fizyki UW.

i. ZnCl,
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HN
N SN
GpppA(N6)prop (C4):B1= ¢ || J B2=G,n=1,m=1(W=77%)

NT>N

o
N

GpppG(N1)prop (C5): B1 =G, B2 = </ jl\)j\‘\/\ , n=2,m=0
ﬁ’}‘w N” NH,

Rys. 1V.21. Schemat syntezy dinukleotydow GpppA(N6)prop (C4) i GpppG(N1)prop (C5).

Ostatnim nukleotydem zawierajacym grupe alkinowa, zsytnetyzowanym w ramach serii
C byl GpppA-3’-O-cp (Cl) modyfikowany grupa metylenowa w pozycji p—y tancucha
fosforanowego. Reakcj¢ przeprowadzono pomigdzy B—y-metylenobisfosfonianem guanozyny i

P-imidazolidem (N-propargilo)-3’-monofosforanu karbamoiloadenozyny (Rys. 1V.22).

o] NH, o] NH,

N N N N
HN \ % NH % NH
)\\)ﬁ;’? 0.0 N o < | /) i. ZnCl, )\ > 0uo0 o < | /)

HNTON o-b-ctbo NP0 NN DWE_ 0-p-c*p-0-b-0 NN

@7 . I —I_ = I Y] . I I o}
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OH OH 0.0 OH NaHCO; OH OH OYO OH

NH NH
( GpCH,ppA-3-O-cp (C6) (W = 60%) (

l i
Rys. 1V.22. Schemat syntezy analogu zwigzku C1, zawierajacego modyfikacje

metylenobisfosfonianowa (C6).
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GpppA-3-O-Py3 (C1-2): B1 = G, B2 =A X = O, R = Py3 (W = 94%) m’GpppA-3-0-Py3 (C2-2): B1 = m’G, B2 = A, X = O, R = Py3 (W = 88%)

GpppA-3-0-Pe (C1-3): B1 = G, Bz A, X=0,R=Pe (W = 85%)

GpppA-3'-0-BDP-FL (C1-4): B B2=A, X =0, R =BDP-FL (W = 93%) 2'-0/3"-0-Py-GpppA (C3-1): B1=A,B2=G; X =0, R =Py +izomer 2'-O
GpppA-3'-O-(5)FAM2 (C1- ) B1 = G B2=A,X=0,R=(5FAM2 (W =83%) (W =92%)
GpppA-3'-0-Cy3 (C1-6): B1 =G, B2 =A, X =0, R =Cy3 (W = 79%) GpCH,ppA-3'-0-Py3 (C6-1): B1 = G, B2 = A, X = CH,, R = Py3 (W = 92%)
GpppA-3-0-Cy5 (C1-7: B =G B2=A, X=0,R=Cy5 (W =72%)
i. R-Ng
0 NN CuS0,*5H,0 Q HN/T\,N’R
N N N korbinian sodu N N =N
HN N askorl HN
! N\> o o o </N L) DMSO:H,0 (6.7:1) P! N\> o o o </ )
H,oN N i ] ] N —  ®  H,N N ] ] [
? 0-F-0-P-0-P-0 o ii. Na,EDTA : 0-F-0-P-0-F-0 o
~0"T o o o o o O O
OH OH OH OH OH OH OH OH
GpppA(NB6)-Py (C4-1): R = Py (W = 96%)
i. R-Ng

CuS04*5H,0 (0] o

. NN ol o B S B
ii. Na,EDTA o F" o F" o FI’ o o

I
5
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]
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Rys. 1V.23. Schemat syntezy analogéw dinukleotydow znakowanych w reakcji CuAAC (Seria C).
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IV.3. Synteza fluorescencyjnych nukleotydow

Wszystkie fluorescencyjne nukleotydy zostaly zsyntetyzowane w reakcji CuAAC
pomigdzy otrzymanymi nukleotydami z grupa alkinowa, a znacznikami fluorescencyjnymi
zawierajagcymi ugrupowanie azydkowe (Rys. IV.23). Ostateczne zwigzki wyizolowano metoda
RP HPLC w postaci soli amonowych. Przyktadowy profil otrzymywania oraz oczyszczonego
analogu GpppA-3’-O-Py3 przedstawiono na Rys. 1V.24. Korzystajac z podejscia CuAAC
otrzymano 13 nowych nukleotydow fluorescencyjnych, ktore zostaly przetestowane, jako
substraty katalizowanej enzymatycznie reakcji N7—metylacji.

o 700 5 10 15 20
‘§ l— Abs. 254 nm .
£ 500 —— Em. 345/380 nm .
3 | |
L 250 | N
£ | ]
0 C A."_L%A T JJIL T
g 2500 F ]
2 2000 [ ]
£, 1500 | .
£ 1000 [ ]
€ 500 | N
- of A\
N I N 1 N 1 N
0 5 10 15 20

t (min)
Rys. 1V.24. Przyktadowy chromatogram z reakcji otrzymywania oraz oczyszczonego GpppA-3°-O-Py3
(C1-2); tr(GpppA-3’-O-Py3) = 9,5 min, tr(Py3-N3) = 15,3 min.

IV.3.4. Synteza analogéw GTP do badan biatka TG2 — Seria D

Mononukleotydowe sondy guanozynowe okazaty si¢ by¢ nieodpowiednimi substratami
dla N7-MTazy. Jednak z powodzeniem wykorzystano je w celu opracowania metody
monitorowania wigzania ligandow z biatkiem transglutaminazg II (TG2), metabolizujaca G—
nukleotydy (badania prowadzone we wspotpracy z grupa dr Markusa Pietscha z Uniwersytetu w
Kolonii). Zsyntetyzowano analogi GTP oraz m’GTP znakowane BDP-FL poprzez terminalng
reszte tiofosforanowa. W literaturze istnieje przyktad wykorzystania GTP znakowanego BDP-
FL do badania miejsca wiazacego TG2.1?°"1 W pierwszym etapie syntezy przeprowadzono
reakcje sprzegania tiofosforanu trietyloamoniowego z P-imidazolidem GDP lub m’GDP (Rys.
IV.25). Nastepnie otrzymane w ten sposob analogi GTP,S (D1) i m” GTP,S (D2) poddano reakcji
S-alkilowania z pochodng jodoacetylowa barwnika BDP-FL (Rys. 1V.25). Otrzymane

fluorescencyjne  nukleotydy GTP,SBDP-FL  (D1-1) i m'GTP,SBDP-FL (D2-1)
scharakteryzowano spektroskopowo oraz w oddziatywaniach z biatkiem TG2 (Rozdziat IV.8).
! NHﬁNI:\; o o NHﬁNI:\; o o o
’ g I T e e
oK O oK’ OH GTP,S (D1): X = brak

m’GTP,S(D2): X = CH3

OH OHO OH
GTP,SBDP-FL (D1-1): X = brak (W = 100%)
m’GTP,SBDP-FL (D2-1): X = CH, (W = 58%)
Rys. 1V.25. Schemat syntezy analogbw GTP,S i m’GTP,S znakowanych BDP-FL w reakcji S-
alkilowania.
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1V.3. Synteza fluorescencyjnych nukleotydéw

Ze wzgledu na niekorzystne wiasciwosci fluorescencyjne GTP,SBDP-FL (D1-1) w
kolejnych syntezach do znakowania wykorzystano pochodne karboksyfluoresceiny.
Optymalizacje struktury sondy przeprowadzono poprzez otrzymanie serii G-nukleotydow,
réznigeych si¢ terminalnym C-fosfonianem (3-butynylo-C-fosfonian lub etynylo-C-fosfonian),
liczbg grup fosforanowych (2 do 3), obecnoscig modyfikacji chemicznych tancucha
fosforanowego  (-CH»-, -S) oraz dlugoscia linkera, ktorym zmodyfikowano
karboksyfluoresceing (dwu-, cztero- lub szescioweglowy). W pierwszym etapie syntezy
przeprowadzono reakcje sprzegania odpowiedniego prekursora nukleotydowego z 3-butynylo-
C-fosfonianem lub etynylo-C-fosfonianem (Rys. 1V.26). Zwigzki D3-D6 otrzymata w ramach
pracy doktorskiej dr Sylwia Ciechanowicz (Walczak) w Laboratorium Chemii Bioorganicznej

CeNT UW.
I\ = 0
n N
HN \
o oM%Y o o o9
_X—I';’_—N\% DME O—FI’_ x—F“_—o—F:_ .
k O ™~O k O e

OH OH

-0—

O-1=0

Gp,CoH (D3): X =0,k =0,n=0
Gp,CaHs (D4): X =0, k=0, n =1
GpsCoH (D5): X =0, k=1,n=0
Gp3C4H5 (D6) X=0,k=1,n=1
GPCH,ppC,H (D7): X = CHy, k =1, n = 0 (W = 90%)

Rys. 1V.26. Schemat syntezy 3-butynylo- i etynylo-C-fosfonianowych analogow nukleotydow
guanozynowych.

W przypadku syntezy stereoizomeréw S i R y-C -(etynylo) a-tiotrifosforanu guanozyny
(D8 i D9) podobnie jak dla m’GpsppOCsHs (B4 i B5) otrzymanie P-imidazolidu Gpsp jest
utrudnione. W zwigzku z tym reakcje sprzegania przeprowadzono pomigdzy P-imidazolidem
etynylo-C-fosfonianu oraz mieszaning izomerow Gpsp (Rys. 1V.27). Otrzymano w ten sposob
mieszaning izomerow GpsppCzH (D1: S-D8 i D2: R-D9), ktora zostata rozdzielona z uzyciem
metody RP HPLC.

o]
T N-P—=
[e] N~/ I (0]
HN HN
A\ N\
s > o o MgCl, PS > o o o
H.NT N N i T H,N" N N Ti 1 i
2 . [[0—£-0-H-0 DME 2 0—P-0—P-0—-P—=
S | 5. | |
™o~ s 0 ot § 00
OH OH OH OH

GpgppC,H D1 (D8) (W = 26%)
GpsppC,H D2 (D9) (W = 58%)

Rys. 1V.27. Schemat syntezy y-C-etynylo-a-S-tiotrifosforanu guanozyny (GpsppC2H D1, D8) oraz y-C-
etynylo-a-R-tiotrifosforanu guanozyny (GpsppC2.H D2, D9).

Znaczniki fluoresceinowe stosowane do otrzymania serii D zostaly zsyntetyzowane w
reakcji (5/6)-karboksyfluoresceiny z linkerem o wybranej dlugosci tancucha weglowego: 1-
azydo-2-etyloaming, 1-azydo-4-butyloaming i 1-azydo-6-heksyloaming. Grupa karboksylowa w
pozycji 5 1 6 pierScienia karboksyfluoresceiny w pierwszej kolejnosci byta aktywowana przez
TSTU z utworzeniem estru NHS. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodano odpowiedni linker
azydo-aminowy w wyniku, czego tworzy si¢ wigzanie amidowe pomi¢dzy grupg karboksylowa
karboksyfluoresceiny i aminowga linkera (Rys. 1V.28). Barwniki (5)FAM2-N3z i (6)FAM2-N3
otrzymal mgr Przemystaw Wanat w Laboratorium Chemii Bioorganicznej CeNT 1 Wydziatu
Fizyki UW.
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OH

LTSty O (5)FAM2-N3: n = 1, izomer 5

DMSO o) (6)FAM2-N3 n =1, izomer 6
80 min, RT _ \ (5)FAM4-N3: n = 2, izomer 5 (W = 55%)
N3<\/>NH & I o (5)FAMB-N3: n = 3, izomer 5 (W = 53%)

2 NH [e]
" Q\ (6)FAMB-Na: n = 3, izomer 6 (W = 40%)
20h, RT

Rys. 1V.28. Schemat syntezy pochodnych karboksyﬂuoresceiny, modyfikowanych linkerem
zakonczonym grupg azydkows.

Po zakonczeniu reakcji produkty oczyszczano w dwoch etapach. Pierwsze oczyszczanie
przeprowadzono na preparatywnych piytkach TLC (ukfad faz normalnych) w celu usunigcia
resztek substratu. Nastepnie izomery 5 i 6 rozdzielano metoda RP HPLC. Przykladowy
chromatogram z syntezy oraz po pierwszym i drugim oczyszczaniu amidu 6-N-(4-azydobutylo)-

fluoresceiny ((6)FAMA4-N3) przedstawiono na Rys. 1V. 29.
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Rys. 1V.29. Przykladowy chromatogram z reakcji otrzymywania, po wstgpnym oczyszczaniu Oraz
oczyszczonego (6)FAM4-Ns; tr((6)FAM4-N3) = 12,5 min, tr((5)FAM-N3) = 15 min.
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Po zsyntetyzowaniu modyfikowanych nukleotydéw oraz znacznikdw fluorescencyjnych
w reakcji CuAAC otrzymano seri¢ fluorescencyjnych sond molekularnych (seria D)
przeznaczonych do badan transglutaminazy Il (Rys. 1V.30).

CuS0,*5H,0
askorbinian sodu

N -
)5: > o 0 0 DMSO:H,0 -
o-— F" X—P-0— F" ii. Na,EDTA
~o0"T Y/, O O n—

OH OH

Gp,Cy(5)FAM2 (D3-1): Y =0,X=0,k=0,n=0,m=1(W =77%) Gp3C,(6)FAM6 (D5-4):Y =0, X=0,k=1,n=0,m =3 (W = 40%)
Gp,C4(5)FAM2 (D4-1): Y =0, X=0,k=0,n=1,m=1 (W =69%) GpsC4(5)FAM2(D6-1):Y =0, X=0,k=1,n=1,m=1 (W = 98%)
Gp3Co(5)FAM2 (D5-1): Y =0, X=0,k=1,n=0,m=1(W = 87%) GpCH,ppCy(5)FAM2 (D7-1):Y =0, X=CHy, k=1,n=0,m = 1 (W = 62%)
Gp3Co(5)FAM4 (D5-2): Y =0, X=0,k=1,n=0,m=2 (W =91%) GpgppCy(5)FAM2D1 (D8-1):Y =S, X=0,k=1,n=0,m=1 (W = 41%)
Gp3Co(5)FAM6 (D5-3): Y =0, X=0,k=1,n=0,m=3 (W =51%) GpsppC,(5)FAM2D2 (D9-1):Y=S,X=0,k=1,n=0,m=1 (W = 68%)

Rys. 1V.30. Schemat syntezy analogow nukleotydow  guanozynowych, znakowanych
karboksyfluoresceing w reakcji CuAAC.
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IV.4. Metoda fluorescencyjna do badan tworzenia kompleksu nukleotyd-elF4E (PyFLINT-B)

Przyktadowy chromatogram z syntezy analogu GpsCz(5)FAM2 (D5-1) oraz po oczyszczeniu,
zaprezentowano na Rys. 1V.31.
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Rys. 1V.31. Przyktadowy chromatogram z reakcji otrzymywania oraz oczyszczonego GpsCz(5)FAM2
(D5-1); tr(GpsC2(5)FAM2) = 10,6 min, tr((5)FAM2-N3) = 18,8 min.

W wyniku przeprowadzonych syntez otrzymano 11 analogéw G-nukleotydéw oraz jeden
m’G, ktére wykorzystano do opracowania metody wysokoprzepustowej, przeznaczonej do
badania wigzania ligandéw z transglutaminazg II. Badania fluorescencyjne zostaty
przeprowadzone w grupie doktora Markusa Pietscha na Uniwersytecie w Kolonii, w trakcie
wyjazdu badawczego w ramach programu Erasmus+.

IV.4. Metoda fluorescencyjna do badan tworzenia kompleksu
nukleotyd-elF4E (PyFLINT-B)

Jednym z projektow rozwijanych w ramach pracy doktorskiej bylo opracowanie
wysokoprzepustowej, fluorescencyjnej metody, przeznaczonej do charakterystyki kompleksu
kap-elF4E (PyFLINT-B — ang. pyrene-based fluorescence intensity binding assay). W tym celu
zsyntetyzowano bibliotek¢ analogéw kapu, znakowanych poprzez terminalng reszte C-
fosfonianowa réznymi znacznikami fluorescencyjnymi. Struktura sondy byla dalej
optymalizowana, poprzez zwigkszenie ilosci grup fosforanowych celem zwigkszenia
powinowactwa do biatka. Na podstawie wyznaczonych wartosci Kp wytypowano najlepsza
sonde oraz wykorzystano ja do zaprojektowania metody fluorescencyjnej. Walidacji metody
dokonano poprzez wyznaczenie Kp serii nukleotydow o znanym powinowactwie do eIF4E i
korelacj¢ z wartosciami literaturowymi. Dla najlepszej sondy wyznaczono takze parametr z,
ktory okresla czy metoda spetnia warunki wysokoprzepustowosci. Ostatecznie opracowana
metoda zostata wykorzystana do charakterystyki biblioteki analogow kapu, modyfikowanych
pierscieniem triazolowym.

IV.4.1. Charakterystyka spektroskopowa — Seria A

Analogi kapu zsyntetyzowane w Serii A zostaly scharakteryzowane spektroskopowo
poprzez pomiar widm absorpcji, wzbudzania oraz emisji fluorescencji. Widma zarejestrowano
w stezeniu zwigzku 1 pM w temperaturze 30°C, w buforze przeznaczonym do badan biatka
elF4E o sktadzie: 50 mM HEPES-KOH, 100 mM KCI, 0,5 mM EDTA, pH 7,2. Przetestowano
roézne znaczniki fluorescencyjne, dobrane w ten sposob, aby ich emisja pokrywata jak najszerszy
zakres $wiatta widzialnego 1 bliskiego UV: piren (Py), fenyloetynylopiren (PEP), pochodng
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IV.4. Metoda fluorescencyjna do badan tworzenia kompleksu nukleotyd-elF4E (PyFLINT-B)

BODIPY (BDP-FL), 6 karboksyfluoresceing ((6)FAM?2), cyjaning 3 (Cy3) oraz cyjaning 5 (Cy5).
Zaobserwowano, ze polozenie maksimow absorpcji oraz emisji bylo zblizone do wartosci
odpowiadajacym izolowanym znacznikom (Rys. 1V.32). W przypadku pirenu w badanym
stezeniu (< 10 uM) obserwowano jedynie pasmo emisji monomerowe;j.

Kolejnym etapem charakterystyki sond A
fluorescencyjnych bylo wyznaczenie )\\)i,? °© o 9
warto$ci ich wydajnosci kwantowych
(QY, ang. quantum yield). Eksperyment

przeprowadzono wedlug procedury M GpsC,Py
literaturowe;j2°! tzw. metodg A21
poréwnawcza. Polega ona na ' m7Gp;C4PEP
wykonaniu pomiaru widm absorpcji A2-2

oraz emisji badanego zwigzku oraz
wzorca, o znanej dokladnej warto$ci
wydajnosci kwantowe;j. Widma
absorpcji i emisji sond zarejestrowano w
buforze 50 mM Tris—HCI o pH 8,0 w
temperaturze 25°C. Do wyznaczenia

" 1 " 1 "
m’Gp,C,BDP-FL
\_N/k s
1 " 1 "
m’GpsC,(6)FAM2
,‘/k Az
1
m’GpsC,Cy3
/ \ A2-5
\ 1 " 1 1

Znormalizowana intensywnos¢

QY analogoéw pirenowych stosowanym GPsC,Cy5
wzorcem byt roztwor siarczanu chininy 26
(QS) w 01 mM HzS0.. Wzorcem 300 400 500 600 700 800
wykorzystanym do  charakterystyki dtugos¢ fali (nm)

analogow BDP_EL i (6)FAM2 byl Rys. 1V.32. Widma absorpcji i emisji fluorescencji
roztwor fluoresceiny w 0,1 M NaOH. (,714zanie w maksimum absorpci) fluorescencyjnie
Dla zwiazkéw znakowanych Cy3 i Cy5  znakowanych analogéw m’Gps. Rysunek zaczerpnigto
wzorcem byt roztwor odpowiednio z pracy Kasprzyk, et al. 2019.12%

cyjaniny 3 i cyjaniny 5 w etanolu. Wyznaczone wartosci wydajnos$ci kwantowych zamieszczono
w tabeli IV.1. Sonda znakowana pirenem m’GpsCsPy (A2-1) miata najnizsza warto$é QY,
wynoszacg 2,0%, sposrod analogobw m’Gps zawierajacych inne znaczniki fluorescencyjne.
Ponadto poréwnujac wartos¢ ta do QY = 36,0 % dla 3-butynylo-C-fosfonianu znakowanego
pirenem pCsPy (A5) mozna wywnioskowaé, ze w przypadku nukleotydu obecne sa
oddziatywania wygaszajace.

Tabela IV.1. Wiasciwosci spektroskopowe fluorescencyjnie znakowanych analogoéw m’GTP. Do kazdej
z sond zaproponowano odpowiedni typ eksperymentu badania wigzania kap—biatko w oparciu o warto$¢
Qb. Przedstawione dane sg srednimi warto$ciami z 3 niezaleznych eksperymentow = SD.

Qe /j::xo(mf Emer]jr?])lmax D Qv Qe eksp:ynaentu
m’GTP,S-AcPyt™ 282,369 | 388,410, 475 b.d. b.d.| 0,5 FLINT
m’GpsCaPy (A2-1) 330, 345 378, 398 20+01(QS) | 81 | 346 FLINT
mM’GpsC4PEP (A2-2) 367, 387 397, 415 183+0,7(QS) | 1,1 | 14 FP, MST
m’GpsCsBDP-FL (A2-3) 504 512 493+13(FAM) | 06 | 15 FP, MST
M’GpsCa(6)FAM (A2-4) 496 523 67,3+8,6 (FAM) | 09 | 1,1 FP, MST
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M’GpsC4Cy3 (A2-5) 544 560 245+02(Cy3) | 1,7 | 09 | FP,MST
M’GpsC4Cy5 (A2-6) 640 660 10,8+0,5(Cy5) | 1,0 | 09 | FP,MST
pPC4Py (A5) 327,343 377, 397 36,0+ 1,2(QS) | bd. | bd. brak

el Warto$¢ nie mogta by¢ wyznaczona ze wzgledu na obecnos¢ niespecyficznych oddziatywan acetylopiren-biatko.

W celu wyselekcjonowania najlepszej sondy dziatajacej w oparciu 0 proste pomiary
intensywnosci fluorescencji (FLINT) zbadano jak zmieniajg si¢ wtasciwosci fluorescencyjne na
skutek zwigzania z biatkiem elF4E, badz hydrolizy enzymatycznej katalizowanej przez enzym
DcpS. W pierwszej kolejnosci fluorescencyjnie znakowane analogi m’Gps poddano catkowite;
hydrolizie przez DcpS. W kazdym z eksperymentow rejestrowano widma emisji w statych
odstepach czasowych az do zaniku zmian (Rys. 1V. 33). Zmiany intensywnos$ci fluorescencji
sondy w trakcie degradacji wyrazono iloSciowo w postaci wspotczynnika wygaszania Q¢ (Q —
ang. guenching; ¢ — ang. cleavage), obliczonego, jako stosunek intensywnosci fluorescencji po
catkowitej hydrolizie (l») do intensywnos$ci przed procesem (lo). Wartosci Q¢ opisuja rodzaj
oddzialywan pomiedzy 7-metyloguanozyng, a znacznikiem fluorescencyjnym: Q¢ > 1 (sonda
,turn-on”), Q¢ < (sonda ,,turn-off”) i Q¢ ~ 1 (sonda inna niz FLINT). Wyznaczone wartos$ci Qc
zostaly przedstawione w tabeli IV.1. Jedynie analog znakowany pirenem A2-1 wykazywat
znaczacg zmiang emisji pod wptywem hydrolizy (Qc ~ 35), podczas gdy Qc sond A2-2—6 byty
zblizone do 1. Analog m’GTP znakowany acetylopirenem (m’GTP,S-AcPy), charakteryzowany
w poprzednich badaniach,*”"! posiadal Q¢ ~ 0,5 co wystarczyto aby umozliwi¢ monitorowanie
degradacji przez DcpS, jednak byl to znacznie mniej czuty uktad w poréwnaniu do m’GpsCsPy
(A4-1). Zatem znakowany pirenem m’GpsC4Py (A2-1) jest sonda fluorescencyjna, odpowiednig
do rozwoju czulej metody FLINT. Pozostale sondy, znakowane innymi niz piren znacznikami,
mogg nadal by¢ eksplorowane w badaniach powinowactwa nukleotydow do eIF4E, jednak z
zastosowaniem innych technik pomiarowych, takich jak polaryzacja fluorescencji (FP) i
mikroskalowa termoforeza (MST).

250 . - . ; ;
~ A2-1 + DcpS —~ 600F T A2-4 + DcpS+
S >
3 200} 1 E 5001
S 1501 [ 8. 400}
C
(] [} i
§ 1001 § 300
5] 5 200
= L =)
T 0 L 100t .
0 a— . Ot . L ! .
500 550 600 50 550 600 650 700
A) dlugosc fali (nm) B) dlugosc fali (nm)

Rys. 1V.33. Widma emisji fluorescencji A) m’GpsCsPy (A2-1) i B) m’GpsCs(6)FAM2 (A2-4)
zarejestrowane w trakcie inkubacji z enzymem DcpS. Rysunek zaczerpnigto z pracy Kasprzyk, et al.
2019.[2%9

Zmiana intensywnosci fluorescencji na skutek degradacji sondy rozni si¢ od zmiany
powstalej na skutek jej zwigzania przez biatko. Dlatego tez w kolejnym eksperymencie
wyznaczono wspdtczynnik wygaszania analogéw m’GTP (A2-1-6) z biatkiem eIF4E Qp (Q —
ang. guenching; b — ang. binding). Sondy A2-1-6 inkubowano z rosnagcymi st¢zeniami biatka
elF4E az do wysycenia rejestrowanego sygnatu fluorescencyjnego. Takze w tym przypadku
warto$¢ Qp analogu pirenowego A2-1 byta wyzsza w porownaniu do pozostatych znakowanych
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nukleotydéw jednak nizsza od swojego Q¢ czterokrotnie (8 vs. 35, Tabela IV.1). Efektem
przeprowadzonych badan byta selekcja analogu kapu znakowanego pirenem m’GpsCsPy (A2-1)
do dalszych prac nad zaprojektowaniem metody

przeznaczonej do badan degradacji lub wigzania
struktury kapu przez biatko (Rys. 1V.34). ’
Ostatnim  etapem  charakterystyki
nukleotydoéw z Serii A bylo zbadanie wplywu .}‘
- -

pH na emisje zwigzku A2-1 w celu
zweryfikowania jego uzytecznosci, jako sondy

fluorescencyjnej. Wtasciwosci emisyjne sondy catkowita wysycone
. L. hydroliza wigzanie

A2-1 w sposo6b nieznaczny ulegaty zmianie pod

wplywem zmian pH w zakresie 7 do 9, bedacym Q, = Iﬁ Q, = I;”

optymalnym pH do badan wickszosci biatek | 0 I,

oddziatujacych z kapem (Rys. 1V.35). Oznacza Rys. [1V.34. Schematyczne przedstawienie
to, 7e proces protonacji/deprotonacji 7- Zasady dziatania sond FLINT, pI‘ZCZIlElCZOIlyCh

metyloguanozyny (pKa ~ 7,3) nie wplywa do monitorowania degradzflql !(apu katallz.owe}nej
L. przez enzym DcpS, badz wigzania z bialtkiem
ZNaczqco na emisje piren. elF4E. Rysunek zaczerpnigto z pracy Kasprzyk,

et al. 2019.[2%9
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Rys. 1V.35. Zmiany intensywnos$ci fluorescencji m’GpsCsPy (A2-1) w roztworach o réznym pH. A)

widma emisji 2,5uM roztworéow A2-1 w 50 mM Tris—HCI o réznym pH w 30°C; B) intensywno$¢

fluorescencji w 378 nm w zalezno$ci od pH buforu. Rysunek zaczerpnigto z pracy Kasprzyk, et al.

2019.12%9

IV.4.2. Optymalizacja struktury sondy — wyznaczanie Kp kompleksu nukleotyd-
elFAE

Specyficzno$¢ oddzialywania zwigzku A2-1 z biatkiem eIF4E zostata zweryfikowanie
poprzez wykonanie eksperymentu miareczkowania biatkiem BSA (ang. Bovine Serum Albumin).
Wraz ze wzrostem stezenia BSA intensywnos$¢ fluorescencji analogu A2-1 zmieniata si¢ w
nieznaczny sposob (Rys. IV.36), co wskazuje na specyficznos¢ wigzania A2-1-elF4E.

W kolejnym etapie badan skupiono si¢ na zoptymalizowaniu struktury sondy, w celu
poprawy jej oddzialywania z biatkiem eIF4E. Kompleks kap-elF4E jest stabilizowany przez
zarowno oddziatywania hydrofobowe, jak 1 elektrostatyczne. 7-metyloguanozyna jest
rozpoznawana gtéwnie przez dwie reszty tryptofanu, ktére formujg tzw. kanapkowy kompleks
warstwowy (ang. sandwich stacking complex) z zasada azotowa, podczas gdy tancuch
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IV.4. Metoda fluorescencyjna do badan tworzenia kompleksu nukleotyd-elF4E (PyFLINT-B)

oligofosforanowy tworzy mostki solne i wigzania wodorowe (bezposrednie lub posrednie z
udziatlem wody) z tancuchami bocznymi lizyn i arginin w miejscu wigzacym biatka. Zgodnie z
literatura, zwigkszanie liczby grup fosforanowych prowadzi do zwigkszenia powinowactwa kapu
do elF4E.18 1151 7 tego wzgledu optymalizujac strukture sondy skupiono si¢ na zwiekszeniu
liczby grup fosforanowych zaczynajac od dwoch i konczac na pigciu. Zbadano takze jeden
zwigzek zsyntetyzowany w ramach serii B, zawierajacy modyfikacje a-tiofosforanowa (B4-1),
ktora réwniez zwigksza powinowactwo kapu do biatka eIF4E (w szczeg6lno$ci diastereoizomer

D1).1474. 3901 Struktury badanych nukleotyddéw zaprezentowano na Rys. IV. 37.

A)

Rys. 1V.36. Widma emisji fluorescencji m’GpsC4Py (A2-1) zarejestrowane w trakcie miareczkowania
biatkiem eIF4E; B) Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy A2-1 zarejestrowane w trakcie

dlugosc fali (nm)

B)
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miareczkowania biatkami eIF4E i BSA. Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.12%
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Rys. 1V.37. Struktury sond zastosowanych do badan biatka eIF4E.

Wszystkie zwigzki przetestowano w eksperymencie monitorowania ich bezposredniego
wigzania z eIF4E w celu wyznaczenia stalych dysocjacji (Kp). Wartosci Kp wyznaczono poprzez
miareczkowanie stalego stezenia badanego zwigzku znakowanego pirenem rosnacymi
stezeniami eIF4E (fluorescencja ro$nie). St¢zenia wynosity 10 nM dla sond Al-1, A2-1, A3-11i
B4-1 oraz 2 nM dla sondy A4-1 ze wzglgdu na przypuszczalnie najwyzsze powinowactwo
(stezenie zwigzku powinno by¢ nizsze od Kp). Do zmian intensywnosci fluorescencji
poszczegdlnych sond w zalezno$ci od stezenia biatka dopasowano krzywa wigzania
bezposredniego (Rys. 1V.38). Eksperymenty wykonano w trzech temperaturach: 20°C, 30°C i
37°C. Wyznaczone warto$ci statych Kp zamieszczono w tabeli 1V.2. Najnizszg stata dysocjacji
(najwicksze powinowactwo do biatka) miata sonda pentafosforanowa m’GpsC4Py (A4-1; Kp =
7,4 £ 1,5 nM), a najwyzsza sonda difosforanowa m’Gp2C4Py (A1-1; Kp = 6400 + 1000 nM), co
jest zgodne z badaniami literaturowymi dla zwigzkéw nieznakowanych (Kas (M’Gpz) = 28,9 +
1,5 uML; Kas (M'Gps) = 1625 £ 195 uM™1).115 Wprowadzenie modyfikacji siarka w pozycji o
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spowodowalo obnizenie statej dysocjacji zwiazki m’GpsppOCsPy D1 (B4-1; Kp =290 + 60 nM)
w poréwnaniu do niemodyfikowanego analogu trifosforanowego m’GpsCsPy (A2-1; Kp =440 +

60 nM), jednak wcigz najwyzsze powinowactwo do eIF4E miat analog m’GpsCaPy.
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Rys. 1V.38. Krzywe wigzania analogow kapu znakowanych pirenem Al-1, A2-1, A3-1, A4-1i B4-1z
biatkiem eIF4E. Przedstawione dane sg $rednimi warto$ciami z 3 niezaleznych eksperymentéw + SD.
Obliczone wartosci Kp w trzech temperaturach 20, 30 i 37°C zaprezentowano w tabeli IV.2. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.12%]

Tabela 1V.2. Wyznaczone wartoSci Kp sond Al-1, A2-1, A3-1, A4-1 i B4-1 do biatka eIF4E.
Przedstawione dane sa $rednimi wartosciami z 3 niezaleznych eksperymentow + SD.

Zwigzek 20°C KDs(ol?cd) 37°C
M’Gp2C4Py (Al-1) 6,4+1,0 119+3,8 13.0£49
M’GpsCaPy (A2-1) 0,44 % 0,06 0,52 = 0,09 0,56+ 0,11
M’GpaC4Py (A3-1) 0,13 = 0,02 0,16 % 0,02 0,19 + 0,04
M’GpsCaPy (Ad-1) (7,4 +1,5710° (6,8 + 1,2)103 (8,2 + 1,5)103
m’GpsppOCsPy D1 (B4-1) 0,29 + 0,06 0,34+ 0,07 0,41 = 0,09

IV.4.3. Wyznaczanie Kp serii niefluoryzujgcych nukleotydow

Analogi kapu znakowane pirenem A2-1, A3-1 i A4-1 wykorzystano w eksperymencie
kompetycyjnym (Rys. 1V.39) do wyznaczenia statych dysocjacji o$miu wybranych ligandow
elF4E, o znanych wartoéciach Kp w zakresie od nM do pM: m’GMPOCHs;, m’GMP,
m’GpCH2ppG, m’GpsG, m’GDP, m’GTP, m’GpsG i m’Gpa oraz GMP, jako kontroli negatywnej
(Rys. 1V.40). Stale Kp wyznaczono w eksperymentach wigzania kompetycyjnego, w
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zoptymalizowanych warunkach: 75 nM A2-1/400 nM elF4E, 10 nM A3-1/200 nM elF4E oraz
10 nM A4-1/75 nM elF4E. St¢zenia biatka dobrano w ten sposob, aby obserwowany sygnat
fluorescencji odpowiadat ~80% maksymalnego. Rejestrowana intensywno$¢ fluorescencji
maleje wraz ze wzrostem stezenia badanego liganda. Kazda z sond wymaga odpowiedniego
czasu inkubacji z eIF4E i ligandem do osiggnig¢cia stanu rownowagi, ktory jest zalezny od jej
powinowactwa do biatka (nizsze powinowactwo — dtuzszy czas inkubacji; Rys. IV. 41).

= = 4

Rys. 1V.39. Schemat dziatania metody PyFLINT-B dla biatka elF4E.
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Rys. 1V.40. Struktury analogéw kapu scharakteryzowanych opracowana metoda PyFLINT-B.
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Rys. 1V.41. Zmiany intensywnosci fluorescenciji w czasie sondy: A) m’GpsCsPy (A2-1), B) m’Gp.C.Py

(A3-1) i C) m’GpsC4Py (A4-1) w trakcie inkubacji z eIF4E, w obecnosci rosngcego stezenia m’GDP.
Do uzyskanych zalezno$ci intensywnosci fluorescencji od st¢zenia liganda dopasowano

rownanie (4) i wyznaczono warto$ci ICso (Rys. 1V.42, Tabela 1V.3). Stale dysocjacji Kp

badanych ligandow zostaly obliczone na podstawie 1Csg, korzystajac z wczesniej opracowanego

algorytmu. 301!
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Rys. 1V.42. Krzywe miareczkowania kompetycyjnego uzyskane dla o§miu ligandéw eIF4E i GMP, jako
kontroli, z uzyciem sond A2-1, A3-1 i A4-1 w trzech réznych temperaturach (20°C, 30°C i 37°C).
Zaprezentowane dane sg warto$ciami $rednimi = SD z trzech niezaleznych eksperymentow. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.[2%]

Tabela 1VV.3. Wartosci Kas niefluoryzujacych nukleotydow, wyznaczone w trzech temperaturach 20, 30
i 37°C, z wykorzystaniem sondy m’GpsCsPy (A2-1), m’GpsCsPy (A3-1) i m'GpsCsPy (A4-1).
Przedstawione dane sg $rednimi wartosciami z 3 niezaleznych eksperymentdéw + SD.

m’GpsC.Py (A2-1)
Ligand Kas W 20°C (uM?) Kasw 30°C (uM?) Kasw 37°C (uM?)
GMP <0,1 <0,1 <0,1
m’GMPOCH; 0,042 + 0,004 0,039 + 0,003 0,052 + 0,008
m’GMP 0,57 £0,38 0,53+0,04 0,53 +£0,05
m’GpsG 4,1+0,6 3,8+ 0,6 3,6+ 0,6
m’GDP 10,6 £4,7 9,7+4,7 42+1,1
m’GpCH2ppG 23+0,3 2,1+£0,3 22403
m’GTP ~100 ~70 <70
M’GpsG ~ 100 ~70 <70
m’GpsCiPy (A3-1)
Ligand Kas W 20°C (uM™) Kas W 30°C (uM™) Kasw 37°C (uMY)
GMP <0,1 <0,1 <0,1
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m’GMPOCH; 0,034 + 0,005 0,029 + 0,003 0,018 +£ 0,003
m’GMP 0,30 £ 0,04 0,29 £ 0,04 0,23 +£0,03
m’GpsG 22404 2,0+0,6 1,7+0,6
m’GDP 56+1,0 58=+1,7 44+15
m’GpCH:ppG 1,6+0,2 1,4+0,1 1,1+0,2
m'GTP 31,3+29,3 15,8 +£9,3 13,0+ 7,0
m’GpsG > 100 20,3 265
m7Gp5C4Py (A4-1)
Ligand Kas W 20°C (uM™) Kas W 30°C (uM™) Kasw 37°C (uM™)
GMP <0,1 <0,1 <0,1
m’GMPOCH; <0,1 <0,1 <0,1
m’GMP 0,46 £ 0,07 0,51+0,16 0,45+0,10
m’GpsG 3,7+0,7 49+15 34+0,8
m’GDP 8,8+1,7 122 +4,1 8,0+1,8
m’GpCH:ppG 12+0,5 2,5+0,7 2,0+0,4
m'GTP 90,1+2,1 67,2+23,1 42,9 +10,2
m’GpsG 234 + 160 282 +212 128 £ 76
m’Gpa 620 318 230

W celu walidacji metody wykonano korelacje logICso wyznaczonego w eksperymencie z
wybrang sonda pirenowa, a wartosciami literaturowymi (Rys. 1V.43).115]

2 2} o m'Gp,CPy (A2-1) @, o m'Gp,CPy (A3-1) N 2 ,le m’GpsC,Py (A4-1)

Z 9 Z L Z

: g : 2 .

Al p & 1} o &1 X e

g g g R<=0.99 ) ®

£ 0t & £ ¢ £ o} e

o o ® Q 0f o 3

o o 87 o e & 0

8-1» " R2=0.99 Ed o o RZ=008 -1
L L L L L - -1 s s n n n - L L L s s
o 1 2 3 4 o 1 2 3 4 o 1 2 3 4

logKp (nM) tsFQT (lit.)

logKp (nM) tsFQT (lit.)

logKp (nM) tsFQT (lit.)

Rys. 1V.43. Korelacja pomiedzy obliczonym logICso o$miu wybranych ligandow elF4E z logarytmem z
literaturowego Kp (tSFQT). Zaprezentowane dane sa warto$ciami $rednimi + SD z trzech niezaleznych
eksperymentoéw. Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.[2%

-
[
o

100 =

Y
o
o

90

©
o
T

80

70+

60

50

Wzgledna fluorescencja (%)
o]
o

Wzgledna fluorescencja (%)
Wzgledna fluorescencja (%)

40+

logClig.

logCiig. logClig.

A) B) C)

Rys. 1V.44. Krzywe miareczkowania liganda m’GTP z uzyciem sondy A) m’GpsCsPy (A2-1), B)
m’Gp4C4Py (A3-1) i C) m’GpsC4Py (A4-1). Zaprezentowane dane sa warto$ciami $rednimi + SD z trzech
niezaleznych eksperymentow.

dobrg zgodno$¢ pomiedzy danymi eksperymentalnymi, a
literaturowymi, jednak liniowa w calym zakresie jedynie dla sondy o najwyzszym
powinowactwie A4-1 (Rys. 1V.43). Wyniki uzyskane z uzyciem sondy A3-1 odbiegaja od
liniowosci dla m’GpsG i m’GTP, a w przypadku sondy A2-1 takze dla m’GDP (Rys. IV. 43).
Zatem wartosci Kp nie mogly zosta¢ obliczone dla silnie wigzacych ligandow ze wzgledu na

Zaobserwowano
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ograniczenia modelu. Mozna takze zaobserwowac wzrost wartosci bezwzglednej wspotczynnika
Hilla p krzywych dopasowanych do danych uzyskanych dla silnie wigzacych ligandow z
uzyciem sond o niskim powinowactwie (wspolczynnik Hilla wigzania kap-eIF4E powinien by¢
rowny 1 lub -1; Rys. 1V.44).

IV.4.4. Walidacja metody

Ze wzgledu na najwigksze powinowactwo do biatka eIF4E i najszerszy zakres dziatania,
sonda m’GpsCsPy (A4-1) zostata wyselekcjonowana do opracowania wysokoprzepustowej
metody fluorescencyjnej HTS (ang. High-Throughput Screening). Walidacji metody dokonano
poprzez wyznaczenie parametru z, wigzacego $rednie wartosci oraz odchylenia standardowe serii
pomiardw kontroli pozytywnej i negatywnej. Pozytywna kontrola odpowiada najwyzszemu,
mozliwemu do uzyskania sygnatowi. W przypadku metody PyFLINT-B byla nig mieszanina 10
nM sondy A4-1 i 75 nM elF4E. Kontrola negatywna reprezentuje najnizszy sygnat,
zarejestrowany dla mieszaniny 10 nM sondy A4-1, 75 nM elF4E oraz m’GDP w stezeniu 100
uM. Parametr z wyznaczono w trzech temperaturach: 20°C, 30°C i 37°C poprzez wykonanie
pomiaru intensywnosci fluorescencji ~140 powtorzen kontroli pozytywnej i negatywnej (Rys.
IV.45). Obliczone warto$ci parametru z wynosity 0,82, 0,76 1 0,71 w temperaturze odpowiednio
20°C, 30°C 1 37°C. Kazda z wartosci jest > 0,5 co oznacza, ze opracowana metoda PyFLINT-B
spelnia warunki wysokoprzepustowosci w kazdej z temperatur i moze zosta¢ zastosowana do
badan przesiewowych bibliotek ligandow biatka eIF4E.
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Rys. IV. 45. Wyznaczanie parametru z metody badania powinowactwa do biatka elF4E w trzech
temperaturach 20, 30 i 37°C z uzyciem sondy m’GpsCsPy (A4-1). Rysunek zaczerpnigto z pracy
Kasprzyk, et al. 2019.[2%%

IV.4.5. Wyznaczanie Kp biblioteki analogéw kapu modyfikowanych triazolem

Aby zobrazowa¢ uzyteczno$¢ opracowanej metody PyFLINT-B wykonano badania
przesiewowe biblioteki analogow kapu modyfikowanych pierécieniem triazolowym (RYys.
IV.46). Zwiazki zostaly zsyntetyzowane przez dr Sylwig¢ Ciechanowicz (Walczak), a ich warto$ci
Kas wyznaczone metoda wygaszania fluorescencji tryptofanu tsFQT (ang. time-synchronized
fluorescence quenching titration) i opublikowane.[*7?

ICs0 badanych analogdbw kapu wyznaczono w eksperymencie miareczkowania
kompetycyjnego w zoptymalizowanych warunkach z sonda A4-1. Na podstawie uzyskanych
wartos$ci ICso obliczono state dysocjacji Kp oraz ich odwrotnos$ci — state asocjacji Kas (Tabela
IV.4). Obliczone wartosci Kas byly nizsze niz literaturowe, co przypuszczalnie wynika z
niedoszacowania Kp sondy pentafosforanowej. Jednak korelacja logarytmu wartosci obliczonych
i literaturowych byla liniowa (R?> = 0,95, Rys. V.47 wstawka), potwierdzajac zgodno$é
wynikow. Dla ligandow o najnizszym powinowactwie do eIF4E zaobserwowano odchylenie od
liniowos$ci, powodujace zwigkszenie btedu wyznaczania warto$ci Kp. Problem ten mozna
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rozwigzac stosujac wyzsze stezenia liganda, badz korzystajac z sondy o nizszym powinowactwie
(Rys. 1V.48).
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Rys. 1V. 46. Struktury dinukleotydowych analogéw kapu modyfikowanych pier§cieniem triazolowym w
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Rys. 1V. 47. Porownanie statych asocjacji Kas modyfikowanych triazolem analogéw kapu,
wyznaczonych metoda PyFLINT-B oraz tsFQT. Wstawka przedstawia korelacje logarytmu z Kas
przedstawionych na wykresie. Zaprezentowane dane sg warto$ciami $rednimi + SD z trzech niezaleznych
eksperymentow. Oznaczenia ligandéw zamieszczono w Tabeli IV.4. Rysunek zaczerpnieto z pracy
Kasprzyk, et al. 2019.[2%%
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Rys. IV. 48. Porownanie krzywych miareczkowania stabych ligandow A) Lla i B) L1b uzyskanych z
uzyciem sondy m’GpsC4Py (A4-1) lub m’GpsC4Py (A2-1). Zaprezentowane dane sg warto$ciami $rednimi
+ SD z trzech niezaleznych eksperymentow. Oznaczenia ligandow zamieszczono w Tabeli IV.4. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.12%]
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IV.4. Metoda fluorescencyjna do badan tworzenia kompleksu nukleotyd-elF4E (PyFLINT-B)

Tabela 1V.4. Zestawienie obliczonych warto$ci statych asocjacji Kas triazolowych analogéw kapu w
temperaturach 20°C, 30°C i 37°C oraz wartosci literaturowych.[**5 1721

Symbol 7 Zwiazek KA(SJK;I‘;‘DC KA?:;ESC’C KA(SHVDV;Z;C s zﬂa)l)c
Lia | Ty g =1 k=1 <01 <01 <01 0,17 £0,01
L1b ?;Sztf(z':“cpﬁfi Clk=2 0,08£0,01 | 0,10£002 | 009002 | 0,54%0,04
Lic ?;Sgpffé;fq L K=LlR=H 024+0,04 | 020+003 | 0,11£002 | 1538+0,03
L1d ?;Sgpg’(cjg:'tzi L K=2R=H 3,66+0,52 | 341+050 | 245£028 | 1125+0,03
L2a ?;S;S(ngpr G=0.k=1 0,04£0,01 | 0,030+0,006 | 0,018=0,004 | 043%0,03
L2b ?;Sztf(ngpszGq 0.Kk=2 0,50£0,09 | 052+010 | 037£006 | 1,7+0,04
L2c ?;SgpffzctHf 4=0,k=1R=H 0204004 | 0,18+0,04 | 0,12£002 | 1,07+0,04
L2d ?;ggf)';’(' fgj_'tqu —0.K=LR=H 637+0,93 | 599+0,84 | 374+051 | 143+06
L3a ?;Sztgff brak g =0, k=1 <0,1 <0,1 <0,1 0.49 £ 0,03
L3b ?;S;;gf‘fb ok, q= 0, k=2 0,54+0,13 | 0,500,001 | 040£007 | 2,24+0,06
L3c q‘;ﬁp)t((j brak, g =0, k=1, R = H 047+0,08 | 044=0,10 | 029+006 | 1,37+0,06
L3d q‘;ﬁ?g’(’tﬁ)rak 4=0,k=2R=H 103+1,7 89+ 14 583+0,76 | 17,1+1,1
L3e ?;;210%’2’%?;( 4=0,k=2 R=CH 72411 6,84 1,1 427+0,66 | 144404
Lda ?;Sztf(Hj%pgS Lk=1 0,03+0,01 | 0,027+0,009 | 0,017+0008 | <0,
L4b .T;Szt §sz8ng? . 027+0,05 | 028+005 | 023£004 | 0,88%0,02
L4c .T;‘:Fl’pxof'gzgi Lk=1R=H 1224017 | 1,02+014 | 060+013 | 3,1+0,13
L4d 'T;SEPF;O:%F,'Et;Gl, k=2 R=H 415+0,62 | 1324054 3454044 | 11,5403
L5a ?;gztf(HjSSpgf ket <01 <01 <01 <01
L5b ?;Sztf("'jsspg‘fl (o 016003 | 0224004 | 016002 | 099+004
L5¢ ?;Sgpfg"g;f L k=L R=H 072011 | 134+0.18 | 072+0,11 | 1,39+0,06
L5d ?;SEPF;S:CS""ZEGL k=L R=H 65+1.0 2.01+0,54 47407 13,6+ 0.06
L6a ?;Sztf("'j’?'\l';pg(j k=1 <01 <01 <01 0.14 % 0,03
L6b ?;S'zt;f("'j'?'\::",pé’gel, oo 0,00£0,02 | 0,16+0,04 0,00£002 | 1,16+0,06
L6c .T;pegp)'(\'z'ﬁHHzgf LK=1R=H 1494025 | 231£038 | 089+0,13 | 1,86+0,06
Léd .rp;pegpg’(N:'L%Hz t;Gl, =2 R=H 9.8:+1,7 9.0+1,7 6.6+1,0 18,6+ 0,7
L7a .'p;peg'g(“féwztffgplpfo (o1 0,05+0,01 | 0,048%0,008 | 0,035+0,005 | 0,83 0,04
L7b | M'GP-NHCoHi-t-CH-pppG 043+0,07 | 046+0,07 | 035+005 | 22+0,05

Typ4: X=CH,,q=0,1=0,k=2
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m’Gpp-CHa-t-CoHsNH-pG
L7c Typ 3: X =CHy q=0,1=0,k=1,R=H 0,37+ 0,07 0,39+ 0,07 0,30 + 0,04 1,94 £ 0,07
m’Gppp-CHa-t-CoHsNH-pG
L7d Typ3: X =CH,, q=0,1=0,k=2,R=H 54+£1,0 53+£0,8 3,52+0,6 18,6 £0,7
mM’Gp-NHC;H;-t-ppG
L8a Typ 4: X = brak, =0, 1=0,k=1 0,07 +£ 0,02 0,10+ 0,02 0,06 0,01 0,77 £ 0,04
mM’Gp-NHC;H;-t-pppG
L8b Typ 4: X = brak, q = 0, 1= 0, k = 2 0,94 + 0,19 0,84 +0,16 0,87+0,18 3,1+£0,2
m’Gpp-t-C;HsNH-pG
L8c Typ 3: X = brak, q=0,1=0,k=1,R=H 1,01 £0,16 0,97 +0,16 0,59+ 0,09 4,13+ 0,06
m’Gppp-t-C,HsNH-pG
L8d | 103 X =brak q=0.1=0,k=2,R=H | 07+2l 9,0+ 1,7 72+13 22,6 +0,5
my”2 °Gppp-t-C.H4NH-pG
L8e Typ3: X =brak,q=0,1=0,k=2,R=| 12,4+18 123+18 7,9 +0,9 24,7+ 0,6
CHs
m’Gpp-NHC;H4-t-CoH4-ppG
L9a Typ4:X=CHpq=1,1=1k=1 1,97 + 0,36 2,17+0,35 1,36 £0,16 49+0,1
m’Gpp-CzH4-t-CoH4NH-ppG
L9b Typ3:X=CHpq=1,1=1,k=1,R=H 0,99+0,17 1,04 £ 0,16 0,69+0,10 3,3+0,1
my’2"°Gpp-t-C,H40-ppG
L10a | 006 (=1 ke1 42406 42407 34+04 24,14 0,6
my’2"°Gppp-t-C,H40-pG
L10b Typ5:1=2,k=0 134+25 141+26 10,6 £1,7 499 +1,3
m’G-t-ppppG
L10c Typ 2: X = brak, = 0, k = 3 2,3+0,4 25+04 1,9+0,3 8,6+0,2
m’2'9Gppp-t-C,H,0-ppG
L10d Typ5:1=2, k=1 20,6 +£4,1 20,4 +3,5 159+32 87,8 +4,5
m’2'OGppp-t-CoH4NH-ppG
L10e | Typ3:X=brak,q=0,1=1,k=2,R=| 221+44 23,5+ 4.4 17,1£26 82,9420
CH3
m/GMP 0,46 = 0,07 0,51+0,16 0,45+0,10 1,5+0,1
m’GDP 8,8+1,7 12,2+£4,1 8,0+1,8 204+1,5
m'GTP 90,1 +2,1 67,2 +23,1 42,9+ 10,2 119,7+5,7
m’GpsG 3,7+£0,7 49+1,5 34+0,8 12,5+0,3
IV.4.6. Zastosowanie metody PyFLINT-B do rutynowych pomiaréw

powinowactwa nukleotydow do elF4E

Opracowana metoda PyFLINT-B wyznaczania statych wigzania kompleksu kap-elF4E w

oparciu 0 zmiany intensywnosci fluorescencji sondy m’GpsCsPy (A4-1) zostata opublikowana
(Kasprzyk et al. 2019)2% i stosowana jest do charakterystyki biofizycznej bibliotek
modyfikowanych nukleotydow.

Jedng z pierwszych scharakteryzowanych serii nukleotydéw byty analogi kapu m’GpsG
modyfikowane grupg propargilowa w pozycji N1 guanozyny (Rys. 1V.49).[2%1 zZwiazki zostaly
zsyntetyzowane przez mgr Michata Kopciata z Laboratorium Chemii Bioorganicznej (CeNT i
Wydziat Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego). State asocjacji nukleotydéw Kas wyznaczono w
zoptymalizowanych warunkach metody PyFLINT-B w trzech temperaturach: 20°C, 30°C i 37°C
(Rys. 1V.50, Tabela IV.5). Jako kontrole zastosowano niemodyfikowany kap m’GpppG.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze modyfikacja m’GpsG
propargiloaming w pozycji N1 guaniny, nie zmienia powinowactwa nukleotydu do biatka eI[F4E
(Kas 3,73 £ 0,56 pM* dla m’GpsG-N1-prop i 3,58 + 0,57 uM* dla m’GpsG). Obecno$é
modyfikacji metylenobisfosfonianowej (-CH2-) zmniejszata powinowactwo dinukleotydu,
natomiast imidofosforanowej (-NH-) — nie zmieniata, lub zwigkszata w przypadku analogu
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m’GppNHpG-N1-prop. Po wyznakowaniu zwiazkéw izomerem 5 karboksyfluoresceiny zostaty
one wykorzystane w badaniach powinowactwa nukleotydéw do biatek eIF4E i DcpS z uzyciem
metody mikroskalowej termoforezy MST (Kopciat, et. al. 2019).[2%]
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Rys. 1V. 49. Struktury badanych analogdéw m’GpsG modyfikowanych propargiloaming w pozycji N1.
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Rys. IV. 50. Krzywe miareczkowania kompetycyjnego wyznaczone dla pigciu analogow m’GpsG
modyfikowanych grupa propargilowa w pozycji N1 guanozyny oraz m’GpsG, jako kontroli, z uzyciem
sondy A4-1 w trzech réznych temperaturach: A) 20°C, B) 30°C i C) 37°C); D) Porownanie wartoSci
statych asocjacji komplekséw N1-propargiloaminowych analogéw kapu z biatkiem elF4E, wyznaczone
metodg PyFLINT-B. Zaprezentowane dane sa wartosciami $rednimi = SD z trzech niezaleznych
eksperymentow.
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IV.4. Metoda fluorescencyjna do badan tworzenia kompleksu nukleotyd-elF4E (PyFLINT-B)

Tabela IV.5. Zestawienie obliczonych wartosci statych asocjacji Kas analogow kapu podstawionych
grupa propargilowa w pozycji N1 guanozyny.

. Kas (uM™)

Zwigzek 20°C 30°C 37°C
m’GpsG(N1)prop 3,73 +0,56 3,28+0,48 2,69 +0,59
m’GpCH2ppG(N1)prop 1,64 0,25 1,82+ 0,32 1,20+ 0,17
m’GpNHppG(N1)prop 3,56 + 0,52 3,37+ 0,49 2,64+ 0,69
m’GppCH2pG(N1)prop 1,96 + 0,29 1,92 +£0,29 1,21+0,16
m’GppNHpG(N1)prop 5,06 + 0,94 5,48 +0,88 3,09 + 0,46
m’GpsG 3,58 +0,57 3,39+ 0,53 3,00 + 0,86

Kolejng bibliotekg scharakteryzowang przy uzyciu metody PyFLINT-B byla seria
mononukleotydowych analogdéw kapu, zawierajgcych reszte tryptaminowsa (TA), wprowadzong
w terminalng pozycj¢ tancucha fosforanowego (Rys. IV.51). Synteza i charakterystyka
wlasciwosci analogow tryptaminowych zostaty opisane w pracy licencjackiej Sebastiana
Gotojucha (Wydziat Chemii UW, 2019), a takze w pracy Gotojuch, et. al. 2020.3% Tryptamina
zostata wprowadzona w strukture nukleotydu w celu umozliwienia dostarczenia go do wngtrza
komorki. Ze wzglgdu na naktadanie si¢ widm emisji tryptofanu i tryptaminy, powinowactwo
nukleotydow do biatka eIF4E nie jest mozliwe do wyznaczenia z uzyciem metody
miareczkowania fluorescencyjnego, opartego o wygaszanie fluorescencji tryptofanu tsFQT.
Zastosowanie w tym przypadku metody pirenowej PyFLINT-B pozwala na wyeliminowanie
interferencji oraz wyznaczenie wartos$ci stalych asocjacji kompleksu kap-elF4E. State asocjacji
nukleotydéw Kas wyznaczono w zoptymalizowanych warunkach metody PyFLINT-B w trzech
temperaturach: 20°C, 30°C i1 37°C (Rys. IV.52-53, Tabela IV.6). W ramach kontroli wyznaczono
Kas nukleotydow niemodyfikowanych TA.
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Rys. 1V. 51. Struktury mononukleotydowych analogéw kapu modyfikowanych tryptaming.

122



IV.4. Metoda fluorescencyjna do badan tworzenia kompleksu nukleotyd-elF4E (PyFLINT-B)

T 1.1 :
1.1} 200C-
1.0t
0.9t
o 0.8+ .
= 0.7¢ o m’GpsTA D1
® m’GpgTA D2
0.6r o Bn7GppTA
© m'G
0.5} ¢ m7GSS
0.4} © Bn'Gps
-4 -2 0 2 4 6
logClig. (uM) logClig. (uM)
1.1F - - 3 -
Lo P 300C 1.1t 300C+
g ] 1.0
g':' 0.9
S . ® m'GpTA 30.8 °
= 0.7¢ ® m’GpgTA D1 - 0.7t o
0.6} © mcpsTAD2 ' °
' ) Bn77GpTA 0.6+ © m’Gpgp D2
0.5¢ g :7225 05 o m7G::])pF1)'A
0.4} © eren, CHE e
: : e 0.4l e
4 2 0 2 4 6 4 2 0 2 4 6
logClig. (uM) logClig. (uM)
; : 1.1 ;
1.1} § 370CH Lo 370C
1.0¢ 2680 ] E ]
0.9} co ¥t 0.91
o 0.8 ° o 0.8 ® m'GpspTAD1 §
= 0.7} © mepTADL = 0.7} © meppTAD2
@ m'GpgTA D2 ® m’Gpgp D1
0.6F o Bnepra 0.6 © mocppp2
05 [¢) m:Gp © m’GppTA
ol g r;?(;)s 05} ® m’Gpp
0.4f = "%
: : e 0.4 : : e
4 2 0 2 4 6 4 2 0 2 4 6
logClig. (1M) logClig. (uM)

Rys. 1V. 52. Krzywe miareczkowania kompetycyjnego wyznaczone dla siedmiu analogéw m’GMP i
m’GDP modyfikowanych grupg tryptaming w terminalnym fosforanie oraz siedmiu niemodyfikowanych
zwigzkow (kontrola), z uzyciem sondy A4-1 w trzech rdznych temperaturach (20°C, 30°C i 37°C).
Zaprezentowane dane sg warto$ciami $rednimi + SD z trzech niezaleznych eksperymentow.

Tabela IV.6. Zestawienie obliczonych wartosci statych asocjacji Kas mononukleotydowych analogdéw

kapu modyfikowanych tryptaming oraz ich niemodyfikowanych odpowiednikow.

-1
IARIEEES 20°C KASs((;?é ) 37°C
m'GpTA <0,1 uM <0,1 uM <0,1 uM
m’GpsTA D1 <0,1 uM <0,1 uM <0,1 uM
m’GpsTA D2 <0,1 uM <0,1 uM <0,1 uM
bn’GpTA <0,1 uM <0,1 uM <0,1 uM
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m’Gp 0,36+ 0,10 0,37 £0,08 0,26 £ 0,05
m’Gps 1,3+0,4 0,92 + 0,30 0,90 + 0,30
bn’Gps 0,75+0,27 0,55+0,12 0,35+ 0,06
m’GpspTA D1 51+1,6 3,6+0,8 2,8£0,7
m’GpspTA D2 24+0,6 2,7+0,6 1,4+0,29
m’Gpsp D1 339+75 28,2+49 139+2.8
m’Gpsp D2 222+5.2 19,5+4,9 3,8+0,8
m’GppTA 1,8+0,3 1,5+0,2 1,2+ 0,4
m’GDP 15,3+3,6 9,7+22 5,1+2,1
m'GTP 64,3 + 14,0 50,1+ 11,1 b.d.
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Rys. IV. 53. Porownanie warto$ci statych asocjacji kompleksow analogéw kapu modyfikowanych
tryptaming z biatkiem elF4E, wyznaczone metodg PyFLINT-B w temperaturze 20°C. Zaprezentowane
dane sg wartosciami srednimi = SD z trzech niezaleznych eksperymentow.

Analiza wyznaczonych wartosci Kas wykazala, ze obecnos$¢ tryptaminy powoduje
zmniejszenie powinowactwa nukleotydu do elFAE. Wprowadzenie dodatkowej grupy w obrebie
reszty fosforanowej prowadzi do zamaskowania tadunku ujemnego terminalnego fosforanu, co
z kolei przektada si¢ na mniejsze powinowactwo do biatka. Jest to obserwacja zgodna z
przestankami literaturowymi.[*'%1 Obecnosé¢ atomu siarki (fosforan o dla difosforandéw) skutkuje
zwigkszeniem stabilnosci kompleksu kap-elF4E, co réwniez zgodne jest z danymi
literaturowymi.[174 3001

Ostatnim zaprezentowanym w niniejszej pracy przyktadem wykorzystania opracowanej
metody PYFLINT-B jest charakterystyka analogow kapu m’GpppA i m’GpppG, zawierajacych
modyfikacj¢ umozliwiajaca ich przenikanie przez btong komorkowa — kwas foliowy (FA) lub
cholesterol (CHOL; Rys. 1V.54). Zwiazki zostaly zsyntetyzowane przez dr Natali¢ Kleczewska
oraz mgr Zofi¢ Warminskg w Laboratorium Chemii Bioorganicznej, Centrum Nowych
Technologii Uniwersytetu Warszawskiego. Kwas foliowy oraz cholesterol charakteryzuja si¢
ré6znymi mechanizmami transportu przez bton¢ komorkowg — dla FA jest to endocytoza z
udziatem receptora, natomiast dla CHOL dyfuzja bierna. Analogi m’GpppA znakowano w
pozycji N6 adenozyny poprzez linker heksametylenodiaminowy (HDA), a m’GpppG w pozycji
2°-0/3’-0 guanozyny poprzez ten sam linker z utworzeniem wigzania amidowego. Nukleotydy
dodatkowo modyfikowano siarka w pozycji y fosforanu, badz 5’ 7-metyloguanozyny. Stale
asocjacji nukleotydow Kas wyznaczono w zoptymalizowanych warunkach metody PyFLINT-B
w trzech temperaturach: 20°C, 30°C i 37°C (Rys. IV.55-56, Tabela 1V.7). W ramach kontroli
wyznaczono Kas kompleksow niemodyfikowanych dinukleotydéw z biatkiem elF4E.
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Rys. IV. 54. Struktury badanych analogéw m’GpppA i m’GpppG modyfikowanych kwasem foliowym
(FA) i cholesterolem (CHOL).
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IV. 55. Krzywe miareczkowania kompetycyjnego wyznaczone dla kompleksow analogow
m’GpppA i m’GpppG modyfikowanych kwasem foliowym i cholesterolem z biatkiem eIF4E, z uzyciem
sondy A4-1 w trzech réznych temperaturach (20°C, 30°C i 37°C). Zaprezentowane dane sg wartosciami
$rednimi + SD z trzech niezaleznych eksperymentow.

m’GpppG modyfikowanych kwasem foliowym (FA) i cholesterolem (CHOL) z biatkiem eIF4E.

Rys. 1V. 56. Porownanie warto$ci statych asocjacji kompleksow analogow kapu modyfikowanych FA
lub CHOL z biatkiem elF4E, wyznaczone metoda PyFLINT-B w temperaturze 20°C. Zaprezentowane
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dane sg wartosciami srednimi = SD z trzech niezaleznych eksperymentow.

-1
. 20°C KASs(()l:g4 ) 37°C
m’GpppA 2,33 +£0,43 2,01 +£0,38 1,50 + 0,24
< | m'GpppA-HDA 1,13+0,19 | 0,88+0,17 | 0,61+0,12
IS m’GpsppA-HDA D1/D2 2,31+ 0,55 1,82 + 0,41 1,59 + 0,34
S | m’GSpppA-HDA 1,40 + 0,23 0,94 + 0,23 0,76 £ 0,13
N | mGpppG 463+0,75 | 2,95+0,56 | 2,23+0,44
'S | mM’GpppG-HDA 2,06+039 | 143+027 | 1,11+0,16
0 | m'GpsppG-2’-0/3’-0-HDA D1/D2 4,14+0,77 3,52+ 0,67 2,49 + 0,50
m’GSpppG-HDA 1,83+0,32 | 1,50+0,30 | 1,25+0,27
m’GpppA-HDA-FA 297+0,62 | 284+0,62 | 130+0,31
m’GpsppA-HDA-FA D1 347+065 | 2,77+066 | 1,64+0,42
<L | m’GpsppA-HDA-FA D2 258+060 | 294+083 | 2,00+0,38
m’GpppG-HDA-FA 781+1,30 | 7,08+1,22 | 587+0,80
m’GpsppG-2°-0/3’-0-HDA-FA D1/D2 10,89 +3,01 | 10,81 +1,71 | 8,77+1,58
o | mMGpppA-HDA-CHOL 19,5 56,9 55,2
T - m’GpppG-HDA-CHOL 23,5 33,3 88,5
© | M GpsppG-2’-0/3°-O-HDA-CHOL D1/D2 38,8 127,8 281,3
40 ——
35;5 |_| =
20}
s
2 15¢
)
< 10}
5 L
0 _l_-ﬁﬁrﬁ .-.-m Al




IV.4. Metoda fluorescencyjna do badan tworzenia kompleksu nukleotyd-elF4E (PyFLINT-B)

Na podstawie analizy wyznaczonych wartosci stalych asocjacji Kas wysnuto nastgpujace
wnioski:

e Analogi m’GpppG wiaza si¢ z eIF4E ok. dwa razy silniej w poréwnaniu do analogoéw
m’GpppA (Kas (M’GpppA) 2,33 £ 0,43 uM™ i Kas (M’ GpppG) 4,63 £ 0,75 uM™);

e Woprowadzenie linkera heksametylenodiaminowego (HDA) prowadzi do ok.
dwukrotnego ostabienia wigzania nukleotydu z eIF4E (Kas (M'GpppA) 2,33 + 0,43 pM-
1i Kas (M"GpppA-HDA) 1,13 + 0,19 uM™ oraz Kas (m’GpppG) 4,63 + 0,75 uM™ i Kas
(m’GpppG-2°-0/3’-0-HDA) 2,06 + 0,39 pM™);

e Obecnos¢ grupy tiofosforanowej w pozycji y tancucha fosforanowego prowadzi do
dwukrotnego zwickszenia powinowactwa nukleotydu do biatka — stala asocjacji
m’GpsppA-HDA i m’GpsppG-2°0/3°-O-HDA jest zblizona do odpowiednio m’GpppA i
m’GpppG, niemodyfikowanych linkerami;

e Wprowadzenie atomu siarki w pozycje¢ 5’ 7-metyloguanozyny prowadzi do nieznacznego
zwiekszenia stalej asocjacji analogu m’GSpppA-HDA, badz zmniejszenia w przypadku
m’GSpppG-HDA w poréwnaniu do odpowiednio m’GpppA-HDA i m’GpppG-HDA;

o Kwas foliowy (FA) stabilizuje kompleks modyfikowanego nukleotydu z biatkiem eFI4E,
przypuszczalnie poprzez oddziatywania elektrostatyczne — stata asocjacji zwigksza si¢
1,5 do 4-krotnie;

e Cholesterol zwigksza wartos$ci statych asocjacji modyfikowanych nukleotydéw od 9 do
17 razy. Ponadto zaobserwowano znaczny wzrost powinowactwa do elFAE zwigzkoéw
modyfikowanych cholesterolem wraz ze wzrostem temperatury;

e Wprowadzenie FA i CHOL w strukture dinukleotydu nie tylko zapewnia przenikalnos¢
analogu przez btong komodrkowa, ale réwniez zwicksza stabilno$¢ kompleksu z biatkiem
elF4E. Zwiazki tego typu moga znalez¢ zastosowanie w inhibicji biatka elF4E, a tym
samym petni¢ role czynnikdw przeciwnowotworowych.

IV.4.7. Podsumowanie

Mononukleotydowe analogi kapu znakowane fluorescencyjnie poprzez terminalng resztg
fosfonianowg otrzymano w celu opracowania metody wysokoprzepustowej, przeznaczonej do
badan powinowactwa ligandow do bialka elF4E (Seria A). Przetestowano sze$¢ znacznikdéw
fluorescencyjnych: piren, fenyloetynylopiren, BDP-FL, 6-karboksyfluoresceing, cyjaning 3 oraz
cyjaning 5. Otrzymane zwigzki scharakteryzowano spektroskopow0 poprzez pomiar widm
absorpcji 1 emisji oraz wyznaczenie wydajnosci kwantowych QY. Aby wyselekcjonowac
zwigzki, ktore moga by¢ wykorzystane w prostych pomiarach fluorescencji (sondy FLINT)
znakowane nukleotydy inkubowano z rosnagcymi stgzgniami biatka eIF4E. Sposréd badanych
znacznikow jedynie zwigzki znakowane pirenem wykazywaly zdolno$¢ do zmiany
intensywnosci fluorescencji na skutek zwigzania z biatkiem. Efekt ten jest skutkiem obecnosci
oddziatywan wygaszajacych pomigdzy 7-metyloguanozyna, a pirenem, ktdre zostaja zaburzone
w momencie zwigzania czg¢$ci nukleotydowej przez biatko.

Po potwierdzeniu specyficznosci oddzialywan pomiedzy sondg pirenowa, a elF4E
struktura sondy zostala zoptymalizowana. Przetestowano analogi m’G nukleotydow
znakowanych pirenem, zawierajacych od dwoch do pigciu reszt fosforanowych. State dysocjacji
Ko wyznaczono w eksperymencie wigzania bezposredniego. Pentafosforanowy analog kapu
znakowany pirenem (zwigzek A4-1) wytypowano, jako najbardziej optymalng sonde o
najnizszym Kp (7,4 £ 1,5 nM), umozliwiajacg badanie silnie wigzacych sie ligandow.
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Wykorzystujac sond¢ A4-1 opracowano metod¢ PyFLINT-B, mozliwg do uzycia w zakresie
temperatur 20-37°C z wykorzystaniem czytnika ptytek (Tabela 1V.8). W celu walidacji metody
wyznaczono parametr z, ktory wynosit 0,82, 0,76 i1 0,71 w temperaturach odpowiednio 20, 30 i
37°C. Wartosci powyzej 0,5 oznaczaja, ze metoda spetnia warunki wysokoprzepustowosci.
Sond¢ A4-1 zastosowano takze do scharakteryzowania modelowej biblioteki analogéw kapu
modyfikowanych pierscieniem triazolowym, ktorych state asocjacji zostaly juz opublikowane w
literaturze 1 wyznaczone metoda tsFQT. Wyznaczone metoda PyFLINT-B warto$ci Kas
korelowaty liniowo z warto$ciami literaturowymi, co potwierdza poprawnos¢ danych
uzyskiwanych metodg PyFLINT-B. Nizsze niz literaturowe wartosci Kas wyznaczone metoda
PYFLINT-B prawdopodobnie wynikaja z zawyzonej wartosci Kp sondy A4-1. Wynika to z
koniecznos$ci wyznaczenia Kp kompleksu sondy z eIF4E w stezeniu sondy ponizej jej Kp, €0 z
kolei jest ograniczone czutoscig metody.

Glowne ograniczenie opracowanej metody pirenowej wynika z faktu, iz nukleotydy
znakowane pirenem absorbujg i emitujg $wiatto z zakresu bliskiego UV, co moze prowadzi¢ do
interferencji z fluorescencjg badanych ligandow. W niektérych przypadkach problem ten moze
zosta¢ wyeliminowany poprzez odjecie tta fluorescencyjnego pochodzacego od wolnego liganda,
badZ poprzez przesunigcie dtugosci fal wzbudzania 1 emisji uktadu.

Powszechnie stosowane metody przeznaczone do wyznaczania statych asocjacji
kompleksow analog kapu-elF4E, jak ITC 1 tsFQT (wykorzystujaca wygaszanie emisji
tryptofanu) nie wymagaja dodatkowego znakowania oddzialujacych elementow, jednak
posiadaja takze pewne ograniczenia. Metoda tsFQT moze by¢ stosowana jedynie w temperaturze
20°C ze wzgledu na zbyt niska czulo$¢ w wyzszych temperaturach, podczas gdy PyFLINT-B
dziala w zakresie temperatur 20-37°C. Ponadto czas potrzebny do wyznaczenia stalych
powinowactwa ligandow biatka eIF4E jest okoto 10-krotnie krotszy, a sama metoda PyFLINT-
B mniej pracochtonna niz tsFQT. Dlatego tez, PyFLINT-B jest odpowiednia do szybkich i
wydajnych pomiarow powinowactwa bibliotek ligandow do biatka elF4E. Metody tsFQT 1 ITC
pozwalaja z kolei na badanie procesu wigzania z wigkszg precyzja, dlatego tez sg preferowane w
szczegdtowych termodynamicznych badaniach oddziatywan kap-elF4AE.

Tabela 1V.8. Optymalne warunki stosowania metody fluorescencyjnej, przeznaczonej do wyznaczania

staltych powinowactwa ligandow do biatka elF4E, w oparciu o fluorescencje sondy pirenowej (PyFLINT-
B).

Optymalne stgzenie sondy Al1-1-500nM
(zwykle nizsze niz jej Kp) A2-1 —75nM

A3-1 —10nM

A4-1 —10nM

B4-1 - 10nM
Optymalne stgzenie biatka Al-1 —~1 uM elF4E
(wysycajace sygnat fluorescencji sondy A2-1 —400 nM elF4E
w 80%)) A3-1 — 200 nM elF4E

A4-1 —75nM elF4E
B4-1 - 400 nM elF4E

Bufor 50 mM HEPES-KOH pH 7,2, zawierajacy
100 mM KCI'i 0,5 mM EDTA

Sktad probki
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1V.5. Metoda fluorescencyjna do monitorowania degradacji kapu przez DcpS (PyFLINT-HA)

Dhugos¢ fali wzbudzania/emisji sondy 345 nm/378 nm

Punkty temperaturowe 20, 30, 37°C
Warunki preinkubaciji 15 min/300 rpm
>
3
g Czas potrzebny do stabilizacji sygnatu Al-1 —70 min
2 A2-1 — 45 min
e~ A3-1 — 25 min
= A4-1 — 15 min
= B4-1 — 45 min

IVV.5. Metoda fluorescencyjna do monitorowania degradacji kapu przez
DcpS (PyFLINT-HA)

Intensywnos¢ fluorescencji mononukleotydowych analogdéw kapu znakowanych pirenem
zmienia si¢ znacznie bardziej w trakcie degradacji sondy przez enzym DcpS, niz wigzania z
biatkiem eIF4E (dla zwiazku m’GpsCsPy A2-1 Q¢ = 34,6 i Qp = 8,1; Tabela IV.1). Otrzymany
poprzednio w ramach pracy magisterskiej przez Autorke analog kapu znakowany acetylopirenem
(M’GTP,S-AcyPy)*" posiada wartos¢ Qc = 0,5, co wystarczylo do monitorowania degradacji
kapu katalizowanej przez enzym DcpS, jednak czutos$¢ sygnatu byta duzo mniejsza (ok. 17 razy)
w poréwnaniu do m’GpsC4Py. Z tego wzgledu w ramach pracy doktorskiej opracowano metode
fluorescencyjng przeznaczong do badania aktywnos$ci enzymu DcpS, opartg 0 fluorescencyjne
analogi kapu o zwigkszonej czutosci (PyFLINT-HA — pyrene-based fluorescence intensity
hydrolytic activity assay).

W celu wyselekcjonowania sondy pirenowej o najbardziej optymalnej strukturze zwiazki
A2-1i A3-1 inkubowano w obecnos$ci enzymu DcpS o stalym stezeniu. Na podstawie wartosci
wspoélczynnika Q¢ wybrano zwigzek, dla ktorego przyrost fluorescencji jest najwickszy w trakcie
jego degradacji. Warunki metody zoptymalizowano poprzez wyznaczenie parametréw
kinetycznych reakcji enzymatycznej. Walidacji metody dokonano poprzez wyznaczenie ICso
oraz stalych inhibicji K| dziewigciu znanych inhibitorow DcpS. Ponadto wyznaczono wartos¢
parametru z celem zweryfikowania czy =zaprojektowana metoda spelnia warunki
wysokoprzepustowosci. Dzialanie metody PyFLINT-HA przetestowano takze w bardziej
skomplikowanych mieszaninach biologicznych, jakimi s3 cytoplazmatyczne ekstrakty
komorkowe Hela i HEK 293.

IV.5.1. Optymalizacja struktury sondy w oparciu o czuto$¢ sygnatu

W poprzednim rozdziale (Rozdziat 1V.4, Tabela 1V.1) fluorescencyjne analogi kapu,
zawierajace rézne znaczniki, scharakteryzowano spektroskopowo oraz przetestowano, czy
intensywno$¢ fluorescencji ulega zmianie w trakcie inkubacji z enzymem DcpS (sondy FLINT)
na skutek degradacji enzymatycznej. Podobnie, jak w przypadku tworzenia kompleksu
znakowany kap-elF4E, jedynie nukleotydy znakowane pirenem (Rys. IV. 57) zmieniaty
fluorescencje w efekcie degradacji katalizowanej przez DcpS, co wynika z obecnosci
oddziatywan wygaszajacych pomiedzy zasada azotows, a pirenem (Rys. 1V. 58A).
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1V.5. Metoda fluorescencyjna do monitorowania degradacji kapu przez DcpS (PyFLINT-HA)

HthNA Przetestowano takze wplyw dhlugosci
S o o o tancucha fosforanowego na przebieg
2 0-P-0-P-0-P-S .. .
?&: oo Q‘ reakcji enzymatycznej poprzez
m7GTP,S-AcPy 'O inkubacje zwigzkow m’GpsCsPy (A2-1)
i i m’GpsC4Py (A3-1) w stezeniu 2,5 pM
Y o o o N z 10 nM dimeru DcpS (Rys. IV. 58B).
HNT N 0-P-0-P-0-P N~ O~"o ) O . .
P & 6 éwﬁ " Degradacja sondy tetrafosforanowej
OH OH . . . .
7 GpsCaPy (A2-1) o Prowad211a, ‘do wiekszej “zmlany
o intensywnosci fluorescencji w
N* . - -
HZN*iN\ N o o o o oo N > poréwnaniu do trifosforanowej (Qc
- °’ZT°’2’°’Z’°’ZR_@N 0 " odpowiednio 39,1 i 34,6). Jednak na

O podstawie wartosci predkosci

m’Gp,C,Py (A3-1) ] - s
poczatkowe] Vo stwierdzono, ze sonda

Rys. IV. 57. Struktury analogéw m’G-nukleotydow P* )
znakowanych pirenem testowanych, jako potencjalne trifosforanowa A2-1  jest lepszym
sondy fluorescencyjne do monitorowania aktywnosci substratem dla enzymu DcpS, dlatego

enzymu DcpS. tez zostala wyselekcjonowana, jako
najbardziej optymalna do opracowania fluorescencyjnej metody PyFLINT-HA. Wiasciwos$ci
spektroskopowe badanych zwigzkow scharakteryzowano poprzez pomiar widm absorpcji, emisji
oraz wzbudzania fluorescencji, a takz obliczenie wydajnosci kwantowych QY w buforze 50 mM
Tris—HCI o pH 8,0 w temperaturze 25°C (Tabela IV.9).

100 — . ' T T ' ' a0l ' ' " V=150 +0,07 mint |
% o mGTP.S-AcPy 30t & Vo=4,72+0,26 minl |
® 10¢ ) ¥ ®
e © miGp;C,Py (A2-1) ° °
w § 2920} |
® ¢ 7 MIGPCLOFA (A2-4) =20r e ) o M7GpaC4Py (A2-1)
:O 1F o@D 10} .(590 e mM’GpsC4Py (A3-1) i
p— 2> )
&
ol #
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Rys. 1V. 58 Porownanie zmian intensywno$ci fluorescencji sond w maksimum emisji (490 nm dla
m’GTP,S-AcPy, 378 nm dla m’GpsC4Py i 523 nm dla m’GpsC4(6)FAM) w trakcie inkubacji z enzymem
DcpS, zawierajacych rozne A) znaczniki fluorescencyjne (Rysunek zaczerpnicto z pracy Kasprzyk, et al.
2019.12°9)) Jub B) dlugosci tancucha fosforanowego.

Nastepnie zbadano, czy zmiany intensywnos$ci fluorescencji znakowanego pirenem
nukleotydu na skutek degradacji sa charakterystyczne jedynie dla nukleotydow 7-
metyloguanozynowych. W tym celu poréwnano wtasciwosci fluorescencyjne trifosforanow 7-
metyloguanozyny (A2-1), guanozyny (GpsCsPy), cytydyny (CpsCsPy) oraz adenozyny
(Ap3C4Py), a takze C-fosfonianu butynylowego (pCsPy) znakowanych pirenem (Rys. 1V.7).
Widma absorpcji 1 emisji 2,5 uM roztworéw wymienionych zwigzkow zostaty zarejestrowane w
buforze 50 mM Tris—HCI o pH 8,0 w temperaturze 25°C (Rys. IV.59A). Poréwnanie wykazato,
ze 7-metyloguanozyna i guanozyna (sonda A2-1 i GpsCsPy) sa najsilniejszymi wygaszaczami
fluorescencji pirenu. Cytydyna (sonda CpsCsPy) rowniez wykazywata wlasciwosci wygaszajace,
cho¢ stabsze niz m’G, podczas gdy adenozyna (sonda ApsCaPy) tylko nieznacznie wygasza
fluorescencj¢ pirenu. Aby dodatkowo potwierdzi¢ te obserwacje w kolejnym eksperymencie
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1V.5. Metoda fluorescencyjna do monitorowania degradacji kapu przez DcpS (PyFLINT-HA)

1 uM roztwory trifosforanéw inkubowano w buforze 50 mM Tris—HCI o pH 8,0 z 5 mM MgCl>
10,1 ng/ml fosfodiesterazy z jadu weza (PDE-I) w temperaturze 30°C wraz z rejestracjg zmian
intensywnosci fluorescencji w odstepach czasowych co 1 min (Rys. 59B). Z uzyskanych
przebiegéw zmian fluorescencji w czasie obliczono wspotczynniki Q¢ (Tabela 1V.9). Na
podstawie wynikoéw mozna stwierdzi¢, ze wszystkie badane nukleotydy znakowane pirenem, z
wyjatkiem nukleotydu adenozynowego, wykazuja zdolno$¢ do wygaszania fluorescencji pirenu,
przez co mogg postuzy¢ do badan wielu biatek specyficznych dla nukleotydow.

Tabela 1V.9. Wiasciwosci spektroskopowe analogow nukleotydéw znakowanych pirenem.
Przedstawione dane sg $rednimi wartosciami z 3 niezaleznych eksperymentow + SD.

Zwigzek Abso(rr?g; Amax Emérs]ﬁ)/l max QY (%) Q. beps Qc, PDE-I
m’GTP,S-AcPy 282, 369 388, 410, 475 b.d. 0,5 b.d.
m’GpsC4Py (A2-1) 330, 345 378, 398 2,00 = 0,07 (QS) 34,6 14,5
m’Gp4C4Py (A3-1) 330, 345 378, 398 2,68 + 0,09 (QS) 39,1 b.d.
GpsCsPy 330, 345 378, 398 4,92 £ 0,17 (QS) b.d. 8,8
CpsCsPy 330, 345 378, 398 4,16 £ 0,14 (QS) b.d. 10,3
ApsCsPy 330, 345 380, 399 37,6 + 1,3 (QS) b.d. 14

: : : r 16
. 300t —— m'GpyC,Py 4 14l
3 250 GpsC,Py Py
8 [ CpsC4Py g 12}
S, 200} — Ap:C,PY & 10f
— N~ W)
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© 100} s °r ° GPLPY ]
g _° ar :- o CpsC,Py
T 50} = 20 ¢ i),

of of
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A) dlugosc fali (nm) B) t (min)

Rys. V. 59. Charakterystyka analogéw nukleotydow znakowanych pirenem, zawierajacych rozne zasady
azotowe: A) Widma emisji fluorescencji 2,5 uM roztwordéw nukleotydow w buforze 50 mM Tris—HCI o
pH 8,0; B) zmiany intensywnosci fluorescencji nukleotydow w 378 w obecnosci 0,1 pg/ml
fosfodiesterazy PDE-I w buforze 50 mM Tris—HCI o pH 8,0, zawierajacym 5 mM MgCl,. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.[2%]

IV.5.2. Wyznaczanie parametrow kinetycznych reakcji degradacji sondy przez
DcpS

Trifosforan 7-metyloguanozyny znakowany pirenem (A2-1) zostat wyselekcjonowany do
opracowania metody fluorescencyjnej, przeznaczonej do monitorowania aktywnosci enzymu
degradacji kapu DcpS (PyFLINT-HA). W celu zoptymalizowania warunkow reakcji wykonano
dwa eksperymenty. W pierwszym z nich przeprowadzono reakcje hydrolizy sondy A2-1 w
stezeniu 1, 2,51 5 uM w obecnosci réznych stezen DcpS (0-30 nM; Rys. IV. 60A). Nastgpnie
wyznaczono parametry kinetyczne reakcji degradacji sondy A2-1 w temperaturze 30°C, takie
jak: stala Michaelisa-Menten Kwu, predko$s¢ maksymalna Vmax, stata katalityczna Kcat Oraz
wydajnos¢ katalityczna reakcji zdefiniowana, jako Keat/Km (RYs. 1V. 60B; Tabela 1V.10). W tym
celu zmierzono predkosci poczatkowe V reakeji degradacji roznych stezen sondy A2-1 (0,1, 0,2,
0,5,0,75,1,2,4,5, 6110 uM) przez 10 nM DcpS (dimer) w temperaturze 30°C. Wszystkie
eksperymenty z udziatem DcpS przeprowadzono w buforze 50 mM Tris—=HCI o pH 7,6,
zawierajacym 200 mM KCI i 0,5 mM EDTA wraz z punktowa detekcja intensywnosci
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1V.5. Metoda fluorescencyjna do monitorowania degradacji kapu przez DcpS (PyFLINT-HA)

fluorescencji (Aexc = 345 nm, em = 378 NM), co 1 minute z uzyciem czytnika ptytek. Postep reakc;ji
byt zgodny ze standardowa kinetyka Michaelisa-Menten. W oparciu o uzykane wyniki
optymalne warunki dla metody PyFLINT-HA ustalono na 5 uM sondy A2-1 (wartos¢ zblizona
do Km, wynoszacego 2,32 + 0,32 uM) oraz 10 nM dimeru DcpS.
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Rys. IV. 60. A) Zalezno$¢ predkosci poczatkowej reakcji od stezenia dimeru DepS w trakcie hydrolizy
sondy A2-1 (1, 2,5 lub 5 uM); B) zaleznos¢ predkosci poczatkowej reacji degradacji od st¢zenia sondy
A2-1. Zaprezentowane dane sa wartosciami $rednimi + SD z trzech niezaleznych eksperymentow.
Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.2%

Tabela 1V.10. Zestawienie obliczonych parametrow kinetycznych reakcji degradacji sondy A2-1 przez
DcpS w temperaturze 30°C.

Kwm (uM) 2,32+023
Vmax (uM min™) 0,563 + 0,019

(umol min* mg™) 1,318 + 0,044
Keat () 0,469 + 0,016
Keat/Kwm (ST pM) 0,202 + 0,021

IV.5.3. Walidacja metody

W celu walidacji metody PyFLINT-HA i weryfikacji jej uzyteczno$¢ w eksperymentach
HTS przeprowadzono eksperyment majgcy na celu wyznaczenie parametru z. W tym celu
wykonano 135 powtdrzen kontroli pozytywnej oraz negatywnej, dla ktorych zarejestrowano
zmiany fluorescencji w czasie inkubacji sondy A2-1 i DcpS w zoptymalizowanych warunkach,
odpowiednio przy braku lub w obecnosci inhibitora DcpS (m’GDP, 200 pM) w temperaturze
30°C. Obliczona warto$¢ parametru z wynosita 0,8, co oznacza, ze metode mozna z
powodzeniem stosowaé¢ w wysokoprzepustowych testach przesiewowych.
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Rys. 1V. 61. Wyznaczanie parametru z metody PyFLINT-HA w temperaturze 30°C z uzyciem sondy
m’GpsC4Py (A2-1). Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.12°°]

132



1V.5. Metoda fluorescencyjna do monitorowania degradacji kapu przez DcpS (PyFLINT-HA)

IV.5.4. Wyznaczanie 1Csq i K| serii inhibitorow DcpS

Metode PyFLINT-HA (Rys. IV. 62) zastosowano nastgpnie do scharakteryzowania
znanych inhibitoréw enzymu DcpS o strukturach nukleotydowych, takich jak: m’GMP, m’GDP,
m’GpNHp, m’GpCHzp, m2” 2"°GpCHap, m’GpCH2ppG, m’GSppspSG D1 i m’GSppspSG D2
oraz nienukleotydowego RG3039 (Rys. IV. 63).

M":’ © “”brakinhibicji
- Ko ’D} &= i

Rys. IV. 62. Schemat dziatania metody PyFLINT-HA dla biatka DcpS.

Predkosci poczatkowe dla reakcji degradacji katalizowanej przez DcpS odtozono w funkcji
logarytmu ze stgzenia inhibitora, do ktérej dopasowano czteroparametrowe rownianie (21)
(przyjmujac zmienny wspotczynnik Hilla p, Rys. V. 64). Wyznaczone wartosci ICso wszystkich
badanych inhibitoréw wynosity od 11 nM do 47uM (Tabela IV.11), a wspotczynnika Hilla p od
-1,5 do -0,8. Korzystajac z réwnania Cheng-Prusoff obliczono takze state inhibicji Ki na
podstawie ICso. Wszystkie otrzymane warto$ci ICso byty zgodne z danymi literaturowymil*?% 177
3041 (z wyjatkiem m2”2"OGpCHap, ktory nie byt wezesniej charakteryzowany).
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Rys. 1V. 63. Struktury badanych inhibitorow enzymu DcpS.

133



1V.5. Metoda fluorescencyjna do monitorowania degradacji kapu przez DcpS (PyFLINT-HA)
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Rys. 1V. 64. Krzywe inhibicji badanych 9 inhibitorow enzymu DcpS, otrzymane z uzyciem metody

PYFLINT-HA z sondg A2-1 w temperaturze 30°C. Zaprezentowane dane sg wartosciami srednimi + SD
z trzech niezaleznych eksperymentéw. Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.12%

Tabela 1V.11. Zestawienie wartosci ICso Oraz K, serii wybranych inhibitorow enzymu DcpS,
wyznaczonych metodg PyFLINT-HA wraz z danymi literaturowymi. Wartosci w nawiasie zostaty
wyznaczone w ekstraktach komorkowych (kolejny rozdziat 1V.5.5).

Inhibitor 1Cs0 (uM) Ki (uM) p I1Cs lit. (uM)
97 + 21l 3041
m’GMP 47,0+ 1,3 14,90 £ 0,03 -0,83 £ 0,02
64 = 1001 0L77]
1,10+ 0,21 52+ 1 20 (304
7 H s -
m'GDP (1,56 4 0,07) 035£0,04 1 0.93=008 |, 4w 0
m’GpNHp 7,50 £ 0,45 2,38 £ 0,04 -0,88 + 0,02 18,0 + 4,01 1771
m’GpCH:p 35,0+3,5 11,11+ 0,09 -0,79 + 0,07 24,3 + 4,9[b1 177]
m,’2"°GpCH,p 122,5+8,0 38,8 £ 0,06 -0,63 £ 0,04 b.d.
m’GpCH,ppG 1,32+0,18 0,42 £ 0,04 -0,93 £ 0,06 4,0 + 1,11 304
m’GSppspSG D1 0,055 + 0,003 0,018 + 0,003 -0,98 + 0,02 0,21 + 0,04 [221]
0,011+ 0,001 0,0430 + 0,00801)
7 D) ) _ D) D)
m’GSppspSG D2 (0,0026 = 0.0002) 0,0035 + 0,0007 1,48 £ 0,04 [121]
RG3039 0,050 + 0,004 0,017 + 0,003 -1,44£0,15 | 0,048 £ 0,010 [121]

el warto$¢ wyznaczona metoda wykorzystujaca uwalnianie jonéw fluorkowych[2%: 304

] warto$¢ wyznaczona metodg wykorzystujaca analog kapu znakowany acetylopienem m’GTP,S-AcPyt"")

Metode PyFLINT-HA mozna stosowaé takze do wyznaczania ICso poprzez pomiar
intensywnosci fluorescencji uktadu w jednym, wybranym punkcie czasowym. Najbardziej
optymalny czas odczytu wynosi 10 min od czasu rozpoczgcia reakcji. Obliczone w ten sposob
ICs0 byly zblizone do tych, wyznaczonych w podej$ciu pomiaru predkosci poczatkowych (Rys.
IV. 65).
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Rys. IV. 65. Porownanie krzywych inhibicji oraz wartosci ICsp wyznaczonych korzystajac z
zarejestrowanych predkosci poczatkowych (niebieski), badz pojedynczej intensywnosci fluorescencji w
wybranym punkcie czasowym 10 min (szary) dla wybranych inhibitoréw enzymu DcpS: A) m’GSppspSG
D1 i B) RG3039. Zaprezentowane dane sa wartosciami $rednimi £ SD z trzech niezaleznych
eksperymentow. Rysunek zaczerpnigto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.12%

Do tej pory zaprezentowane zostaly badania inhibitorow o strukturze nukleotydowe;,
ktore nie absorbuja ani nie emitujg przy dtugosciach fali charakterystycznych dla pirenu (300—
350 nm). Jednak sama metoda PyFLINT-HA powinna by¢ takze mozliwa do zastosowania w
badaniach czasteczek organicznych o wilasciwosciach podobnych do lekow. Emisja pirenu
znajduje si¢ w zakresie bliskiego UV, z tego wzgledu nalezy upewni¢ si¢, czy badane inhibitory
nie posiadaja wilasnej emisji, interferujacej z fluorescencja sondy pirenowej. Aby zweryfikowac
czy fluorescencja inhibitora uniemozliwia jego analiz¢ metoda PyFLINT-HA wyznaczono
warto$¢ ICso silnego inhibitora DcpS — RG3039,116: 117 1191 kt6rego absorpcja i emisja znajduje
si¢ w zakresie UV (Rys. IV.66). Pomimo interferencji fluorescencji sondy pirenowej z emisja
RG3039, nadal mozliwe jest wyznaczenie wartosci ICso korzystajac z metody predkosci
poczatkowych. Emisja RG3039 zwigksza tto fluorescencji jednak nie wplywa na przyrost emisji
pirenu. Obliczona warto$¢ ICso RG3039 jest zgodna z literaturg (Tabela 1V.11; 0,050 nM versus
0,048 nM).[*211 Analiza intensywnosci fluorescencji w danym punkcie czasowym takze moze
zosta¢ zastosowana po odjecia tla fluorescencji, pochodzacego od RG3039 (Rys. V. 65B).

800 T T T
5 uM RG3039
- — widmo emisji  10.020
g 600 | — widmo absorpcji
N—r
.S, 10.015
g 4001 >
§ 0 0105”
2 200 | -
o
=
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o, . .
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dlugosc fali (nm)

Rys. IV. 66. Widma absorpcji i emisji fluorescencji 5 uM roztworu inhibitora DcpS — RG3039 w buforze
50 mM Tris—HClI o pH 7,6, zawierajacym 200 mM KCli 0,5 mM EDTA w temperaturze 30°C. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.2%]
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IV.5.5. Monitorowanie degradacji sondy w ekstraktach komérkowych

W ostatnim etapie badan nad metodg PyFLINT-HA sprawdzono, czy mozliwe jest jej
stosowanie takze w bardziej skomplikowanych mieszaninach biologicznych, jakimi sg ekstrakty
komorkowe. W tym celu zbadano degradacj¢ sondy A2-1 w stezeniu 5 pM w
cytoplazmatycznym ekstrakcie biatkowym z komorek Hela przy braku oraz w obecnosci
inhibitora m’GDP lub m’GSppspSG D2 w réznych stezeniach (Rys. IV. 67). Zmiany
intensywnosci fluorescencji w trakcie eksperymentu mierzono w odstepach czasowych 5 minut.
W przypadku braku inhibitora intensywnos$¢ fluorescencji rosta w czasie na skutek degradacji
sondy przez enzymy obecne w lizacie. Otrzymane wartosci ICso (1,56 = 0,07 uM dla m’GDP i
2,6 + 0,2 nM dla m’GSppspSG D2) sa zgodne z tymi, uzyskanymi dla rekombinowanego DcpS
(odpowiednio 1,10 = 0,21 uM oraz 11,0 = 1,0 nM), co sugeruje, ze za degradacj¢ sondy w
ekstraktach odpowiada endogenny DcpS. Zaobserwowano takze, ze ICso m’GSppspSG D2 jest
nizsze w lizacie niz z rekombinowanym DcpS. Przypuszczalnie jest to efektem nizszego st¢zenia
DcpS w lizacie komorkowym, niz w metodzie z biatkiem rekombinowanym. Potwierdzono
takze, ze inhibicja enzymow degradujacych kap mozliwa jest rowniez do monitorowania w
ekstraktach z innych linii komérkowych HEK 293 (ang. human embryonic kidney 293 cells).
Dzielac rejestrowany sygnal fluorescencji przez catkowite stezenie biatek mozliwe jest
porownanie aktywno$ci enzymow degradujacych kap w roznych ekstraktach komorkowych przy
pomocy opracowanej metody PyFLINT-HA (Rys. IV. 68).

c
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Rys. IV. 67. A) Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy A2-1 zarejestrowane w obecnosci rosnacych
stezen inhibitora m’GSppspSG D2 w lizacie cytoplazmatycznym z komorek HeLa; B) Krzywe inhibicji
m’GSppspSG D2 i m’GDP wyznaczone dla 5 pM sondy A2-1 w obecnosci 10 pl lizatu
cytoplazmatycznego z komorek Hela. Zaprezentowane dane sg warto$ciami $rednimi £ SD z trzech
niezaleznych eksperymentdéw. Rysunek zaczerpnigto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.12%
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Rys. 1V. 68. Poréwnanie hydrolizy sondy A2-1 w ekstraktach cytoplazmatycznych z komoérek HeLa i
HEK przy braku inhibitora oraz w obecnosci inhibitora DcpS — RG3039. Rysunek zaczerpnigto z pracy
Kasprzyk, et al. 2019.2%
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IVV.5.6. Zastosowanie metody do rutynowych pomiaréw inhibicji DcpS

Podobnie jak w przypadku metody przeznaczonej do wyznaczania stalych asocjacji
kompleksow kap-elFAE (PyFLINT-B), metoda PyFLINT-HA, ze wzgledu na wysoka czutos¢ i
wysokoprzepustowos¢, jest stosowana w Laboratorium Chemii Bioorganicznej (CeNT UW) do
rutynowych pomiarow inhibicji aktywnosci enzymu DcpS. Przykladem tego typu
charakterystyki jest opisana w podrozdziale 1V.4.6 biblioteka mononukleotydowych analogow
kapu modyfikowanych tryptaming poprzez terminalng reszt¢ fosforanowa. Stosujac optymalne
warunki metody PyFLINT-HA (5 uM sondy A2-1, 10 nM DcpS, bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,6,
zawierajacy 200 mM KCl 1 0,5 mM EDTA, temperatura 30°C) wyznaczono warto$ci ICsp Oraz
statych inhibicji K; wspomnianych analogéw (Rys. V.69, Tabela IV.12).
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Rys. 1V. 69. Krzywe inhibicji mononukleotydowych analogéw kapu: A) mono- i B) difosforanow,
modyfikowanych tryptaming oraz wybranych kontroli, otrzymane metodg PyFLINT-HA.

Tabela 1V.12. Zestawienie warto$ci ICso oraz K, serii mononukleotydowych analogow kapu
modyfikowanych tryptaming oraz ich niemodyfikowanych odpowiednikéw, wyznaczonych metoda
PYFLINT-HA.

Zwiazek 1Cso(uM) Ki (uM) p

m/GpTA > 100 M > 100 M b.d.

m’GpsTA D1 30,6 £6,0 9,7+3,4 0,72+ 0,09
m’GpsTA D2 782+ 11,7 248+68 0,89+ 0,12
bn’GpTA > 100 uM > 100 uM b.d.

m’Gp 43,8 £3.,5 139+24 0,81+ 0,05
m’Gps 29,2+2,6 92+1,7 0,90 + 0,06
bn’Gps > 100 uM > 100 uM b.d.

m’GpspTA D1 2,0+0,3 0,64 +0,16 0,85 + 0,08
m’GpspTA D2 2,4+0,1 0,75+0,11 0,86 + 0,04
m’Gpsp D1 27+0,2 0,86 +0,15 0,86 + 0,05
m’Gpsp D2 9,1+0,4 29+0,4 0,83+0,03
m’GppTA 1,3+0,1 0,41 + 0,07 0,88 = 0,05
m’GDP 2,1+0,2 0,66 +0,14 0,80 + 0,06

Zgodnie z oczekiwaniami analogi difosforané6w sa silniejszymi inhibitorami

poroéwnaniu do monofosforanéw, a nukleotydy zawierajace atom siarki inhibujg silniej niz ich
niemodyfikowane odpowiedniki.[t74l

IV.5.7. Podsumowanie

W oparciu o zaobserwowane zmiany intensywnosci fluorescencji analogéw kapu
znakowanych pirenem, wynikajacych z obecno$ci oddziatywan wygaszajacych piren — 7-
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metyloguanozyna, opracowano metod¢ fluorescencyjng, przeznaczong do badania inhibicji
aktywnos$ci enzymu degradacji kapu DcpS w wysokoprzepustowych badaniach przesiewowych
(parametr z = 0,8). Zaprezentowany uktad umozliwia przeprowadzenie badan nad inhibicjg DcpS
takze w ekstraktach komorkowych, monitorujac przebieg reakcji w czasie rzeczywistym. Sond¢
A2-1 poréwnano z opisanym wezesniej analogiem m’GTP,S-AcPy?% i stwierdzono, ze metoda
jest okoto 20 razy bardziej czuta. Ponadto wysokie stezenie sondy pirenowej m’GpsC4Py (A2-1;
5 uM) w duzym stopniu pozwala na wyznaczanie parametréw inhibicji w obecnosci interferencji
fluorescencji liganda.

W literaturze znane sa metody FLINT do badan aktywno$ci DcpS oparte o sondy
nukleotydowe generujace sygnal analityczny. Przyktadem jest metoda HTS wykorzystujaca
monfluorofosforan 7-metyloguanozyny, jako substrat reakcji degradacji oraz chemicznie
modyfikowana fluoresceine.*®” Jednakze metoda ta nie pozwala na monitorowanie przebiegu
reakcji w czasie rzeczywistym, a jej parametr z jest stosunkowo niski (0,63).

Tabela 1V.13. Optymalne warunki stosowania metody fluorescencyjnej, przeznaczonej do wyznaczania
statych inhibicji inhibitoréw enzymu DcpS, w oparciu o zmiany fluorescencji sondy pirenowej A2-1 w
czasie (PyFLINT-HA).

Optymalne stezenie sondy A2-1 - 5uM

g Optymalne st¢zenie biatka 10 nM DcpS (dimer)

g

&

3 Bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,6, zawierajacy, 200

“% mM KCIi0,5mM EDTA
Dhugos¢ fali wzbudzania/emisji sondy 345 nm/378 nm

>

3 :

= Temperatura pomiaru 30°C

2

-

§ Warunki preinkubaciji 15 min/300 rpm

(3]

=

IV.6. Metoda fluorescencyjna do badan tworzenia kompleksu
nukleotyd-DcpS (PYFLINT-B)

Wprowadzenie odpowiedniej modyfikacji chemicznej w obrgbie tancucha
oligofosforanowego analogu kapu prowadzi do uodpornienia go na hydrolize katalizowang przez
enzym DcpS.[68 169 1741 Tego typu nukleotydy dodatkowo znakowane fluorescencyjnie moga
postuzy¢ do opracowania metody przeznaczonej do badania miejsca wigzacego enzymu DcpS
poprzez wyznaczanie statych asocjacji. W tym celu zaprojektowano pi¢¢ analogdw kapu,
zawierajagcych modyfkacje o,B-metylenobisfosfonianowa, o,B-imidofosforanowa oraz o-
tiofosforanowg. W oparciu o wyniki uzyskane dla bialka eIF4E nukleotydy zostaly
wyznakowane pirenem. Analog o najwyzszym powinowactwie do DcpS zostat zastosowany do
opracowania kolejnej metody PyFLINT-B dedykowanej do badania tworzenia kompleksu
DcpS-ligand. Dziatanie metody potwierdzono poprzez wyznaczenie statych asocjacji o$miu
znanych inhibitoréw DcpS, a jej wysokoprzepustowos¢ obliczajac parametr z.
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IV.6.1. Charakterystyka spektroskopowa — Seria B

Mononukleotydowe analogi kapu zawierajace modyfikacje tancucha oligofosforanowego
oraz znakowane pirenem otrzymane zostaly w ramach Serii B (Rozdziat IV.3.2). Witasciwosci
spektroskopowe zsyntetyzowanych sond scharakteryzowano poprzez pomiar widm absorpciji,
emisji oraz wzbudzania fluorescencji i nie r6znity si¢ one od widm pozostatych znakowanych
pirenem nukleotydow (Tabela IV. 14). Korzystajac ze zmierzonych widm obliczono takze
wydajnosci kwantowe QY stosujac metode posrednial?®®l z siarczanem chininy QS, jako
wzorcem (Tabela IV. 14). Niskie wartosci QY $wiadczyly o obecnosci oddzialywan
wygaszajacych pomigdzy 7-metyloguanozyna, a pirenem.

Tabela 1V.14. Wiasciwosci spektroskopowe analogéw m’G-nukleotydow znakowanych pirenem.
Przedstawione dane sa §rednimi warto$ciami z 3 niezaleznych eksperymentow + SD.

Zwiazek Abso(rrf’r‘;f;‘ Amax Emg’;fma* QY (%)
M GpCHappCaPy (B1-1) 330, 345 378, 398 1.07+0,04
M'GpCHappOCsPy (B2-1) | 330, 345 378, 398 141 + 0,05
M'GpNHppOCPy (B3-1) | 330, 345 378, 398 0.71 40,02
M GpsppOCaPy D1 (B4-1) | 330, 345 378, 398 0.59 + 0,02
M GpeppOCaPy D2 (B5-1) | 330, 345 378, 398 0.52 < 0,02

We wstepnych eksperymentach sonde m’GpCHzppCaPy (B1-1) inkubowano z 10 nM
enzymu DcpS (dimer). Brak zmian fluorescencji w czasie w poréwnaniu do sondy m’GpsCsPy
(A2-1) $wiadczg o odpornosci B1-1 na hydrolize przez DcpS (Rys. IV. 70A), co zostato
potwierdzone takze poprzez wykonanie profili RP HPLC (Rys. V. 71). Jednak po dodaniu do
mieszaniny kolejnych porcji DcpS zaobserwowano wzrost intensywnosci fluorescencji na skutek
tworzenia kompleksu sonda—DcpS (Rys. IV. 70B). Oznacza to, ze sonda m’GpCH2ppC4Py (B1-
1) moze zostaé wykorzystana do badan wigzania ligandow z DcpS. Inkubacja sondy z
fosfodiesterazg PDE-I powoduje wzrost fluorescencji, korelujacy z jej hydrolizg — obserwacja ta
ponownie potwierdza, ze 7-metyloguanozyna wygasza fluorescencj¢ pirenu, jezeli obydwa
elementy znajduja si¢ w obrebie jednej czgsteczki (Rys. IV. 70B).
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Rys. IV. 70. Porownanie zmian intensywnosci fluorescencji: A) 2,5 uM roztworow sond m’GpsCsPy
(A2-1) i m’"GpCH,ppCapy (B1-1) w trakcie inkubacji z 10 nM DcpS (dimer) oraz B) 2,5 uM roztworu
sondy B1-1 w trakcie inkubacji z 5 pg/ml fosfodiesterazy PDE-I lub z rosnacymi st¢zeniami enzymu
DcpS (0-400 nM). Rysunek zaczerpnigto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.12%
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Rys. IV. 71. Poroéwnanie chromatograméw HPLC 10 uM roztworéw sond m’GpsCsPy (A2-1) i
m’GpCH:ppC4Py (B1-1) przed (0 min) oraz po inkubacji (1, 10, 30, 60 min i 3,5 h) z 1 uM DcpS w
buforze 50 mM Tris—HCI o pH 7,6, zawierajacym 200 mM KCl i 0,5 mM EDTA w temperaturze 30°C.
Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.2%

IV.6.2. Optymalizacja struktury sondy — wyznaczanie Kp kompleksu nukleotyd-
DcpS

Celem optymalizacji struktury sondy fluorescencyjnej zsyntetyzowano cztery kolejne
m’G-nukleotydy znakowane pirenem w pozycji terminalnej grupy fosforanowej (zwiazek B1-1
zawiera reszt¢ C-fosfonianowg), zawierajace dodatkowo modyfikacje fosforanow: a.f-
metylenobisfosfonianowa (m’GpCH_ppOCsPy; B2-1), a,pB-imidofosforanowa
(m’GpNHppOCsPy; B3-1), badz a-tiofosforanowa (dwa diastereoizomery m’GpsppOCsPy D1 —
B4-1i D2 — B5-1; Rys. 1V. 72). Kazda z sond zostata przetestowana pod katem podatnosci na
hydrolize przez DcpS. Poréwnano chromatogramy RP HPLC zwigzkow B2-1-B5-1 oraz
m’GpsCsPy (A2-1) jako kontroli w stezeniu 20 uM, przed oraz po godzinie inkubacji z duzym
stezeniem DcpS (150 nM; Rys. IV. 73). Na tej podstawie stwierdzono, ze wszystkie otrzymane
sondy w Serii B sa odporne na degradacje przez DcpS.
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Rys. 1V. 72. Struktury sond stosowanych do badan wigzania ligandow z biatkiem DcpS.
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Rys. 1V. 73. Badanie podatnosci sond A2-1 oraz B2-1-B5-1 na degradacje katalizowang przez enzym
DcpS za pomocag techniki RP HPLC. Warunki: 20 uM sondy, 150 nM DcpS, bufor 50 mM Tris—HCI o
pH 7,6, zawierajacy 200 mM KCl1i 0,5 mM EDTA, temperatura 30°C. Profile wykonano po 1 h inkubacji.
Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.2%

W kolejnym eksperymencie sondy B1-1-B5-1 w statym st¢zeniu 10 nM lub 5 nM dla B4-
1 ze wzgledu na przypuszczalnie wysokie powinowactwo (stezenie zwigzku powinno by¢ nizsze
od Kp), byly inkubowane z rdéznymi stezeniami biatka DcpS az do wysycenia sygnatu
fluorescencji, w temperaturach 20, 30 i 37°C (Rys. IV. 74). Dla wszystkich badanych zwigzkow
intensywnos$¢ fluorescencji rosta wraz ze wzrostem stezenia biatka tworzac krzywa wigzania, na
podstawie, ktorej zostaty wyznaczone state dysocjacji Kp (Tabela IV. 15). Najnizsza warto$¢ Kp
(1,47 £ 0,31 nM w 20°C), a zatem najwigksze powinowactwa do biatka DcpS otrzymano dla
analogu kapu zawierajacego modyfikacje a-tiofosforanowa — m’GpsppOCsPy D1 (B4-1).
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Rys. IV. 74. Krzywe wigzania analogéw kapu znakowanych pirenem B1-1, B2-1, B3-1, B4-1i B5-1 do
biatka DcpS. Przedstawione dane sa $rednimi wartosciami z 3 niezaleznych eksperymentéw = SD.
Obliczone warto$ci Kp w trzech temperaturach 20, 30 i 37°C zaprezentowano w tabeli IV.15. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.12%]

Tabela 1V.15. Wyznaczone wartosci Kp sond Bl1l-1, B2-1, B3-1, B4-1 i B5-1 do biatka DcpS.
Przedstawione dane sa $rednimi warto$ciami z 3 niezaleznych eksperymentow + SD.

, Kow T (M)

Zwigzek 20°C 30°C 37°C
m'GpCH2ppCsPy (B1-1) 36.9+3.5 402+27 42.0+5.0
m’GpCHppOCsPy (B2-1) 36,0 £3,5 60,8 + 6,2 632+ 4.4
m’GpNHppOC:Py (B3-1) 20,9 42,0 21,0 £2,0 198+ 1.6
m’GpsppOCsPy D1 (B4-1) 147+031 1,06+ 0,29 0,67 40,18
m’GpsppOCsPy D2 (B5-1) 15.0+2.8 112421 9.2+2,0

Nastepnie wszystkie z sond zostaly przetestowane w eksperymencie kompetycyjnego
wigzania m’GDP z DcpS w temperaturze 20°C. W celu analizy danych eksperymentalnych
wykorzystano czteroparametrowe rownanie (4) (przyjmujac zmienny wspotczynnik Hilla p; Rys.
75). Wyznaczone wartosci ICso zawieraty si¢ w przedziale 0,12—0,18 uM dla sond B1-1-B3-1
oraz 0,66 uM dla B4-1. Wspotczynnik Hilla p byt najbardziej zblizony do -1 dla sondy B4-1 (-
1,3), co oznacza, ze jej powinowactwo do DcpS jest wystarczajagce do badan liganéw o
whasciwosciach inhibitorowych podobnych do m’GDP. Wspétczynnik Hilla jest parametrem
informujacym o tym czy ligand moze by¢ charakteryzowany przez dang sondg. Wysoka wartos§¢
p moze oznacza¢, ze powinowactwo sondy do bialka jest zbyt niskie w poréwnaniu do
powinowactwa liganda,%! badz stosunek stezenia biatka do Kp liganda jest zbyt wysoki.%!
Oznacza to, ze uzyteczno$¢ sondy moze by¢ weryfikowana zarOwno poprzez wyznaczenie statej
asocjacji jej kompleksu z DcpS, jak i wyznaczenie wspotczynnka Hilla badanych ligandow
(docelowo zblizony do -1).
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Rys. IV. 75. A) Poréwnanie krzywych inhibicji m’GDP do biatka DcpS, wyznaczonych z uzyciem sond
B1-1-B5-1; Do danych dopasowano réwnanie (4) z uwolnionym (free) badz statym wspotczynnikiem
Hilla p za pomocg sondy B) m’GpCH.ppOC3Py (B3-1) i C) m’GpsppOCsPy D1 (B4-1). Rysunek
zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.12%]
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Ostatecznie stosujgc sonde pirenowa B4-1 opracowano metode typu FLINT do
wyznaczania statych powinowactwa ligandow do biatka DcpS (PyFLINT-B). Optymalne
warunki ustalono na 10 nM sondy B4-1 — warto$¢ powyzej obliczonego Kp, jednak konieczna
do uzyskania wystarczajacego sygnatu fluorescencji. Ustalone stezenie biatka wynosi 75 nM,
ktore wystarcza do uzyskania 80% wysycenia sygnatu fluorecencji dla 10 nM sondly.

IV.6.3. Walidacja metody

Analogicznie do metody PyFLINT-B dla biatka eIlF4E przeprowadzono walidacje
metody wyznaczania statych powinowactwa kompleksu kap—DcpS poprzez obliczenie
parametru z w zoptymalizowanych warunkach.
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Rys. V. 76. Wyznaczanie parametru z metody badania powinowactwa ligandéw do biatka DcpS w trzech

temperaturach 20, 30 i 37°C z uzyciem sondy m’GpsppOCsPy D1 (B4-1). Rysunek zaczerpnigto z pracy
Kasprzyk, et al. 2019.[2%%
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Wykonano 140 pomiaréw fluorescencji kontroli pozytywnej (10 nM sondy B4-1, 75 nM
DcpS) i negatywnej (10 nM sondy B4-1, 75 nM DcpS, 100 uM m’GDP) w temperaturach 20, 30
137°C (Rys. IV. 76). Obliczone wartosci parametru z wyniosty: 0,79 w 20°C oraz 0,78 w 30°C
1 37°C. Zatem opracowang metode¢ PyFLINT-B dla biatka DcpS mozna stosowaé¢ do
przeprowadzania eksperymentow HTS.

IV.6.4. Wyznaczanie Kp serii niefluoryzujacych nukleotydow

Sonda pirenowa B4-1 zostala wyselekcjonowana, jako najbardziej optymalna do
przeprowadzenia eksperymentdw wigzania kompetycyjnego o$miu niefluoryzujacych
inhibitorow DcpS (Rys. IV.77), ktore scharakteryzowano takze metoda PyFLINT-HA —m’GMP,
m’GDP, m’GpNHp, m’GpCHzp, my” 2OGpCH.p, m’GpCH:ppG, m’GSppspSG D1 i
m’GSppspSG D2 (Rys. 1V. 63). Przy pomocy opracowanej metody PyFLINT-B dla biatka DcpS
wyznaczono wartosci ICso oraz obliczono Kp inhibitorow w trzech temperaturach: 20, 30 1 37°C
(Rys. IV. 78, Tabela IV. 16).

- e ’w".r’
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Rys. IV. 77. Schemat dziatania metody PyFLINT-B dla biatka DcpS.
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Rys. IV. 78. Krzywe inhibicji badanych 8 inhibitoréw enzymu DcpS, otrzymane z uzyciem metody
PYFLINT-B z sondg B4-1 w temperaturach 20, 30 1 37°C. Zaprezentowane dane sg warto$ciami $rednimi
+ SD z trzech niezaleznych eksperymentow. Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk, et al. 2019.[2%%
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Tabela 1V.16. Porownanie wyznaczonych metodg PyFLINT-B wartosci 1Cso oraz wspotczynnikow Hilla
p o$miu wybranych inhibitoréw enzymu DcpS w temperaturach 20, 301 37°C.

Ligand 20°C 30°C 37°C
1Cs0 (uM) p 1Cs0 (uM) p 1Cs0 (uM) p
m’'GMP 10,1+1,8 -0,90 £ 0,12 20,6 +3,7 -0,95+0,13 31,0+4,1 -1,08 £0,13
m’GDP 0,54 +0,12 -1,23+0,28 1,07 £0,29 -1,06 £ 0,23 1,32 +0,21 -1,20 £ 0,21
m’GpNHp 2,57+ 0,60 -0,87 £0,15 4,07+ 0,90 -0,94 +0,18 6,37 +£0,83 -1,02 £0,15
m’GpCH.p 6,37+ 0,95 -0,93+£0,10 11,1 £1,2 -1,00 £0,11 17,9+2,0 -1,05+0,12
m,”2-°GpCH.p 30,0+ 3,2 -0,98 + 0,09 562+43 -1,10+ 0,10 88,0+ 4.6 -1,23 + 0,09
m’GpCH.ppG 0,31+ 0,06 -1,26 £ 0,26 0,56+ 0,14 -0,96 £ 0,22 0,86+ 0,19 -1,23+£0,29
m’GSppspSG D1 0,15+ 0,01 -25+0,25 0,21 +0,03 -3,3+1,0 0,25+ 0,03 -25+0,9
m’GSppspSG D2 0,067 + 0,005 -4,3+0,77 0,058 £ 0,009 -43+1,3 0,070 £ 0,009 -4.7+1,6

Powinowactwo badanych zwiazkéw do DepS jest zgodne z kolejnoscia, w jakiej inhibujg
enzym DcpS wedtug danych literaturowych (analog m;” 2*°GpCHzp nie byt dotychczas
charakteryzowany).*2%: 167 1771 Dla ligandow o nawyzszych ICso (Mm’GSppspSG D1 i D2)
wspoélczynniki Hilla przyjmowaty wysokie wartosci (odpowiednio -2,5 i -4,3), CO oznacza, ze
ligandy te wiaza si¢ silnie z biatkiem w warunkach metody i niezbedne jest uzycie sondy o
wyzszym powinowactwie. Podjeto takze probg wyznaczenia ICso nienukleotydowego liganda
RG3039 z uzyciem metody PyFLINT-B. W tym przypadku interferencja pochodzaca z naturalne;j
fluorescencji liganda byta zbyt wysoka by wyznaczy¢ warto$¢ ICso. Wynika to z faktu, iz w
metodzie badania wigzania stezenie sondy fluorescencyjnej powinno by¢ nizsze niz wartos¢ Kp
jej kompleksu z biatkiem (10 nM). W metodzie PyFLINT-HA st¢zenie sondy jest 500 razy
wicksze, a zatem jej sygnal fluorescencyjny jest wystarczajaco silny aby zniwelowad
interferencje RG3039.

Wyznaczone metodg PyFLINT-B wartosci ICso poréwnano do ICsp otrzymanych metoda
badania aktywnosci DcpS PyFLINT-HA (Tabela IV. 17). Korelacja pomiedzy logarytmami z
ICs0 byta liniowa (R? = 0,98; Rys. IV. 79), co jest kolejnym potwierdzeniem, Ze metody zostaty
zaprojektowane prawidtowo.

logIC50 (uM) (PYFLINT-B)

-2 -1 0 1 2
logIC50 (uM) (PyFLINT-HA)

Rys. 1V. 79. Korelacja logarytmu z wyznaczonych warto$ci [Cso metoda PyFLINT-B (badanie wigzania)
z logarytmem z 1Cso wyznaczonych metoda PyFLINT-HA (badanie inhibicji reakcji enzymatycznej).
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Tabela 1V.17. Porownanie wartosci ICso, K| oraz Kp serii wybranych inhibitorow enzymu DcpS,
wyznaczonych metoda PyFLINT-HA i PyFLINT-B wraz z danymi literaturowymi. Warto$ci w nawiasie

zostaly wyznaczone w ekstraktach komoérkowych.

I1Cso Kb Py
Inhibitor 'C%ZVF'RLTT' K'EX':L;RT' PYFLINT-B | FLINT-B | ICsolit. (uM)
r - (uM) (uM)
97 + 2111, 1304]
m’GMP 470+ 1,3 14,90 + 0,03 20,6 + 3,7 0,30
64 + 10[(:], [177]
1,10£0,21 5,2 + 1,201 [304]
7 s s
m’GDP (156 £.0.07) 035+ 0,04 1,07 + 0,29 0,015 25 2 0,461 071
m’GpNHp 7,50 + 0,45 2,38+ 0,04 4,07 +0,90 0,060 18,0 + 4,01 177
m’GpCHzp 3504 3,5 11,11 + 0,09 1,1£12 0,16 24,3 + 4,91 177
ma-2-9GpCH;p 122,5+8,0 38,8+ 0,06 56,2+ 4,3 0,84 b.d.
m’GpCH2ppG 1,32+0,18 0,42 + 0,04 0,56+ 0,14 0,0073 | 4,0+ 1,10 (304
m'GSppspSG D1 |  0,055+0,003 | 0,018+0,003 | 0213+0,028 | 00021 | 021+ 0,040 (121
0.011 = 0,001 0,0430 =
7 > > [a] >
MGSPISPSG D2 | (6026 0'00o2) | O-0035 +0.0007 | 00680009 | b 0,00800. 121
[b],
RG3039 0,050+0,004 | 0.017+0,003 b.d. b | 004820010

8l warto$¢ nie moze by¢ wyznaczona, ze wzgledu na ograniczenie metody
] wartoéé wyznaczona metodag wykorzystujaca uwalnianie jonéw fluorkowych[2: 304]
[T wartoé¢ wyznaczona metodg wykorzystujaca analog kapu znakowany acetylopirenem m’GTP,S-AcPy(""]

IV.6.5. Podsumowanie

W oparciu o zjawisko wygaszania fluorescencji pirenu przez 7-metyloguanozyne
opracowano metode PyLINT-B, przeznaczona do monitorowania procesu wigzania ligandoéw z
biatkiem DcpS. Ze wzgledu na to, ze DcpS jest enzymem o aktywnos$ci hydrolitycznej sondy
fluorescencyjne musza by¢ odporne na degradacje. Sposrod testowanych nukleotydow
znakowanych pirenem o r6znych modyfikacjach chemicznych tancucha fosforanowego, analog
a-tiofosforanowy (izomer Sp) oparty o strukture m’GTP (B4-1) posiadat najnizsza warto$¢ stalej
dysocjacji Kp (1,47 + 0,31 nM w 20°C), przez co byt najbardziej odpowiedni do badan wigzania
ligandow z DcpS.

Wyznaczone wartosci ICsp o$miu wybranych inhibitorow DcpS byly zgodne z
literaturg.[*?h 167 2991 Sonda B4-1 jest odpowiednia do charakterystyki inhibitorow o
powinowactwie zbizonym do m’GDP, jednak ze wzgledu na jej zbyt wysokie Kp nie pozwala na
zroznicowanie bardzo silnych inhibitorow DcpS, takich jak 5’-tiofosforanowe analogi kapu
(m’GSppspSG). Silna inhibicja jest widoczna w metodzie PyFLINT-B, jednak wartosci ICso
mogg by¢ zaburzone. Z powodu interferencji fluorescencji niemozliwe byto takze wyznaczenie
ICs0 zwigzku RG3039. Strukture sondy B4-1 mozna dalej dopracowaé¢ w celu zwigkszenia
powinowactwa do DcpS oraz batochromowego przesunigcia pasma emisji.

W chwili obecnej charakterystyka inhibitorow DcpS jest bardziej efektywna przy uzyciu
metody PyFLINT-HA, gdyz stosowane stezenie sondy fluorescencyjnej jest 500-razy wyzsze niz
W PyFLINT-B oraz wyznaczane sa predkosci poczatkowe odpowiadajace przyrostowi
fluorescencji w czasie, przez co jest ona mniej podatna na interferencje.

146
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Tabela 1V.18. Optymalne warunki stosowania metody fluorescencyjnej, przeznaczonej do wyznaczania

statych powinowactwa ligandéw do biatka DcpS, w oparciu o fluorescencje sondy pirenowej (PyFLINT-
B).

Optymalne stezenie sondy B1-1-10nM
(zwykle nizsze niz jej Kp) B2-1-10nM
B3-1-10nM
B4-1-10nM
B5-1-10nM
Optymalne st¢zenie biatka B1-1—200 nM DcpS (dimer)
(wysycajace sygnat fluorescencji sondy w B2-1— 150 nM DcpS (dimer)
80%) B3-1 — 150 nM DcpS (dimer)
ge B4-1— 75 nM DcpS (dimer)
8 B5-1 — 150 nM Dcp$S (dimer)
a
g  Bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,6, zawierajacy 200
l/;) mM KCI'i0,5mM EDTA
Dhugos¢ fali wzbudzania/emisji sondy 345 nm/378 nm
Punkty temperaturowe 20, 30, 37°C
\Warunki preinkubaciji 15 min/300 rpm
>
3
g Czas potrzebny do stabilizacji sygnatu B1-1-50 min
o B2-1-50 min
= B3-1-50 min
= B4-1—50 min
= B5-1 — 50 min

IV.7. Metoda fluorescencyjna do monitorowania aktywnosci N7—MTazy
(PyFLINT-M)

Jednym z etapdéw biosyntezy kapu jest specyficzna metylacja w pozycji N7 guanozyny,
katalizowana przez enzym mRNA kap N7—guanino metylotransferaze (N7-MTaza). Proces ten
polega na transferze grupy metylowej (-CHs) z molekuty S-adenozylo-L-metioniny (SAM) na
Gppp—kapowane RNA z roéwnoczesnym uwolnieniem S-adenozylo-r-homocysteiny. N7-—
metylotransferazy kodowane sg takze przez niektdre wirusy, a ich zadaniem jest utatwienie jego
replikacji poprzez kapowanie wirusowego RNA. Inhibitory N7—metylotransferaz majg potencjat
terapeutyczny (terapie przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe), jednak ich poszukiwania sg
utrudnione, gdyz substratami sg dlugie RNA. W literaturze istniejag metody identyfikacji
inhibitorow jednak czesto wykorzystuja one pomiary posrednie oraz skomplikowane uklady
pomiarowe. Wedle najlepszej wiedzy Autorki w literaturze nie istnieja bezposrednie metody
umozliwiajagce monitorowanie aktywnosci N7-metylotransferazy w czasie rzeczywistym z
uzyciem matoczgsteczkowych sond molekularnych.

W niniejszej pracy zaprezentowano wyniki projektu, majgcego na celu opracowanie
metody fluorescencyjnej do bezposredniego monitorowania aktywnosci N7-MTazy,
wykorzystujacej proste strukturalnie substraty, ktoéra umozliwia wysokoprzepustowe
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IV.7. Metoda fluorescencyjna do monitorowania aktywnosci N7-MTazy (PyFLINT-M)

poszukiwania inhibitorow. W projekcie badano trzy modelowe N7—metylotransferazy: ludzkie
biatko RNMT w kompleksie z podjednostka aktywujaca RAM (RNMT-RAM), enzym Ecml z
pasozyta Encephalitozoon cuniculi oraz wirusowy Vaccinia Capping Enzyme (VCE). W
pierwszej kolejnosci metodologi¢ rozwinieto dla Ecml, gdyz jest to biatko dobrze opisane w
literaturze. Nast¢pnie warunki zoptymalizowano dla enzyméw RNMT-RAM i VCE. Badania
wstepne wykazaty, ze dinukleotyd jest minimalnym substratem wymaganym do zajscia N7—
metylacji (Rys. IV. 80). Dlatego tez skupiono si¢ na zaprojektowaniu sond fluorescencyjnych
opartych o strukture GpsA oraz GpsG, jako potencjalnych substratéw bedacych kompromisem
pomig¢dzy ztozono$cig struktury i akceptowalno$cig przez enzym. Mononukleotydowe sondy

guanozynowe zostaly natomiast zastosowane w badaniach biatka transglutaminazy II (Rozdziat
1V.8).
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Rys. 1V. 80. Porownanie profili RP HPLC z reakcji N7—metylacji A) GTP i B) GpsA, katalizowanej przez
Ecml. Warunki reakcji: 10 uM GTP lub GpsA, 1,2 uM Ecml, 100 uM SAM, 5 mM DTT w buforze 50
mM Tris—HCI pH 7,5. Reakcje inkubowano w 37°C i zatrzymywano poprzez 2 min inkubacji w 98°C.
Warunki analizy RP HPLC: eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, eluent B: 50% eluentu A/50%
MeOH; gradient liniowy 0-50% w czasie 0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Kasprzyk et al. 2020.5%7]
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Rys. 1V. 81. Struktury sond testowanych pod kagtem monitorowania reakcji N7—metylacji.
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Otrzymano szereg dinukleotydow, roznigcych si¢ znacznikiem fluorescencyjnym,
miejscem podstawienia oraz dhugoscia linkera taczacego nukleotyd ze znacznikiem (Rys. IV.
81). Optymalna sonda fluorescencyjna miata wykazywac zmiany intensywnosci fluorescencji na
skutek N7—-metylacji. W ramach projektu wyselekcjonowano optymalng sonde fluorescencyjna,
ktora zastosowano do opracowania metody fluorescencyjne;.

Metylotransferaz¢ Ecml stosowang w badaniach otrzymat i oczyscit dr Mirostaw
Smietanski w Laboratorium Chemii Bioorganicznej CeNT UW. Enzym RNMT-RAM otrzymano
od prof. Victorii Cowling z Uniwersytetu w Dundee, natomiast VCE zostal zakupiony w New
England BioLabs.

IV.7.1. Charakterystyka spektroskopowa (Seria C) i optymalizacja struktury sondy
w oparciu o czutos¢ sygnatu

Analogi fluorescencyjne GpsA zostaly scharakteryzowane spektroskopowo poprzez
pomiar widm absorpcji i emisji. Wyznaczono takze wydajnosci kwantowe zwigzkow QY w
buforze 50 mM Tris—HCI pH 7,5 w temperaturze 25°C. Dla wszystkich badanych zwigzkow
ksztalt widma oraz potozenie maksimum absorpcji i emisji byly analogiczne do izolowanych
znacznikoéw fluorescencyjnych (Rys. IV. 82; Tabela 1V. 19). Zwigzki modyfikowane pirenem
wykazywaly jedynie emisje monomerowa w badanych stezeniach (< 10 uM).

Nastepnie w celu zidentyfikowania

sond FLINT zwigzki C1-1 i C1-3-C1-7 ' \ T T T T T e (Py)
(analogi GpsA réznigce si¢ znacznikiem m L ety

fluorescencyjnym) poddano reakcji N7— ‘ /TN C1-3 (Pe)
metylacji katalizowanej przez Ecm1 bedacy '

(8]

§ C1-4 (BDP-FL)
modelowym enzymem. Kazdy zwigzek s ‘ A |
inkubowano z enzymem Ecml (10 nM) w g C1-5 ((5)FAM2
obecnosci nadmiaru SAM wraz z pomiarem = _.___AL_
zmian intensywnosci fluorescencji w Ns)
maksimum emisji znacznika w czasie (Rys. e . -

c 5)

IV. 83A). Aby ilo$ciowo opisa¢ zmiany
fluorescencji dla kazdej z sond zdefiniowano 300 350 400 450 500 550 600 650 700
wspélczynnik wygaszania Q, obliczony, dlugosc fali (nm)
jako stosunek intensywnosci fluorescencji
przed N7-metylacja oraz po calkowitej Rys. IV. 82. Widma absorpcji i emisji fluorescencji
metylacji. Jesli Q < 1 zwigzek jest sondg analogbw  GpsA  znakowanych  r6znymi
FLINT typu ,.turn-on”, gdy Q > 1 sonda ﬂuorofor'tami w pozycji 3’-O adenozyny. Rysunek
FLINT t rurn-off”. a adv O = 1 zwiazek Z2cZerpnicto z pracy Kasprzyk et al. 2020.307

ypu ,,turn-o1t”, a gay Q qz¢
nie jest sondg FLINT. Ostatni przypadek w opisanym eksperymencie moze odpowiada¢ sytuacji,
gdy intensywnos$¢ fluorescencji nie ulega zmianie lub reakcja enzymatyczna nie zachodzi.
Sposrod badanych zwigzkéw jedynie analog znakowany pirenem (C1-1) wykazuje
wspotczynnik Q rézny od 1, wynoszacy 1,5 (Tabela IV. 19). Wynika to z faktu, iz fluorescencja
pirenu wygaszana jest bardziej efektywnie przez N7-metylowang guanozyne (produkt), niz
niemetylowang guanozyne¢ (substrat). Piren zostal wyselekcjonowany, jako najbardziej
odpowiedni znacznik i w kolejnych etapach badan skupiono si¢ na zmaksymalizowaniu zmian
fluorescencji zachodzacych w trakcie N7-metylacji sondy. W celu optymalizacji struktury
przetestowano seri¢ dinukleotydéw modyfikowanych w obrgbie rybozy lub zasady azotowej,
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IV.7. Metoda fluorescencyjna do monitorowania aktywnosci N7-MTazy (PyFLINT-M)

takie jak znakowany pirenem GpsN w pozycji: 2°-0/3°-O guanozyny (C3-1), N6 adeniny (C4-
1) i N1 drugiej guaniny w GpsG (C5-1). Dla kazdej z sond wyznaczono wspdtczynnik
wygaszania Q w ten sam sposob, jak opisano powyzej dla zwigzkéow C1-1 i C1-3—C1-7.
Zaobserwowano, ze jedynie sonda C1l-1, znakowana w pozycji 3’-O adenozyny, zmienia
intensywnos$¢ fluorescencji w trakcie inkubacji z kosubstratem SAM i1 enzymem Ecm1 (Rys. IV.
83B). Sondy C3-1, C4-1 i C5-1 nie wykazywaty zmian fluorescencji (Rys. IV. 83B), jednak
wszystkie ulegaja N7—metylacji, co niezaleznie potwierdzono z wykorzystaniem HPLC-MS
(Rys. V. 84). Przetestowano takze wplyw dlugosci linkera tgczgcego piren z pierscieniem
triazolowym na fluorescencje¢ analogow GpsA znakowanych przez 3°-O pozycj¢ adenozyny
(zwigzki C1-1 i C1-2). Zaobserwowano, ze zastosowanie dluzszego linkera (Py3, C1-2)
prowadzi do ponad dwukrotnie wigkszej odpowiedzi fluorescencyjnej sondy na skutek N7—
metylacji (Rys. IV. 83C). Na Rys. IV. 83D t¢ samg reakcje N7-metylacji sondy C1-2
zaprezentowano takze rejestrujgc cate widma emisji fluorescencji w czasie reakcji.

12— " " . . 1.2
L 0809000008 Or ]
1.0 °§oooOOOOO§§§§§§§§§§§§§§§§ 1.0 ©906©0068000008850809005 04
o
08} oo, - _08f oo,
g OOOOOOOOOOOO = OOOOOOooooo °
T 06} o0 cl1(py) o0 ] T 0.6} © GTPCsPYE °%°
o C1-3(Pe) 0 g;l
| o C1-4 (BDP-FL) | | o C31
041, C1-5 ((5)FAM) 0.4r 5 ca1
02L° C1-6(Cy3) . . 02 o €51 . . .
T0 5 10 15 20 25 T0 5 10 15 20 25
A) t (min) B) t (min)
1.2 . :
o C1-1(Py) . 60k F
e Cl1-2 (Py3) ;
L0 e, 1 & 50k}
0.8} 'fooooo g 40k|
So o. OooooOOOOOOOOO 8 30k'
0.6 % S 20k}
..'o g
0.4+ ..............- o 10k |
o2l oL -
T0 5 10 15 20 25 400 450 500 550 600
C) t (min) D) dlugosc fali (nm)

Rys. 1V. 83. Optymalizacja struktury sondy fluorescencyjnej do badan N7-MTaz.

Zmiany intensywno$ci fluorescencji w maksimum emisji zaobserwowane w trakcie inkubacji r6znych
sond z SAM i Ecml: A) analogow GpsA zawierajagcych roézne znaczniki fluorescencyjne w rybozie
adenozyny; B) analogow GpsA i GpsG znakowanych w réznych pozycjach rybozy i zasady azotowej; C)
GpsA znakowanego pirenem przytaczonym linkerem o roznej dtugosci do rybozy adenozyny. D) Widma
emisji analogu C1-2 zarejestrowane w trakcie inkubacji z SAM i Ecm1 w odstepach czasowych 1 min.
Wszystkie eksperymenty wykonano w stezeniu sondy 2 pM, 50 uM SAM i 10 nM Ecml. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Kasprzyk et al. 2020.5%7]

W celu dodatkowego potwierdzenia wniosku, ze intensywnos¢ fluorescencji sond C1-2 i
C1-2 maleje w czasie na skutek enzymatycznej N7—metylacji, otrzymano dwie N7—metylowane
sondy fluorescencyjne (C2-1 i C2-2) i wyznaczono ich wydajnosci kwantowe QY. QY kontroli
N7-metylowanych GpsA byly dwa do siedmiu razy nizsze w porownaniu do ich
niemetylowanych opowiednikow (Tabela IV. 19). Wynik ten jest kolejnym potwierdzieniem, ze
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najwicksza zmiana intensywnos$ci fluorescencji pomigdzy substratem 1 produktem
enzymatycznej N7—metylacji powinna by¢ obserowowana dla sondy C1-2 (QY 29,8% dla C1-2
versus 4,0% dla C2-2). Ostatecznie sonda C1-2 zostata wyselekcjonowana, jako najbardziej
odpowiednia do opracowania metody FLINT przeznaczonej do monitorowania enzymatycznej
reakcji N7-metylacji (Rys. IV. 85). W kolejnych etapach badan zoptymalizowano warunki
reakcji oraz przeprowadzono walidacj¢ metody.
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Rys. 1V. 84. Profile RP HPLC reakcji N7—metylacji analogow pirenowych oraz widma MS sygnatu o
czasie retencji tr 9-10 min. Warunki reakcji: 100 uM A) C1-1, B) C1-2, C) C4-1 lub D) C5-1, 1 uM
Ecml, 500 uM SAM, 5 mM DTT w buforze 50 mM Tris—HCI pH 7,5. Reakcje inkubowano w 37°C przez
3h i zatrzymano poprzez 2 min inkubacji w 98°C. Warunki analizy RP HPLC: eluent A: 0,05 M bufor
octanu amonu pH 5,9, eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min; kolumna
(RP)Supelcosil LC-18-T. Rysunek zaczerpnigto z pracy Kasprzyk et al. 2020.E%7
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Rys. IV. 85. Schemat przedstawiajacy zmiany intensywnos$ci sondy pirenowej pod wplywem N7—
metylacji. Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk et al. 2020.1%7]

Tabela 1V.19. Wiasciwosci spektroskopowe fluorescencyjnie znakowanych GpsA i1 GpsG.
Zaprezentowane dane to warto$ci $rednie z 3 niezaleznych eksperymentdéw = SD.

Zwiazek i::o(rrf’r‘#)"" Em(izjrf‘])'lmax QY (%) Q (Ecm1)
GpsA-3>-O- Py (C1-1) 330, 345 378, 398 123403 15
GpsA-3°-0- Py3 (C1-2) 330, 345 378, 308 20.840,5 3.4
GpsA-3'-O- Pe (C1-3) 418, 443 493 99.8+ 0,9 1,0
GpsA-3°-O- BDP-FL (C1-4) 505 513 54.840,1 1,0
GpsA-3"-O- (5)FAM (D1-5) 498 528 447403 1,0
GpsA-3°-O- Cy3 (C1-6) 545 563 50,4+0,1 11
GpsA-37-0- Cy5 (C1-7) 642 660 b.d. b.d.
2°-0/3°-0-Py-GpsA (C3-1) | 330, 345 378, 398 114403 11
GpsA(NG)-Py (C4-1) 330, 345 378, 308 149+ 04 11
GpsG(NL)-Py (C5-1) 330, 345 378, 398 3940, 11
M'GpsA-3>-0-Py (C2-1) 330, 345 378, 398 6,57+ 0,03 Produkt*
M'GpsA-3’-0-Py3 (C2-2) 330, 345 378, 398 4,01 £0,02 Produkt

* zwigzek otrzymany na drodze syntezy chemicznej

IV.7.2. Wyznaczanie parametréw kinetycznych reakcji N7—metylacji sondy przez
biatka Ecm1 i RNMT-RAM

W celu zoptymalizowania metody badania N7—metylotransferaz wyznaczono parametry
kinetyczne reakcji metylacji sondy C1-2 przez dwa rézne enzymy: Ecml z pasozyta E. cuniculi
i ludzki enzym RNMT-RAM. Sonde C1-2 w stezeniach 0-15 pM inkubowano z kosubstratem
SAM (50 uM dla Ecm1 i 20 pM dla RNMT-RAM) oraz enzymem (10 nM Ecm1, 20 nM RNMT-
RAM) w 30°C z rébwnoczesng rejestracjg intensywnosci fluorescencji w czasie. Do obliczonych
warto$ci predkosci poczatkowej w funkcji stezgnia sondy C1-2, dopasowano rownanie
Michaelisa-Menten 1 wyznaczono parametry kinetyczne (Km, Vmax 1 Keat; Rys. V. 86A).
Obliczone wartosci Km zawieraty si¢ w zakresie mikromolarnym dla obydwu enzymoéw (Tabela
IV. 20) — 22,0 £ 2,4 uM dla Ecml i 11,4 = 2,8 uM dla RNMT-RAM. W oparciu o wyniki
wybrano st¢zenie sondy rowne 2 uM, ponizej wartosci Km. Wydajnos¢ katalityczna enzymow
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(Keat/Kn) 08T wynosi 0,075 s uM™ dla Ecm1 i 0,014 s uM™* dla RNMT-RAM, co oznacza, ze
sonda C1-2 jest lepszym substratem dla enzymu Ecm1 niz RNMT-RAM.

W kolejnym etapie celem ustalenia optymalnego stezenia SAM sonde C1-2 w statym
stezeniu 2 uM inkubowano z SAM w stezeniu 0-100 uM 1 10 nM Ecm1 lub 20 nM RNMT-RAM
(Rys. 86B). Optymalne stezenie SAM zostalo wybrane z gérnego plateau krzywej tak, aby
predkos¢ reakcji zalezata jedynie od zmian stezenia sondy pirenowej C1-2.

Ostatecznie ustalone optymalne warunki reakcji N7—metylacji to: 2 uM sondy C1-2, 50
uM SAM i 10 nM Ecml oraz 2 uM sondy C1-2, 20 uM SAM i 20 nM RNMT-RAM.

B

14¢i0%f e Eem1 ~ T T T T T T ] 3500 [¢ EcmT’
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‘_E)TDMO'S F 1 '52500 L
£ 8.0x104 1 £2000¢+
g 6.0x107 - e 31500}
E soxoel { > 1000t ) .
T aoc0t o 500+ )
00F @ Pl R O— 4
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 20 40 60 80 100
Cprobe (uM) Cean (1M)

Rys. IV. 86. Wyznaczanie parametréow kinetycznych reakcji N7-metylacji sondy C1-2 przez Ecml
(szary) lub RNMT-RAM (zielony). A) Predkos¢ poczatkowa reakcji w funkcji stezenia sondy C1-2 w
obecnosci kosubstratu SAM i N7-metylotransferazy: 10 nM Ecm1/50 uM SAM lub 20 nM RNMT-
RAM/20 uM SAM; B) Predkos¢ poczatkowa reakcji w funkcji stgzenia SAM w obecnosci 2 uM sondy
C1-2i 10 nM Ecm1l lub 20 nM RNMT-RAM. Zaprezentowane dane to wartosci srednie + SD. Postep
reakcji odpowiada standardowej Kkinetyce Michealisa-Menten. Obliczone parametry Kkinetyczne
przedstawiono w Tabeli 1V.20. Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk et al. 2020.E%7]

Tabela 1V.20. Zestawienie parametrow kinetycznych wyznaczonych dla reakcji N7—metylacji sondy
C1-2 przez Ecm1 lub RNMT-RAM.

Enzym Kvm(@M) | Vimax (Mmmol mint mg?) Keat(s) Keat! Km (STuM™)
Ecml 22,0+24 (3,13 £ 0,24)*107 1,64 +0,13 0,074+ 0,010
RNMT-RAM 11,4+238 (0,065 £ 0,001)*10°3 0,160 = 0,025 0,014 + 0,004

IV.7.3. Walidacja metody

W  zoptymalizowanych warunkach przeprowadzono eksperyment wyznaczania
parametru z, celem walidacji metody badania aktywnosci enzyméw Ecml i RNMT-RAM i
weryfikacji jej przydatnosci w pomiarach HTS. Wartosci intensywnosci fluorescencji zostaly
zmierzone w odstepach minutowych dla 153 (Ecml) lub 132 (RNMT-RAM) pozytywnych i
negatywnych prob kontrolnych. Kontrola pozytywna (brak inhibicji) zawierata roztwor sondy
C1-2 w obecnosci SAM 1 odpowiedniego enzymu. Kontrola negatywna dodatkowo zawierata
uniwersalny inhibitor metylotransferaz — sinefunging (25 pM dla Ecm1 i 30 uM dla RNMT-
RAM). Obliczone parametry z dla obydwu enzymoéw spetniaty warunki zakwalifikowania
metody do metod HTS (tzn. z>0,5; 0,74 dlaEcm1i 0,67 dlaRNMT-RAM; Rys. IV. 87) i mozna
stosowac ja do wysokoprzepustowych badan przesiewowych bibliotek zwigzkow.
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Rys. 1V. 87. Wyznaczanie parametru z metody monitorowania N7—metylacji katalizowanej przez A)
Ecml i B) RNMT-RAM w temperaturze 30°C z uzyciem sondy GpsA-3’-O-Py3 (C1-2). Rysunek
zaczerpnieto z pracy Kasprzyk et al. 2020,

IV.7.4. Wyznaczanie |Csg serii analogow GpsA

Pierwszy test inhibitorow N7-metylotransferaz Ecm1 i RNMT-RAM przeprowadzono
na przygotowanej w tym celu bibliotece pochodnych substratu nukleotydowego reakcji N7—
metylacji (Rys. V. 88). Biblioteka zawierata seri¢ analogow GpppA podstawionych w pozycji
C8- lub C6- guanozyny (Rys. IV. 89). Przetestowano modyfikacje: C8-metylowa (Me), -
trifluorometylowag (CF3), -winylowa (Vi), -cyklopropylowa (cpr) i —fenylowa (Ph), a takze
podstawienie 6-S. Aby zweryfikowaé wplyw drugiej zasady na wtasciwosci inhibujace zbadano
takze mononkleotyd ®SGDP. Analog 8-CFs-GpsA zsyntetyzowat dr Mikotaj Chrominski w
Laboratorium Chemii Bioorganicznej CeNT UW.B%®l Pozostate zwigzki otrzymata i
scharakteryzowata Autorka pracy wraz ze studentem Zastosowan fizyki w biologii i medycynie,
spec. Biofizyka molekularna na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego Mateuszem
Fido.

N 4

Rys. 1V. 88. Schemat dziatania metody fluorescencyjnej przeznaczonej do monitorowania enzymatycznej
N7—metylacji.

W pierwsze] kolejnosci badania inhibicji przeprowadzono dla N7-metylotransferazy
Ecml. Sond¢ C1-2 (2 puM), enzym Ecml (10 nM) i SAM (50 uM) inkubowano z
rozcienczeniami inhibitora half-log (co logarytm dziesigtny z 0,5; stezenia od 0,003 nM do 100
uM) wraz z odczytem fluorescencji przy 378 nm (wzbudzanie 345 nm) co minutg. Wyznaczone
warto$ci predkosci poczatkowych w zalezno$ci od stezenia inhibitora przedstawiono na
wykresie, a do zaleznosci dopasowano czteroparametrowe rownanie Hilla (22) (Rys. V. 90).
Obliczone ICso dla Ecm1 zawieraty si¢ w zakresie od 15 nM do 83 uM, a wspotczynniki Hilla p
od 3,6 do 0,8 (Tabela 1V. 21). Zaobserwowano, ze GpsA modyfikowane C8-winylem jest
najsilniejszym testowanym nukleotydowym inhibitorem N7-metylotransferazy (ICso 0,146 +
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0,26 uM). Zauwazono takze, ze *SGpsA jest silniejszym inhibitorem Ecm1 niz ¢SGDP (ICso 8,93
+ 0,82 uM versus 32,1 + 2,1 uM), co oznacza, ze obecno$¢ drugiego nukleotydu jest istotna dla
wlasciwosci inhibujacych. Analizujgc wartosci ICso badane modyfikacje mozna uszeregowaé w
kolejnosci od najsilniejszego inhibitora: 8-Vi > 8-cpr > 8-Me > 8-CFz > 6-S > 8-Ph >
niemodyfikowany. GpsA byt najstabszym z testowanych inhibitorow, z czego mozna
wywnioskowaé, ze pozycja C8- 1 substytucja 6-S sa obiecujacymi celami do dalszych
modyfikacji chemicznych w celu zaprojektowania wydajnych inhibitorow N7—MTaz.
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Rys. 1V. 89. Struktura analogéw nukleotydow modyfikowanych w pozycji C8- lub C6-, testowanych,
jako inhibitory procesu enzymatycznej N7—metylacji.

W oparciu 0 uzyskany wynik
dowodzacy, ze modyfikacja C8-winylowa Ll g Gl
jest najbardziej korzystna dla wlasciwosci © GpA

inhibujacych zwigzku wzgledem enzymu 10 o enobA
Ecml, w kolejnym etapie przetestowano . 08
seri¢ C8-winylowych mononukleotydow % 0.6}

roznigcych sig liczbg grup fosforanowych 0al

oraz zasada azotowa (guanina lub 7- 02 ; BVGpA
metyloguanina; Rys. IV.91A). Zwiazki “To cmeon

00fe 8-cpr-Gp;A
1E-40.0010.01 01 1 10 100 100010000
Cinh. (M)
wyznaczono w analogiczny sposob, jak Rys. IV. 90. Krzywe inhibicji inhibitorc')w_enzymu
opbisano  powviel. Otrzvmane  Krzvwe Ecm1, otrzymanych przy pomocy opracowanej metody
'p' o POWYZCJ. y yw fluorescencyjnej PyFLINT-M z uzyciem sondy C1-2 w
inhibicji zostaty zaprezentowane na Rys. temperaturze  30°C.  Zaprezentowane dane  s3
IV. 91B, a obliczone wartosci ICso W wartosciami $rednimi + SD z trzech niezaleznych
Tabeli IV. 21. eksperymentow.

zsyntetyzowal 1 scharakteryzowal mgr
Adam Mamot w Laboratorium Chemii
Bioorganicznej CeNT UW. Wartos$ci ICso
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Rys. IV. 91. A) Struktura analogéw nukleotydéw modyfikowanych grupa winylowa w pozycji C8
guanozyny lub 7-metyloguanozyny, testowanych, jako inhibitory procesu enzymatycznej N7—-metylacji;
B) Krzywe inhibicji C8-winylo modyfikowanych nukleotydow — potencjalnych inhibitorow enzymu
Ecm1, otrzymanych przy pomocy opracowanej metody fluorescencyjnej PyFLINT-M z uzyciem sondy
C1-2 w temperaturze 30°C. Zaprezentowane dane sg warto$ciami §rednimi = SD z trzech niezaleznych
eksperymentow.

Analiza wyznaczonych 1Csp analogow C8-winylowych wykazata, Ze:

zwigzki zawierajace 7-metyloguanozyng, jako analogi produktu N7-metylacji, sa
stabszymi inhibitorami w poréwnaniu do nukleotydow guanozynowych (analogi
substratu);

monofosforan 8-winyloguanozyny jest stabym inhibitorem Ecm1. Wydtuzenie tancucha
fosforanowego do di- i trifosforanu poprawia wiasciwosci inhibujace i prowadzi do
obnizenia ICso 0 dwa rzedy wielkosci;

najsilniejszym inhibitorem C8-winylowym nadal pozostaje 8-Vi-GpsA, co ponownie
potwierdza pozytywny wptyw drugiej zasady azotowej na inhibicj¢ Ecm1,
wspotczynniki Hilla p analogéw winylowych sg wicksze od jednosci — od 1,7 dla GpsA
az do ~15 dla 8Vi-GTP, co moze sugerowa¢ inny mechanizm inhibicji niz pozostate
testowane zwigzki. Mozliwe, ze analogi C8-winylowe ulegaja reakcji addycji Michaela
w miejscu wigzacym biatka z tiolowymi, lub aminowymi grupami funkcyjnymi
fancuchow bocznych aminokwasow.

1.2+
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Rys. IV. 92. Krzywe inhibicji wybranych modyfikowanych nukleotydow uzyskane w reakcji N7-
metylacji, katalizowanej przez enzym RNMT-RAM, otrzymanych przy pomocy opracowanej metody
fluorescencyjnej PyFLINT-M z uzyciem sondy C1-2 w temperaturze 30°C. Zaprezentowane dane sg
warto$ciami srednimi = SD z trzech niezaleznych eksperymentow.
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Sposrod badanych 14 nukleotydow dziewigé przetestowano takze w eksperymencie inhibicji
N7-metylacji przez enzym RNMT-RAM, stosujac opracowang metode PyFLINT-M.
Eksperyment przeprowadzono w warunkach zoptymalizowanych: 2 uM sondy C1-2, 20 uM
SAM, 20 nM RNMT-RAM, 0-100 puM inhibitora (rozcienczenia half-log), bufor 50 mM Tris—
HCI pH 7,5, temperatura 30°C. Uzyskane krzywe inhibicji wraz z dopasowanym
czteroparametrowym rownaniem Hilla (5) zaprezentowano na Rys. 1V. 92, a obliczone 1Cso w
Tabeli V. 21.

Tabela 1V.21. Zestawienie warto$ci ICso i wspdtczynnikow Hilla p potencjalnych inhibitorow N7-

metylotransferaz Ecm1 i RNMT-RAM wyznaczonych opracowana metoda fluorescencyjng PyFLINT-M.
Przedstawione dane sa $rednimi wartosciami z 3 niezaleznych eksperymentoéw + SD.

Zwiazek Ecm1 RNMT-RAM
1Cs0 (uM) p I1Cs0 (nM) p
sinefungina 0,014 £ 0,002 0,97 £ 0,09 0,442 £+ 0,060 0,97 £0,11
GpsA 32,6+34 0,96 +0,17 > 100 b.d.
8-Me-Gp:A 5,21 £0,58 1,02+0,10 39,3+7,6 30+25
8-CF3-GpsA 7,33 £0,54 1,87 +£0,23 104 + 14 1,18+ 0,22
8-cpr-GpsA 1,01 £0,25 0,81 +0,12 b.d. b.d.
8-Ph-GpsA 194 +£35 0,80 + 0,10 > 100 b.d.
8-Vi-GpsA 0,146 = 0,026 1,68 £ 0,39 3,45+ 0,30 2,03+0,28
8-Vi-GMP 333+2,2 2,76 £ 1,07 b.d. b.d.
8-Vi-GDP 0,488 £ 0,045 3,65 +=0,63 2,92 £ 0,46 1,67 +£0,43
8-Vi-GTP 0,89 14,8 b.d. b.d.
8-Vi-m'GDP 83,0+ 16,2 1,26 £ 0,40 b.d. b.d.
8-Vi-m'GTP 21,1+5,9 0,78 £0,14 b.d. b.d.
&SGpsA 8,93 +0,82 1,26 £ 0,14 7,6 £1,0 1,53 +0,28
6SGDP 32,1 2,1 2,56 + 0,62 12,0+ 1,0 1,70 £ 0,26
100 ' L "o EElEcm1 A
[ IRNMT-RAM
10
s
=3
o 1
Lo
O
0.1
0.01
WP o> ab ab ab ab (W of < oF /\‘? %‘* °
é\oe\m\ o\ﬂ:\ < % gﬂgQ S \‘\o\“ 00\,\5‘» @230‘“ (O Los o

Rys. IV. 93. Porownanie obliczonych wartos$ci ICso testowanych nukleotydow modyfikowanych w
pozycji C8i C6.

Takze w przypadku enzymu ludzkiego modyfikacja w pozycji C8- prowadzi do wzrostu
wlasciwosci inhibitorowych. Uzyskane wartosci ICso dla ludzkiego enzymu RNMT-RAM byty
od 5 do 30 razy wyzsze w poréwnaniu do Ecm1. Wyjatkiem sa analogi 6-S: ®5GsA i *SGDP,
ktorych ICso jest nizsze niz wartoéci uzyskane dla enzymu Ecm1. Jednak ®SGDP jest stabszym
inhibitorem RNMT-RAM w poréwnaniu do >5GpsA, co ponownie potwiedza korzystny wplyw
drugiego nukleotydu na wtasciwos$ci inhibujgce zwigzku wzgledem N7-metylotransferaz.
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Najsilniejszym inhibitorem obydwu enzyméw okazata si¢ by¢ sinefungina — znany
inhibitor metylotransferaz. ICso sinefunginy jest o rzad wielko$ci mniejsze w poréwnaniu do
najlepszego zidentyfikowanego nukleotydowego inhibitora 8-Vi-GpsA. Jednakze sinefungina,
jako analog kosubstratu SAM, nie jest selektywnym inhibiotrem i moze wptywa¢ na wiele
roznych  metylotransferaz. Odpowiednio zaprojektowane zwigzki nukleotydowe o
wlasciwos$ciach zblizonych do substratu, majg wigksza szanse na selektywng inhibicj¢ jedynie
N7-metylotransferazy. Dlatego poszukiwania modyfikacji nukleotydowych (migdzy innymi
zaproponowanych w niniejszej pracy C8- i 6-S) sa korzystne w projektowaniu lekow
nakierowanych na wybrang N7—metylotransferazg (np. wirusow3).
®1280

IV.7.5. Screening biblioteki farmakologicznie czynnych zwigzkow LOPAC

W kolejnym etapie badan inhibicji N7—metylotransferaz opracowang metod¢ PyFLINT-
M zastosowano do wykonania wysokoprzepustowych eksperymentow przesiewowych (HTS)
komercyjnie dostgpnej biblioteki zwigzkéw czynnych farmakologicznie LOPAC®!?,
Eksperymenty przeprowadzono w zoptymalizowanych warunkach dla enzymu Ecml — 2 uM
sondy C1-2, 50 uM SAM, 10 nM Ecm, bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,5 z dodatkiem 2% DMSO
(zwiazki w bibliotece LOPAC®'?* s3 rozpuszczone w czystym DMSO), temperatura 30°C.
Testy wykonano dla jednego, relatywnie wysokiego stezenia (10 uM) zwigzku, aby mozliwe
byto wyselekcjonowanie takze stabszych inhibitorow procesu N7-metylacji. Eksperymenty
wykonano z uzyciem 96-dotkowej ptytki z odczytem intensywnosci fluorescencji w odstepach
minutowych (Lexc = 345 nm, Aem = 378 nm). Kazda z ptytek zawierata 80-dotkow z badanymi
zwigzkami (jeden dotek na jeden zwigzek) oraz 16 dotkow kontrolnych (Rys. IV. 94A-D). Na
podstawie uzyskanych wartosci predkosci poczatkowych obliczone zostaty wartosci wzglednego
postepu reakcji poprzez znormalizowanie predkosci poczatkowych do predkosci poczatkowe]
reakcji bez inhibitora w obecnosci 2% DMSO (Rys. IV. 95).

Inhibicja

Rys. 1V. 94. Schemat ptytki 96-dotkowej przedstawiajacy przebieg pojedynczego eksperymentu.

Czternascie sposrod testowanych zwigzkéw zbadano na oddzielnej plytce, gdyz
wykazywaly interferencje fluorescencji z sonda pirenowa. Obecnos$¢ interferencji fluorescencji
z emisja sondy C1-2 zmniejsza czulo$¢ metody, ze wzgledu na pojawiajace si¢ tto fluorescencji.
Jednak dla kazdego z czternastu zwigzkow nadal mozliwe byto obserwowanie zmian
fluorescencji pochodzacych z N7-metylacji sondy. Punkt odciecia zostat ustalony na 10%
wzglednego postepu reakcji. W ten sposoéb sposréd 1280 testowanych zwigzkoéw
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wyselekcjonowano 56, ktore nastepnie zbadano bardziej szczegotowo w badaniach inhibicji wraz
z wyznaczeniem wartosci ICso.

Wzgledny postep reakcji
© o o o r B
N N [«2) [oe] o N

o
o

A2 A4 A6 ABA10B2 B4 B6 B8B10C2 C4 C6 C8 ClO D2 D4 DG D8 DlO E2 E4 E6 E8 ElO F2 F4 FG F8 FlO G2 G4 GG GSGlOHZ H4 H6 H8 HlO
polozenie na plytce

Rys. 1V. 95. Wzgledny postep reakcji N7—metylacji sondy C1-2 przez enzym Ecm1 w obecnosci jednego
z 1280 zwigzkow zaczerpnietych z biblioteki LOPAC®'?*, Kolorem czerwonym zaznaczono 4
najsilniejsze inhibitory, opisane w kolejnym podrozdziale. Zaprezentowane dane to wartosci srednie +
SD z dwoch niezaleznych eksperymentdw. Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk et al. 2020.E%7

IV.7.6. Wyznaczanie [Csy inhibitorow wyselekcjonowanych z biblioteki
LOPAC®1280

Wyselekcjonowane z badan przesiewowych 56 zwiazkow przetestowano w
eksperymencie wyznaczania ICso, stosujac metode PyFLINT-M w zoptymalizowanych
warunkach dla enzymu Ecml (2 uM sondy C1-2, 50 uM SAM, 10 nM Ecml, 0-31,6 uM
inhibitora w rozcienczeniach half-log, 50 mM Tris—HCI pH 7,5, temperatura 30°C; Rys. IV. 96,
Tabela 1V. 22).
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Rys. V. 96. Wyznaczone ICsy inhibitorow N7-metylotransferazy Ecml, wyselekcjonowanych z
biblioteki LOPAC®'** (wzgedny postep reakcji < 10%) oraz sinefunginy (kontrola). Kolorem
ciemnozielonym oznaczono zwigzki z ICsg < 0,05 uM, jasnozielonym z ICso pomigdzy 0,05 uM 10,5 uM,
szarym 0 ICso > 0,5 uM, a z6itym kontrole (sinefungina). Przedstawione dane to wartosci srednie z 2 lub
3 niezaleznych eksperymentéw + SD. Wartosci ICso wszystkich 56 zwigzkéw zawarto w Tabeli IV. 27.
Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk et al. 2020.5%7
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Tabela 1V.22. Zestawienie wartoSci ICso i wspotczynnikow Hilla p wyznaczonych opracowang metoda

fluorescencyjng PyFLINT-M, wyselekcjonowanych 56 zwigzkow =z biblioteki LOPAC®!%,

Przedstawione dane sa $rednimi wartosciami z 3 niezaleznych eksperymentow + SD.
Ne | Sibliotsce. Zwinzek ICss (uM) b
1. P1 F5 Aurintricarboxylic acid 0,036 £ 0,005 | -2,79+0,76
2. P1 F8 Sandoz 58-035 > 100 -
3, P2 B3 2'(meth%'rti';:)‘gﬁjdrf]”sﬁ't”ﬁygg;t%h“phate 1,73£024 | 3.43+0,79
4. P2_D11 p-Benzoquinone 33+1,6 -0,60 + 0,17
5. P2 _G10 ARL 67156 trisodium salt > 100 -
6. Sinefungin 0,020 £ 0,004 | -1,30+0,17
7. P4 A2 Icaritin 38,1+11,8 -3,33+ 5,46
8. P4 B10 Cefsulodin sodium salthydrate 0,34 + 0,05 -2,11 £ 0,40
9. P4 C10 Caffeic acid phenethynyl ester 5,26 +0,78 -1,60 £ 0,27
10. P4 _Ci1 Lumefantrine > 100 -
11. P4 D6 (-)-Cotinine > 100 -
12. P4 D9 Cefotaxime sodium salt 13,0+1,1 -2,80+£ 0,51
13. P4 H8 Calcimycin 134+14 -2,80 + 0,69
14. P6_A4 Bisdemethoxycurcumin 3,28+0,82 -0,71+0,11
15. P7 C11 GW5074 2,26 £0,23 -1,87 £ 0,30
16. P7_E11 GW7647 10,8 -18,5
17. P8 H4 6-Hydroxy-DL-DOPA 0,31 £ 0,01 -3,49 £ 0,92
18. P8 H5 Hispidin 1,30+ 0,13 -1,49 £ 0,24
19. P9 G2 Mifamurtide 0,23 £ 0,03 -2,09 £ 0,49
20. P10 B11 Myricetin 0,14 + 0,01 -2,71 £0,49
21. P10 _F7 Morin 0,43 £0,05 -1,75 £ 0,27
22. P10 F11 MRS2159 0,75 £ 0,06 -1,97 £ 0,30
23. P11 All NF 023 0,015 -0,84 £ 0,14
24, P11 D2 JNJ-40418677 143 +£2,3 -1,06 £ 0,19
25. P11 E8 Gossypol from cotton seeds 0,39 + 0,05 -1,79 £ 0,25
% | PILHB | s (reosote bugn) | 080024 | 1254037
217. P12 B4 Oleic Acid 2,00 £ 0,49 -1,14 £ 0,30
28. P12 D6 Piceatannol 1,00 £ 0,05 -3,00 £ 0,54
29. P13 B4 Protoporphyrin IX 0,30+ 0,03 -1,88 £ 0,52
30. P13 B10 Pyridostatintrifluoroacetate salt 2,45+0,58 -1,92 £ 0,40
31. P13 D10 Quercetin dihydrate 0,12 + 0,02 -1,34 +£ 0,25
32. P13 _G11 Candesartan cilexetil 4,66 + 0,23 -2,71+0,20
33. P14 A5 Ro 8-4304 0,43 + 0,03 -1,58 £ 0,13
34. P14 A7 Auranofin 3,38 £0,98 -1,43+£ 0,42
35. P14 B3 Rottlerin 2,78 £0,16 -3,47+1,12
36. P14 B5 Reactive Blue 2 0,043 £ 0,007 | -1,33+0,21
37. P14 B9 N-Oleoyldopamine 47,4 -6,71
38. P14 D6 7,8-Dihydroxyflavone hydrobromide 0,92 +£0,07 -1,56 £ 0,14
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39. P14 D9 SCH-202676 hydrobromide 1,96 £0,12 -3,19+0,39
40. P15 D6 Tetradecylthioacetic acid 5,90 + 0,52 -2,61 +£0,39
41, P15 D11 Tyrphostin 23 3,19+0,24 -1,86 £ 0,20
42, P15 F7 TTNPB 322+1,4 -5,00
43. P15 G3 Suraminhexasodium 0,046 + 0,006 | -1,38 +0,19
44, P16 _C2 Tyrphostin 47 0,35+ 0,04 -2,58 £ 0,46
45, P16 D2 Tyrphostin 51 0,15+0,02 -1,28£0,18
46. P16 E8 Galloflavin 0,12 + 0,02 -2,13+ 0,63
47, P16 G4 XCT790 > 100 -
48. P16 H3 IPA-3 13,2+4,4 -0,38 +£ 0,06
49, P3_A7 Bupropion hydrochloride > 100 -
50. P3_A8 Arvanil 17,4+ 3,6 -0,98+£0,18
51. P3_A10 CGP-7930 > 100 -
52. P3 B9 PF 3845 hydrate > 100 -
53. P3_G7 BTCP hydrochloride > 100 -
54, P3_G8 Rhodblock 6 > 100 -
55. P3_G9 Caffeine > 100 -
56. P3_G10 Chlorpropamide 34,3 -13,44
57. P3 G5 Alfuzosin hydrochloride > 100 -
Ciemnozielony — zwiazki z ICso < 0,05 uM
Jasnozielony — zwigzki z ICso pomigdzy 0,05 pM i 0,5 pM
Z6tty — sinefungina (kontrola)
Na* O\//S//O 0=s=0 0=s=0 O\\S\\/O_Nf S\\O o )
(one of each) c|/]*NJ\N
NF 023 Aurintricarboxylic Acid Reactive BIHue 2
(Kwas aurintrokarboksylowy)

- Na*
O/ \ O
e O O \S\\
°
OH
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OSOHN NHOSO OH 07X
Na 5\ /é Na* e
()
aeaave o
Suramin Galloflavin Myricetin Quercetin
(Suramina) (Galloflawina) (Myricetyna) (Kwercetyna)

Rys. 1V. 97. Struktury najsilniejszych inhibitorow Ecm1, wyselekcjonowanych z biblioteki LOPAC®!,

W rezultacie zidentyfikowano czternascie zwigzkow, ktorych ICsg jest nizsze niz 400 nM,
w tym cztery z 1Cso < 50 nM. Uzyskane krzywe inhibicji przedstawiono na Rys. 1VV. 100A.
Najsilniejszym znalezionym inhibitorem jest analog suraminy NF 023, ktorego ICso rowne 15
nM jest zblizone do ICso sinefunginy (14 + 2 nM). Pozostale trzy zwigzki to kwas
aurintrokarboksylowy (AA), barwnik reactive blue 2 i suramina (Rys. 1V. 97). Kolejny zestaw
inhibitorow N7-MTaz obejmuje trzy mate molekuly, zbudowane z pierscieni aromatycznych
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modyfikowanych grupami hydroksylowymi: galloflawing (ICso 120 + 20 nM), kwercetyne
(ICs0 120 + 20 nM) i myricetyne (ICsp 140 = 10 nM; Rys. IV. 97). Korzystajac z analizy RP
HPLC potwierdzono, ze mniejsze zmiany fluorescencji sondy C1-2 obserwowane w obecnosci
inhibitora wynikajg z inhibicji procesu N7—metylacji (Rys. 1V. 98-99).
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Rys. 1V. 98. Chromatogramy RP HPLC przedstawiajace inhibicje N7-metylacji GpsA katalizowanej
przez Ecml przez siedem najsilniejszych inhibitorow wyselekcjonowanych z biblioteki LOPAC®!?%,
Warunki reakcji: 10 pM GpsA, 250 uM SAM, 100 nM Ecml i 2 uM inhibitora w catkowitej objetosci
200 pl w buforze 50 mM Tris—HCI pH 7,5. Mieszaning reakcyjna inkubowano przez 1,5 h w 30°C z
mieszaniem 300 rpm i zatrzymano inkubujac 2 min w 98°C. Warunki analizy RP HPLC: eluent A: 0,05
M bufor octanu amonu pH 5,9, eluent B: 50% eluanta A/50% MeOH; gradient liniowy 0-100% w czasie
0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T. Rysunek zaczerpnieto z pracy Kasprzyk et al. 2020.57]
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Rys. 1V. 99. Wzgledny postep reakcji N7—-metylacji GpsA przez Ecml przez inhibitory z biblioteki
LOPAC®!?®| Dane zaczerpniete z chromatograméw z Rys. IV. 98. Rysunek zaczerpnieto z pracy

Kasprzyk et al. 2020.5%7
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Wybrane inhibitory o strukturze nukleotydowej oraz cztery najsilniejsze inhibitory z
bilbioteki LOPAC®'?%° przetestowano nastepnie w badaniach ludzkiej N7-metylotransferazy
RNMT-RAM. Eksperymenty przeprowadzono w warunkach zoptymalizowanych: 2 uM sondy
C1-2,20 uM SAM, 20 nM RNMT-RAM, 0-31,6 uM inhibitora w rozcienczeniach half-log, 50
mM Tris—HCI pH 7,5, temperatura 30°C (Rys. IV. 100B, Tabela IV. 23). Zaobserwowano, z¢
ICs0 wyznaczone dla ludzkiego enzymu RNMT-RAM sg o rzad wielko$ci wyzsze w porownaniu
do Ecm1, podobnie do poprzednich wynikéw uzyskanych dla inhibitoréw opartych o strukture
GpsA. Najsilniejszymi inhibitorami RNMT-RAM sa kwas aurinitrokarboksylowy oraz barwnik
suramina, natomiast w przypadku Ecml analog suraminy NF 023. Ro6znice w inhibicji
poszczegolnych enzymow przez badane zwiazki sg obiecujace pod katem projektowania
selektywnych inhibitorow wybranej N7—metylotransferazy.

1.2
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1.0 o NFO023 1 1.0
@ Reactive Blue 2
0.8f ® Suramina 1 0.8f
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0.4} ® Kwercetyna g 0.4te NEO23
O Myricetyna

Reactive Blue 2

)
°
0.2} 0.2 e Suramina
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Rys. 1V. 100. Krzywe inhibicji najsilniejszych inhibitorow z biblioteki LOPAC®'?*, otrzymane dla
reakcji katalizowanej przez A) Ecm1 lub B) RNMT-RAM.

Tabela 1V.23. Poréwnanie wyznaczonych wartosci ICso najsilniejszych inhibitorow N7-metylacji,
zidentyfikowanych w bibliotece LOPAC®'?*’ dla enzymow Ecm1 i RNMT-RAM. Przedstawione dane sg
$rednimi warto$ciami z 3 niezaleznych eksperymentéw =+ SD.

. 1Cs0 (uM)
Zwigzek RNMT-RAM s Ecml
Kwas aurintrokarboksylowy (AA) 0,47 £0,01 0,031 £ 0,005
NF 023 1,80 £0,33 0,015 £ 0,005
Reactive Blue 2 3,30+0,73 0,043 + 0,007
Suramina 0,70 £ 0,08 0,046 + 0,006
Galloflawina b.d. 0,12 +0,02
Kwercetyna b.d. 0,12 +0,02
Myricetyna b.d. 0,14 +0,01
Sinefungina 0,53 +£0,07 0,014 + 0,002

IV.7.7. Charakterystyka modelowej N7—MTazy wirusowej — VCE

W poprzednich rozdziatach zaprezentowano dziatanie metody PyFLINT-M w badaniach
dwoch N7-metylotransferaz — Ecm1 z pasozyta Encephalitozoon cuniculi oraz ludzkiej RNMT-
RAM. Jednak istotnym potencjalnym zastosowaniem opracowanej metody jest poszukiwanie
inhibitorow N7-metylotransferaz wirusowych w celu opracowania leku przeciwko chorobie,
ktéra wywotuja. W tym celu sprawdzono, czy metod¢ PyFLINT-M mozna zastosowa¢ do badan
enzymu VCE (ang. Vaccinia Capping Enzyme) z modelowego wirusa Vaccinia, ktory to jest
dobrze scharakteryzowang wirusowa N7-metylotransferazg.
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W pierwszej kolejnosci sprawdzono, czy sonda C1-2 jest metylowana przez enzym VCE.
W tym celu 2 uM sondy C1-2 inkubowano z 50 uM SAM i SU VCE w buforze 50 mM Tris—
HCl o pH 7,5 tacznie z odczytem intensywnosci fluorescencji w odstepach minutowych. Podczas
inkubacji intensywnos¢ fluorescencji malata, co potwierdza, ze sonda C1-2 jest faktycznie N7—
metylowana przez VCE (Rys. IV. 101A). Nastepnie wybrano cztery inhibitory: suraming z
biblioteki LOPAC®!28°, 8-Vi-GpsA jako najsilniejszy inhibitor nukleotydowy, 8-Me-GpsA oraz
sinefunging (kontrola) i wyznaczono ich wartosci ICso. Eksperyment zostat przeprowadzony
analogicznie do poprzednich dla Ecm1: 2 uM sondy C1-2, 50 uM SAM i 5U VCE inkubowano
z rozcienczeniami half-log inhibitora (st¢zenia od 0,001 nM do 31,6 uM), a postep reakcji
monitorowano prowadzac odczyt intensywnosci fluorescencji w 378 nm (lexc = 345 nm) w
minutowych odstgpach czasowych. Do otrzymanych zalezno$ci predkosci poczatkowych od
stezenia substratu dopasowano czteroparametrowe rownanie Hilla (22) oraz obliczono ICso (Rys.
IV. 101B, Tabela IV. 24).

90k — . ; T ; ; ; 1.2
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© 60k | 08 °
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Rys. 1V. 101. A) N7-metylacja sondy C1-2 przez enzym VCE — zmiany intensywnosci fluorescencji w
czasie, zarejestrowane dla mieszaniny reakcyjnej 2 uM sondy, 50 uM SAM i 5U VCE w buforze 50 mM
Tris-HCI pH 7,5; B) Krzywe inhibicji wybranych inhibitoréw reakcji N7-metylacji sondy C1-2,
katalizowanej przez enzym VCE. Mieszaniny reakcyjne zawieraty sonde C1-2 (2 uM), SAM (50 uM),
VCE (5U) oraz inhibitor (0-31,6 uM, rozcienczenia half-log) w buforze 50 mM Tris—HCI pH 7.5.
Mieszaniny inkubowano w 30°C na 96-dotkowej ptytce. Odczyt fluorescencji przeprowadzono dla
wzbudzania 345 nm i emisji 378 nm. Wyznaczone ICsy zamieszczono w Tabeli 1V. 24. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Kasprzyk et al. 2020.3%7]
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Tabela 1V.24. Poréwnanie wartosci ICsp wybranych inhibitorow wyznaczonych dla N7-metylacji
katalizowanej przez enzymy z réznych organizméw: Ecml, RNMT-RAM i VCE. Przedstawione dane sa
srednimi warto$ciami z 3 niezaleznych eksperymentoéw =+ SD.

. 1Cso(uM)

Lpizes RNMT-RAM Ecr::l VCE
Suramina 0,70 +£ 0,08 0,046 + 0,006 0,083+ 0,015
8-Vi-GpsA 3,45 + 0,30 0,146 = 0,026 0,989 = 0,045
8-Me-GpsA 393+7.6 5214058 31,0+ 68
Sinefungina 0,53+ 0,07 0,014 + 0,002 0,078 + 0,026

Warto$¢ ICso uzyskana dla suraminy byta zblizona do sinefunginy (odpowiednio 0,083
pM 1 0,078 pM). Brak rozrdznienia pomig¢dzy tak silnymi inhibitorami moze wynikaé z
ograniczenia metody. Zaobserwowano takze, ze pomiedzy ICsp wyznaczonymi dla VCE, a
warto$ciami uzyskanymi dla Ecm1 nie ma bezposredniej zaleznosci. Po podzieleniu I1Cso przez
warto$¢ 1Cso tego samego zwigzku w pomiarze z Ecm1 (Rys. IV. 102) stwierdzono, Ze spo$rod
badanych inhibitoréw najbardziej selektywnym wobec VCE jest suramina. Ta sama analiza

164



IV.7. Metoda fluorescencyjna do monitorowania aktywnosci N7-MTazy (PyFLINT-M)

wykonana dla enzymu RNMT-RAM wykazata z kolei, ze 6-S analogi nukleotydéw sg wobec
niego preferowane.

—0- RNMT-RAM
100 + -eo- VCE
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Rys. IV. 102. Poréwnanie ICso wybranych inhibitoréw dla enzyméw RNMT-RAM i VCE w odniesieniu
do ICso wyznaczonego dla Ecm1.

IV.7.8. Odporna na hydroliz¢ sonda do badan N7—metylotransferaz

Podczas gdy sonda GpsA-3’-O-Py3 (C1-2) zostata z powodzeniem zastosowana do badan
rekombinowanych N7-metylotransferaz, w bardziej zlozonych mieszaninach biologicznych
moze pojawi¢ si¢ interferencja sygnatu pochodzaca od degradacji nukleotydu. Hydroliza
produktu N7-metylacji sondy C1-2 powoduje wzrost intensywnosci fluorescencji na skutek
zaniku oddziatywan wygaszajacych pomiedzy 7-metyloguanozyna, a pirenem (Rozdziat 1V.4).
Aby mozliwe byto monitorowanie aktywnosci endogennej N7—metylotransferazy do mieszaniny
nalezy doda¢ inhibitor enzymow degradacji kapu (w szczegdlnosci DepS) lub sonda musi by¢
odporna na degradacj¢ zachodzaca po N7-metylacji. W tym celu zaprojektowany zostat analog
sondy C1-2, zawierajacy modyfikacje metylenobisfosfonianowg pomiedzy B i y fosforanem
GpCH2ppA-3’-0-Py3 (C6-1; Rys. 1V. 103). Analogi kapu zawierajgce tego typu modyfikacje
znane s z odpornoéci na hydrolize przez DcpS.[168 29
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Rys. 1V. 103. Struktura sondy GpsA-3’-O-Py3 (C1-2) wykorzystanej do opracowania metody
fluorescencyjnej PyFLINT-M oraz odpornej na hydroliz¢ sondy GpCHzppA-3’-O-Py3 (C6-1).

W pierwszej kolejnosci przetestowano, czy zwigzek C6-1 jest N7—metylowany przez
Ecml w warunkach zoptymalizowanych metody PyFLINT-M. Sond¢ w stezeniu 2 puM
inkubowano z 50 uM SAM i1 10 nM Ecml oraz rejestrowano intensywno$¢ fluorescencji w
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odstepach czasowych 1 min. Sprawdzono takze probki zawierajgce 10 nM DcpS zmiast Ecm1l
oraz mieszaning Ecm1 i DcpS w stezeniach 10 nM. W ramach kontroli analogiczny eksperyment
przeprowadzono dla sondy niemodyfikowanej C1-2. W probce zawierajacej C1-2 i Ecml
zaobserwowano spadek fluorescencji zwigzany z N7—metylacjg, brak zmian w prébce z DcpS
oraz wzrost fluorescencji w mieszaninie biatek, ktory wynikat z natozenia dwoch efektow — N7—
metylacji (spadek) i degradacji produktu N7—metylacji (wzrost; Rys. IVV. 104A —zielony). Jednak
w zadnej z probek z sondg C6-1 nie zaobserwowano zmian fluorescencji (Rys. 1V. 104B).
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Rys. IV. 104. Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy A) GpsA-3’-0O-Py3 (C1-2) i B) GpCH2ppA-3’-
O-Py3 (C6-1) w trakcie inkubacji z mieszaning enzymoéw Ecml i DepS. Warunki reakcji: 2 uM sondy,
50 uM SAM, 10 nM Ecml i 10 nM DcpS (dimer). Eksperymenty przeprowadzono na czytniku ptytek w
buforze 50 mM Tris—HCI pH 7,5 w 30°C.

Przeprowadzono dodatkowy eksperyment z uzyciem RP HPLC, aby zweryfikowa¢, czy
sonda C6-1 jest metylowana przez Ecm1 (Rys. IV. 105).
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Rys. 1V. 105. Potwierdzenie przebiegu N7—-metylacji sondy C6-1 przez Ecm1 z uzyciem RP HPLC i MS.
Warunki reakcji: 100 uM sondy C6-1, 1 uM Ecml, 500 uM SAM, 5 mM DTT w buforze 50 mM Tris—
HCI pH 7,5. Reakcje inkubowano w 37°C przez 3 h i zatrzymano poprzez 2 min inkubacji w 98°C.

Warunki analizy RP HPLC: eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, eluent B: ACN; gradient

liniowy 0-100% w czasie 0—15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T.

Eksperyment HPLC-MS potwierdzil, ze sonda C6-1 ulega N7-metylacji, jednak
przypuszczalnie konieczne jest zastosowanie wyzszego stezenia enzymu. W kolejnym podejsciu
powtorzono eksperyment fluorescencyjny z dziesigciokrotnie wyzszym stezeniem Ecml
rownym 100 nM. Dodatkowo wykonano takze mieszaniny zawierajgce inhibitor DcpS RG3039
oraz inhibitor N7—metylotransferazy sinefunging (Rys. IV. 106). Wykonano nastepujace
mieszaniny, zawierajace 2 uM sondy, 50 pM SAM oraz:

1 — brak enzymoéw;
2—-100 nM Ecm1,
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3 —10 nM DcpsS;
4 —100 nM Ecm1 i 10 nM DcpS;

5—-100 nM Ecm1, 10 nM DcpS i 30 uM sinefunginy;
6 — 100 nM Ecm1, 10 nM DcpS i 30 uM RG3039;
7 —100 nM Ecm1, 10 nM DcpS, 30 uM sinefunginy i 30 uM RG3039.

Zaobserwowano, ze obydwie sondy ulegaja N7—-metylacji, czemu towarzyszy spadek
intensywnosci fluorescencji, jednak jedynie produkt metylacji C6-1 jest stabilny i odporny na
hydroliz¢ przez DcpS (Rys. IV. 106). Wynik ten potwierdza, ze sonda GpCH2ppA-3°-O-Py3
(C6-1) moze by¢ stosowana do selektywnego monitorowania aktywnosci N7—metylotransferazy

w obecnos$ci enzymoéw degradujacych kap.
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Rys. IV. 106. Zmiany intensywnosci fluorescencji sondy A) GpsA-3’-0O-Py3 (C1-2) i B) GpCH2ppA-3’-
O-Py3 (C6-1) w trakcie inkubacji z mieszaning enzyméw Ecml i DepS. Warunki reakcji: 2 uM sondy,
50 uM SAM, 100 nM Ecml i 10 nM DcpS (dimer), 30 uM sinefunginy, 30 pM RG3039. Eksperymenty
przeprowadzono na czytniku ptytek w buforze 50 mM Tris—HCI pH 7,5 w 30°C.

Przypuszczalnie roznica w N7-
metylacji sond C1-2 i C6-1 wynika z inngj
kinetyki reakcji. Aby zweryfikowac te
hipoteze sonde¢ C6-1 w stezeniach 0—15 uM
inkubowano z 50 uM SAM 1 100 nM Ecm1
w 30°C wraz z odczytem intensywnoSci
fluorescencji w czasie. Do zaleznosci
otrzymanych predkosci poczatkowych od
stezenia sondy C6-1 dopasowano rownanie
Michaelisa-Menten i wyznaczono
parametry kinetyczne (Km, Vimax I Keat; RYS.
V. 107). Warto$¢ Km sondy C6-1 wynosita
4,92 £ 0,54 uM, a wydajnos¢ katalityczna
(kea/Km) 0,0158 £ 0,0019 st uM?, co
potwierdza, ze sonda C6-1 jest gorszym
substratem N7-metylacji przez Ecml
(wydajnos¢ katalityczna sondy C1-2 to
0,074 £ 0,010 st uM™Y).
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Rys. IV. 107. Wyznaczanie parametrow kinetycznych
reakcji N7—metylacji sondy GpCH.ppA-3’-O-Py3 (C6-
1) przez Ecm1. Predko$¢ poczatkowa reakcji w funkcji
stezenia sondy C6-1 w obecnos$ci kosubstratu SAM i
N7-metylotransferazy Ecml1: 100 nM Ecml/50 uM
SAM. Zaprezentowane dane to wartosci $rednie + SD.
Postep reakcji odpowiada standardowej Kinetyce
Michealisa-Menten.
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I\V.7.9. Podsumowanie

Celem projektu byto opracowanie bezposredniej metody wysokoprzepustowej o
ograniczonych kosztach, w oparciu o proste zmiany intensywnosci fluorescencji do
monitorowania aktywno$ci mRNA kap N7-guanino metylotransferazy. Modelowym, dobrze
scharakteryzowanym enzymem wykorzystanym w badaniach byta N7-metylotransferaza Ecm1
z Encephalitozoon cuniculi. Wyniki uzyskane dla Ecml nastgpnie wykorzystano do badan
ludzkiej N7-metylotransferazy RNMT w kompleksie z podjednostka RAM. W celu
zaprezentowania uzytecznosci metody przetestowano takze modelowe biatko wirusowe Vaccinia
Capping Enzyme (VCE), posiadajace aktywno$¢ N7—metylotransferazy.

Sondy fluorescencyjne zaprojektowano gidwnie w oparciu o struktur¢ analogéw GpzA,
ktoére zostaly zsyntetyzowane w reakcji CuAAC pomiedzy nukleotydem modyfikowanym grupa
alkinowa, a znacznikiem fluorescencyjnym, zawierajagcym grupe azydkowa. Nalezy zaznaczy¢,
ze mononukleotydowy analog G nie byl dobrym substratem dla enzymu Ecml. Wynik ten
wymogl zastosowanie bardziej ztozonej struktury, takiej jak dinukleotyd. W celu optymalizacji
struktury sondy wyselekcjonowano najbardziej korzystny znacznik fluorescencyjny, pozycje
znakowania oraz odlegto$¢ pomigdzy guanozyna i znacznikiem. Przetestowano sze$¢
fluoroforow wiaczajac w to piren (Py, Py3), perylen (Pe), analog BODIPY (BDP-FL), 5-
karboksyfluoresceing ((5)FAM2), cyjaning 3 (Cy3) i cyjaning 5 (Cy5). Poszukiwano znacznika,
ktoérego intensywnos¢ fluorescencji ulega zmianie na skutek réznicy w oddziatywaniu z
guanozyng oraz N7-metyloguanozyng — produktem metylacji. Zaobserwowano, ze N7-—
metylacja znakowanego pirenem GpsA (C1l-1) prowadzita do najwigkszych zmian
intensywnos$ci fluorescencji, ktora spadala w trakcie procesu. Zjawisko to zostato takze
zaobserwowane w warto$ciach wydajnosci kwantowych QY niemetylowanych sond GpsA (C1-
11 C1-2) w porownaniu do N7—metylowanych (C2-1 i C2-2), ktérych QY byty od dwoch do
siedmiu razy nizsze. Wynik ten oznacza, ze fluorescencja pirenu jest wygaszana bardziej
efektywnie przez 7-metyloguanozyne niz guanozyng. Wniosek ten jest podobny do poprzednich
obserwacji, w ktorych piren byl unikalnym fluoroforem, a jego fluorescencja wygaszana jest w
roézny sposob przez rézne zasady azotowe (Rozdziat IV. 4). Struktura GpsA znakowanego
pirenem poprzez pozycje 3°-O adenozyny (C1-1) byta dalej optymalizowana poprzez testowanie
roznych pozycji znakowania, jak 2’-O/3’-O guanozyny, N6-adeniny i N1-guaniny w GpsG.
Jedynie znakowanie w 3’-O pozycji adenozyny prowadzilo do zmian intensywnosci
fluorescencji w trakcie N7-metylacji. Nastepnie, stosujac dtuzszy linker pomiedzy pirenem i 3’-
O adenozyna (Py3) polepszono mierzony sygnat analityczny (C1-2). Ostatecznie sonda C1-2
zostala wyselekcjonowana do opracowania metody opartej o zmiany intensywnosci fluorescencji
FLINT do badan aktywnosci N7—metylotransferaz (PyFLINT-M).

W celu zoptymalizowania warunkow reakcji wyznaczono parametry kinetyczne N7-
metylacji sondy C1-2 katalizowanej przez Ecm1 i RNMT-RAM. Wartos¢ Km substratu C1-2 dla
Ecml1 (22,0 £2,4 uM) byta wyzsza niz dla RNMT-RAM (11,4 £ 2,8 uM), co oznacza, ze reakcja
katalizowana przez RNMT-RAM szybciej osigga predkos¢ maksymalng. Wydajno$é
katalityczna enzymow zostata obliczona, jako Kcat/Km 1 dla enzymu Ecm1 miata wyzszg warto$¢
(0,075 st uM™), niz dla RNMT-RAM (0,014 s pM™1), co oznacza, ze sonda C1-2 jest lepszym
substratem enzymu Ecml. St¢zenie kosubstratu SAM ustalono z wyznaczonych krzywych
Michaelisa-Menten, prezentujgcych zalezno$¢ predkosci poczatkowej od stezenia SAM.
Wybrano st¢zenie SAM z gérnego plateau krzywych, aby predkos¢ reakcji nie zmieniata si¢ na
skutek niewielkich zmian stgzenia SAM (50 uM dla Ecm1 i 20 uM dla RNMT-RAM).
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Metode fluorescencyjng do badan Ecml i RNMT-RAM poddano walidacji poprzez
wyznaczenie parametréw Z. Potwierdzono, ze obydwie metody moga byé stosowane w
eksperymentach HTS, gdyz ich parametry z sg wigksze od 0,5 (0,74 dla Ecm1i 0,67 dla RNMT-
RAM).

W celu wykazania uzyteczno$ci metody PyFLINT-M zastosowano ja do charakterystyki
malej biblioteki 8 zwigzkow o strukturze nukleotydowej, jako potencjalnych inhibitoréw N7—
metylacji, podstawionych w pozycji C8 lub modyfikowanych siarka w C6. Analogi GpsA
posiadaty modyfikacje C8: -metylows, -cyklopropylowa, -winylowg i —fenylowg. Sprawdzono
takze, czy modyfikacja C8 grupa trifluorometylowa, ktéra wycigga gestos¢ elektronowa z
piercienia guaniny, poprawia wlasciwosci inhibujace N7-metylotransferazy. Na podstawie
obliczonych ICso dla enzymu Ecm1 mozna stwierdzi¢, ze najsilniejszym inhibitorem o strukturze
nukleotydowej jest analog winylowy 8-Vi-GpsA, ktorego wysoka warto$¢ wspotczynnika Hilla
moze sugerowac inhibicje¢ nieodwracalng na skutek zajs$cia reakcji addycji Michaela z grupa
tiolowa lub aminowa w miejscu wigzacym biatka. Z tego wzgledu przetestowano takze seri¢ 8-
winylowych mononukleotydéw guanozynowych oraz 7-metyloguanozynowych. Stwierdzono,
ze obecnos¢ drugiego nukleotydu jest istotna dla wtasciwos¢i inhibujacych (8-Vi-GpsA vs. 8-Vi-
GDP oraz ®SGpsA vs. ®SGDP). Nukleotydy 8-winylo-7-metyloguanozynowe, jako analogi
produktu N7—metylacji byty stabymi inhibitorami.

W kolejnym etapie wybrane zwigzki przetestowano w eksperymencie inhibicji N7-
metylacji katalizowanej przez ludzki enzym RNMT-RAM. Takze w tym przypadku
najsilniejsym nukleotydowym inhibitorem byt 8-Vi-GpsA, jednak po porownaniu ICso do
warto$ci otrzymanych dla Ecml, zaobserwowano, ze analogi 6-S silniej hamuja metylacje
katalizowang przez RNMT-RAM. Analizujac otrzymane wyniki mozna takze stwierdzi¢, ze
modyfikacje C8- i 6-S poprawiajg wtasciwosci inhibujgce w poréwnaniu do niemodyfikowanego
GpsA. W przypadku obydwu bialek sinefungina inhibowata metylacje najsilniej, jednak 8-Vi-
Gp3A jest strukturalnie podobny do substratu N7—metylotransferaz, wobec czego moze postuzy¢,
jako wyjs$ciowa struktura do dalszego projektowania selektywnie dziatajacych inhibitorow.

Nastepnie metode PyFLINT-M zastosowano do przeprowadzenia wysokoprzepustowych
eksperymentéw przesiewowych komercyjnie dostepnej biblioteki zwigzkow LOPAC®!*0,
zawierajace] 1280 maloczasteczkowych zwigzkéw, dla  ktéorych wykazano, ze s3
farmakologicznie czynne. W efekcie wyselekcjonowano 56 zwigzkéw, ktore hamowatly postep
N7-metylacji w przynajmniej 90%. Nastepnie wyznaczono parametry ICso 56 zwiazkow, w
wyniku, czego zidentyfikowano 14 molekut o ICso < 0,4 pM, w tym 4 o ICsp < 0,05 uM.
Najsilniejszym znalezionym inhibitorem Ecml o ICsp 0,015 + 0,005 uM zblizonym do
sinefunginy (0,020 + 0,004 uM) byt analog suraminy NF 023. Suramina takze silnie inhibowata
aktywno$§¢ N7—metylotransferazy, jednak nieco stabiej niz NF 023 (ICso = 0,046 + 0,006 uM).
Suramina i jej analogi dzialajg na wiele celéw biologicznych,%! czesto oddziatujac z miejscem
wigzacym nukleotyd w strukturze biatka.3'!] Ponadto w literaturze wielokrotnie prezentowano
ich wasciwosci inhibujace aktywno$é metylotransferaz histonowych.*'? Jednak suramina jest
duza molekutg 1 jej szerokie zastosowania biologiczne sprawiaja, ze nie jest selektywnym

inhibitorem. Kolejny zidentyfikowany inhibitor — kwas aurintrokarboksylowy (ang.
Aurintricarboxylic acid, AA) polimeryzuje w $srodowisku wodnym inhibujagc w ten sposob
oddzialywania biatko — kwas nukleinowy. Polianionowa forma AA interferuje z

oddziatywaniami elektrostatycznymi, ktore sg niezbedne do uformowania kompleksu biatka z
kwasem nukleinowym.B®l W literaturze wykazano juz, ze AA jest inhibitorem N7-
metylotransferazy, np. koronawirusow,*¥! poprzez oddziatywanie z 3°-O pozycja rybozy SAM
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w miejscu wigzacym biatka.['*¥ Podobnie do suraminy AA oddziatuje na wiele celow
molekularnych przez co nie jest inhibitorem selektywnym. Kolejna grupa inhibitoréw
zidentyfikowanych w bibliotece LOPAC®!2% 53 analogi flawonoidéw: galloflawina (ICso 0,119
+ 0,018 uM), kwercetyna (ICsg 0,124 £ 0,019 uM) i myricetyna (ICso 0,140 £ 0,012 uM).
Zwiazki te s3 malymi molekutami, zbudowanymi =z pierScieni aromatycznych,
funkcjonalizowanych grupami hydroksylowymi (-OH), ktére moga by¢ tatwo zmodyfikowane
chemicznie, dzigki czemu stanowig obiecujacy cel w dalszej optymalizacji struktury i
projektowaniu lekow. Kwercetyna i myricetyna posiadajg wlasciwosci inhibujace biatko SARS-
nspl4, odpowiedzialne za katalize N7-metylacji, oraz ludzka N7-MTaze RNMT-RAM.[%)
Ciekawym odkryciem jest takze barwnik Reactive Blue 2 o ICsp 0,043 + 0,007 uM, w ktdrego
strukturze dominujg uktady aromatyczne.

Poréownujac struktury najsilniejszych wykrytych inhibitoréw z biblioteki LOPAC®'2%0
wywnioskowano, ze obecno$¢ grup sulfonowych zwigksza wihasciwosci inhibitorowe wobec
Ecml. W literaturze odnotowano, ze grupy naftylosulfonowe (NS) suraminy konkurujg z
peptydami w reakcji N7—metylacji przez enzym PRMT1. Podstawnik anionowo-sulfonianowy
tworzy wigzania wodorowe z azotami grupy guanidynowej argininy, a pierscien naftalenu
oddziatuje z jej tancuchem bocznym poprzez oddziatywania van der Waalsa i n-stacking.[3*4!

Pozostate zwigzki sposrod najsilniejszych 14 zidentyfikowanych inhibitoréw z biblioteki
LOPAC®?8 to: tyrfostina 51, mifamurtyd, protoporfiryna 1X, 6-hydroxy-DL-DOPA,
cefsulodyna oraz Ro 8-4304. Zgodnie z najlepsza wiedza Autorki wtasciwosci inhibujace tych
zwigzkow wzgledem mRNA kap N7-guanino metylotransferazy zaprezentowano po raz
pierwszy w niniejszej pracy.

Podsumowujgc, opracowana metoda fluorescencyjna PyFLINT-M pozwala na
monitorowanie aktywnosci oraz inhibicji enzymu mRNA kap N7—guanino metylotransferazy w
czasie rzeczywistym. Metoda oparta jest o zmiany intensywnosci znakowanego pirenem analogu
GpsA, ktorego synteza jest prosta i niedroga oraz nie wymaga skomplikowanego uktadu. Metode
mozna stosowa¢ do monitorowania aktywnosci N7—metylotransferaz z r6znych organizmow, jak
przedstawiono dla enzymow Ecml, RNMT-RAM i VCE. Zatem mozliwa jest ocena
selektywno$ci inhibitorow wzlgedem N7-metylotransferaz zaangazowanych w procesy
chorobotworcze, co jest kluczowe do rozwoju odpowiedniej terapii. Ograniczenie metody moze
wynikac z faktu, 1z piren absorbuje 1 emituje w bliskim UV. Jednak pomimo interferencji z emisja
czternastu zwigkdow w bibliotece LOPAC®'?% nadal mozliwa byta ocena ich wiasciwosci
inhibitorowych (podobnie w przypadku fluoryzujacego 8-Ph-GpsA).

Ponizsza Tabela IV. 25 zawiera opis warunkoéw oraz sposdb wykonania eksperymentow
wykorzystujacych opracowang metode PyFLINT-M.

Tabela 1'V.25. Optymalne warunki stosowania metody fluorescencyjnej, przeznaczonej do wyznaczania

statych inhibicji inhibitorow N7-MTazy, w oparciu o zmiany fluorescencji sondy pirenowej C1-2 w
czasie (PyFLINT-M).

Optymalne stezenie sondy Ecml -2 uM
RNMT-RAM -2 uM

Optymalne stgzenie kosubstratu SAM Ecml - 50 uM
RNMT-RAM - 20 uM

Optymalne stezenie enzymu Ecml - 10 nM
RNMT-RAM - 20 nM

Sktad probki
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Bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,5

Dhugosé¢ fali wzbudzania/emisji sondy 345 nm/378 nm
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€ Punkty temperaturowe 30°C
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§ Warunki preinkubaciji I: 15 min/300 rpm
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I1: 20 minut pomiaru na czytniku bez enzymu

IVV.8. Metoda fluorescencyjna do badan tworzenia kompleksu
nukleotyd-TG2

W poprzednich rozdziatach zaprezentowano uzyteczno$¢ metod fluorescencyjnych w
badaniach oddziatywan biatko-ligand, opartych o proste pomiary intensywnos$ci fluorescencji
FLINT. Sposrdd testowanych mononukleotydowych analogéw kapu znakowanych réznymi
fluorofortami takimi, jak piren, BDP-FL, karboksyfluoresceina czy cyjaniny, jedynie analogi
znakowane pirenem zmieniajg intensywno$¢ fluorescencji na skutek zwigzania z biatkiem, badz
degradacji enzymatycznej. Zjawisko to wynika z obecnosci oddzialywan wygaszajacych
pomiedzy zasadg azotowa, a pirenem. Pomiary FLINT majg wiele zalet — sg proste i nie
wymagaja stosowania skomplikowanego uktadu pomiarowego. Jednak maksimum emisji pirenu
znajduje si¢ w zakresie bliskiego UV, co moze prowadzi¢ do interferencji z naturalng
fluorescencja ligandow. Z tego punktu widzenia korzystne jest stosowanie znacznikdéw
fluorescencyjnych o emisji w zakresie §wiatta widzialnego, takich jak fluoresceiny, czy cyjaniny.
Gdy zmiana intensywnosci fluorescencji zachodzaca w trakcie procesu jest nieznaczna zwigzek
moze znalez¢ zastosowanie m. in. w pomiarach polaryzacji fluorescencji FP (anizotropii FA).

Monoznakowane nukleotydy guanozynowe zostaly zastosowane w niniejszej pracy
doktorskiej do opracowania metody fluorescencyjnej przeznaczonej do charakterystyki miejsca
wigzacego GTP ludzkiego biatka transglutaminazy Il (TG2) w oparciu o pomiary polaryzacji
fluorescencji. Transglutaminaza II przejawia wiele aktywno$ci zwigzanych z metabolizmem
aminokwasow, peptydow i nukleotydow. Podobnie do innych transglutaminaz, TG2 jest
odpowiedzialna za kataliz¢ procesu sieciowania biatek i peptydow w reakcji transamidacji
pomiedzy glutaming, a lizyng (lub inng aming pierwszorzedowa). Proces ten jest zalezny od
jonow Ca?"* i prowadzi do utworzenia odpornego na proteolize wiazania y-glutamylo-g-
lizyny.[**1 Druga, wspomniang aktywnoscia TG2 jest wigzanie GTP/aktywno$¢ GTPazy (takze
ATP). Zwigzanie czasteczki GTP/GDP przez TG2 prowadzi do inhibicji jego aktywnosci
transamidacji i promuje aktywno$¢ biatka G. Zwiazanie jonéw wapnia Ca?* wywotuje odwrotny
efekt. Zatem GTP/GDP i jony Ca?* sa odwrotnymi regulatorami aktywnosci transamidazy i
GTPazy biatka TG2.1147]

W ramach projektu poszerzono zestaw fluorescencyjnych sond guanozynowych.
Zsyntetyzowano seri¢ G-nukleotydow rdznigcych si¢ znacznikiem fluorescencyjnym (BDP-FL,
5-karboksyfluoresceina lub 6-karboksyfluoresceina), iloscig grup fosforanowych, dlugoscia
linkerow oraz obecno$cig modyfikacji chemicznej. Analizujgc wyznaczone wartosci statych
dysocjacji Kp oraz wspotczynnikow wygaszania Q wybrano najbardziej optymalng sondg
fluorescencyjna, wykorzystang nast¢pnie do opracowania metody FA. Poprawnos$¢ dziatania
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metody zweryfikowano w eksperymencie wigzania kompetycyjnego ze znanymi ligandami
biatka TG2: GTP, GTP,S, GDP i ATP. Wyznaczono takze warto$¢ parametru Z W czasie
inkubacji uktadu przez 0, 30 i 60 min. Opracowang metod¢ zastosowano nastepnie do
charakterystyki biblioteki 24 ligandow o strukturze nukleotydowej. Na koniec metode
zastosowano do wyznaczenia ICso nieodwracalnych, allosterycznych inhibitorow biatka.

Projekt realizowano we wspotpracy z grupa dr Markusa Pietscha z Instytutu II
Farmakologii, Centrum Farmakologii Wydziatu Medycznego Uniwersytetu w Kolonii. Autorka
niniejszej pracy przeprowadzita syntez¢ fluorescencyjnych analogow G-nukleotydow oraz ich
charakterystyke spektroskopowg w Laboratorium Chemii Bioorganicznej CeNT UW. Wraz z dr
Christophem Hauserem autorka wykonywata takze pomiary biofizyczne w trakcie stazu
badawczego w grupie dr Markusa Pietscha w ramach programu Erasmus+.

IV.8.1. Charakterystyka spektroskopowa — Seria D

W ramach Serii D fluorescencyjnie znakowanych mononukleotydéw zsyntetyzowano 12
zwigzkow zawierajacych fluorofory BDP-FL, 5-karboksyfluoresceing i 6-karboksyfluoresceing
przylaczone linkerem etylowym, butylowym lub heksylowym z pierScieniem triazolowym.
Otrzymano analogi di- 1 trifosforandw guanozyny oraz jeden analog nukleotydu 7-
metyloguanozynowego. Ponadto przetestowano takie modyfikacje chemiczne, jak o.f-
metylenobisfosfonianowa i a-tiofosforanowa (Rys. 1V. 108).
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Rys. 1V. 108. Struktury sond stosowanych do badan wigzania ligandéw z biatkiem TG2.
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W pierwsze] kolejnosci scharakteryzowane zostalty wilasciwosci spektroskopowe
otrzymanych sond fluorescencyjnych. Wykonano pomiar widm absorpcji, wzbudzania oraz
emisji fluorescencji (Rys. IV. 109). Zarejestrowane widma znakowanych nukleotydow
odpowiadajg widmom izolowanych znacznikow BDP-FL i 5-karboksyfluoresceiny. Emisja
fluoroforow znajduje si¢ w zakresie $wiatla widzialnego i charakteryzuje si¢ ona wysokimi
warto$ciami wydajnosci kwantowych. W przypadku znacznika BDP-FL widoczne jest bardzo
mate przesunigcie Stokesa rzedu 2—-3 nm.
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Rys. 1V. 109. Widma absorpcji, wzbudzania oraz emisji fluorescencji analogow GTP znakowanych A)
BDP-FL (D1-1) i B) 5-karboksyfluoresceing (D5-1). Widma zostaty zarejestrowane w buforze 50 mM
Tris—HCI pH 8,0 w stezeniu 1 uM.

IV.8.2. Optymalizacja struktury sondy — wyznaczanie Kp kompleksu nukleotyd-
TG2

W celu wyselekcjonowania optymalnej sondy fluorescencyjnej do charakterystyki
ligandow miejsca wigzacego GTP biatka TG2, wszystkie otrzymane zwiazki przetestowano w
eksperymencie majacym na celu wyznaczenie statej dysocjacji Kp. Anizotropia sondy
niezwigzanej jest niska i1 ro$nie w trakcie miareczkowania biatkiem TG2 na skutek utworzenia
kompleksu (Rys. 1V. 110).

niska anizotropia wysoka anizotropia
Rys. 1V. 110. Schemat przedstawiajacy zmiany anizotropii fluorescencji matoczasteczkowej sondy
fluorescencyjnej z biatkiem TG2.

Wykonano od trzech do dziewigciu oddzielnych powtdrzen pomiardw anizotropii
fluorescencji mieszanin sondy w stezeniu 50 nM oraz biatka TG2 w stgzeniach 0.1 — 1000 nM
w buforze 200 mM MOPS, 1 mM EDTA, pH 7,3. Mieszaniny inkubowano w temperaturze 30°C.
Odczytu zaréwno anizotropii, jak i intensywnosci fuorescencji dokonano po 0, 30 1 60 minutach.
W oparciu o zmiany intensywnosci fluorescencji w trakcie wigzania z TG2 wyznaczono wartosci
wspotczynnka wygaszania Q, bedacego stosunkiem fluorescencji przy catkowitym wigzaniu Qp
do fluorescencji przy braku wigzania Qr (Qu/Qf). Korzystajac z obliczonych Q oraz anizotropii
wolnej i1 zwigzanej sondy wykonano poprawke =zarejestrowanych warto$ci anizotropii
fluorescencji w roznych stezeniach biatka, zgodnie ze wzorem (25). Do otrzymanych zaleznosci
skorygowanej anizotropii fluorescencji od st¢zenia biatka zostata dopasowana krzywa wigzania
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opisana wzorem (3). Zastosowanie poprawki prowadzi do zmniejszenia wartosci Kp (Rys. 1V.
111A). Czas inkubacji mieszaniny sonda-biatko takze wplywa na obliczong wartos¢ Kp — im
dhuzszy czas tym nizsze wyznaczone Kp (Rys. IV. 111B).

Krzywe wigzania uzyskane po 60 minutach inkubacji sond z biatkiem TG2 po
zastosowaniu poprawki na wartosci anizotropii fluorescencji, zostaly zaprezentowane na Rys.
IV. 112. Obliczone warto$ci Kp oraz wspotczynniki wygaszania Q zestawiono w tabeli 1V. 26.

150 T T T T T 200 T T T T

b -©- bez popr. (Kp = 288 £ 67 nM) © -©- 60 min (K, =593 £ 151 nM)
o — o —
2 < 1257 popr. (Kp = 492+ 103 nM) 2 < -~ 30 min (K, = 360 £ 77 nM)
o E S g 1sof
e 2z -~ 0 min (K = 162 + 27 nM)
s 2 o

c f=
© © s o 100F
S o 5[ S o
2 3 e 3
z = : 2
s S sof s S sof
Q = a &
o o
o 25[, " 1 o 0 " al " al al

0.1 1 10 100 1000 0.1 1 10 100 1000
A) Crgz (NM) B) Crgo (NM)

Rys. IV. 111. Poréwnanie krzywych wigzania sondy D5-1 do biatka TG2 wyznaczonych w temperaturze
30°C: A) bez lub z poprawka po 60 minutach inkubacji; B) z poprawionymi warto$ciami anizotropii
fluorescencji po réznych czasach inkubacji: 0, 30 i 60 min. Wartosci $rednie = SEM, n = 1.

150 T T T T T
-©- D1-1 (n = 6)

© —-©- D3-1 (n = 3)
o 125F -
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Rys. IV. 112. Poréwnanie krzywych wigzania zsyntetyzowanych sond fluorescencyjnych z Serii D do
biatka TG2. Przedstawione wartosci sg warto$ciami $rednimi = SEM z 3-9 eksperymentow po 60
minutach inkubacji uktadu w temperaturze 30°C. Obliczone wartosci Kp zestawiono w Tabeli 1V.26.

Tabela 1V.26. Wyznaczone warto$ci Kp sond D1-1 oraz D3-1-D9-1 do biatka TG2. Przedstawione dane
sa srednimi warto$ciami z 3 niezaleznych eksperymentéw = SEM.

Zwiazek Ko (nM) n Q
X
c
S GTP,S-BDP-FL (D1-1) 940 + 120 6 4,69 + 0,41
N
Gp2C2(5)FAM2 (D3-1) 4037 £ 2479 3 1
o & Gp2C.(5)FAM2 (D4-1) 690 + 443 3 0,77 + 0,02
2 S = | GpsCz(5)FAM2 (D5-1) 181+ 10 9 1,46+ 0,18
& 'é‘ S | GpsCa(5)FAM2 (D6-1) 447 £ 42 4 1
8 S & | GpsCa(5)FAMA4 (D5-2) 432 + 84 3 1
= GpsCa(5)FAMS6 (D5-3) 356 + 33 3 1
GpsC2(6)FAMG (D5-4) 239 £33 3 1
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fluorescencji (mA)

GPCH2ppC2(5)FAM2 (D7-1) 506 + 76 3 1
GpsppCa(5)FAM2 D1 (D8-1) 476 + 65 3 2224035

Modyfikacja
chemiczna

GpsppCa(5)FAM2 D2 (D9-1) 266 + 43 3 1,09 +0,72

n — liczba eksperymentow
Q — zmiana intensywnosci fluorescencji w trakcie wigzania (wspotczynnik wygaszania)

Zwiazek m’GTP,S-BDP-FL (D2-1) nie wigzat si¢ z biatkiem, dlatego tez pozostate sondy
zawieraly tylko nukleozydy guanozynowe. Nukleotydy znakowane (5)FAM okazaly si¢ by¢
lepszymi sondami do opracowania metody badania wigzania z pomiarami anizotropii
fluorescencji niz zwigzek znakowany BDP-FL (D1-1) ze wzglgdu na nizszg wartosé
wspotczynnika wygaszania Q. W przypadku pomiaréw anizotropii fluorescencji inaczej niz w
pomiarach FLINT istotne jest, aby wspdlczynnik wygaszania byt jak najblizszy 1. Obecnosé
pierscienia triazolowego przytaczonego bezposrednio do atomu fosforu jest preferowana ze
wzgledu na nizszag warto§¢ Kp, w porownaniu do nukleotydow zawierajacych linker
dwuweglowy pomiedzy pierscieniem triazolowym, a atomem fosforu (Kp 181 + 10 nM dla D5-
11447 +42 dla D6-1). Ponadto difosforany sg stabszymi ligandami biatka TG2 (Kp 4037 + 2479
nM dla D3-1 i 181 + 10 nM). Wydluzenie linkera pomiedzy pier§cieniem triazolowym, a
znacznikiem fluorescencyjnym prowadzi do korzystnego zmniejszenia wspolczynnika Q do
warto$ci 1, jednak powinowactwo sondy do biatka zmniejsza si¢ okoto dwukronie. Modyfikacje
chemiczne tancucha fosforanowego a,B-metylenobisfosfonianowa (D7-1) i a-tiofosforanowa
(D8-1 i D9-1) nie zwigkszaja powinowactwa sondy do biatka TG2. Podsumowujac wszystkie
wnioski wyciggniete z pomiaréw Kp sonda GpzCz(5)FAM2 (D5-1) zostata wyselekcjonowana
do opracowania metody fluorescencyjnej FA i badania ligandow niefluoryzujacych, ze wzglgdu
na najnizszg warto$¢ Kp i Q zblizone do 1. Za optymalne warunki uznano warunki eksperymentu
wyznaczania Kp sond fluorescencyjnych i 300 nM biatka TG2.

IV.8.3. Walidacja metody

W celu zweryfikowania czy opracowana metoda wykorzystujaca pomiary anizotropii
fluorescencji moze by¢ stosowana w wysokoprzepustowych eksperymentach przesiewowych
wyznaczono wartos¢ parametru z. W tym celu wykonano pomiary kontroli pozytywnej, bedacej
mieszaning 50 nM sondy D5-1 i 300 nM TG2 oraz negatywnej, zawierajacej dodatkowo 30 uM
GTP,S (72 powtorzenia). Mieszaniny inkubowano w 30°C przez 60 minut. Po czasie 0, 30 i 60
min wykonano odczyt intensywnosci oraz anizotropii fluorescencji (Rys. IV. 113).

———— 20— ———————————
200 = 0'min 200 30 min 60 min
175} pozytywna 2=0,641 < 175¢ 220541 9 175 2=0,52
[ O, @50 o0, | e _ [ ] S 150} pozytywna
| TR e AN NIRRT e
F 4 Ad F - N ~ F <
125 Solasp N 0% o8 el e R e T A2
100+ g§100' 1 ggloo» <
oo ° ° g3 ° o @ 23 ° 6, oo
50F 208 % 9gsS. s 50r FooP ° 1 2= 50 of 2 <
ol S ot I I ool A Cofreiwly 1 & N L L
negatywna negatywna negatywna
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Rys. 1V. 113. Wyznaczanie parametru z metody FA badania powinowactwa ligandow do biatka TG2 po
roéznych czasach inkubacji: 0, 30 1 60 min w 30°C, z uzyciem sondy GpsCz(5)FAM2 (D5-1).
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IV.8. Metoda fluorescencyjna do badan tworzenia kompleksu nukleotyd-TG2

Obliczone warto$ci parametru z wynosity 0,64, 0,54 1 0,52 po czasie inkubacji uktadu
odpowiednio 0, 30 i 60 min. Uzyskane wartosci powyzej 0,5 oznaczaja, ze metod¢ mozna
stosowa¢ w eksperymentach HTS. Jako$¢ metody spada wraz z czasem inkubacji probek, a po
60 minutach znajduje si¢ na granicy klasyfikacji, jako metoda HTS. Metode mozna dopracowac
projektujac bardziej czutg sonde¢, badz zmieniajac warunki prowadzenia pomiarow. Jednakze
uzyskany wynik jest wystarczajacy, aby mozna bylo zastosowaé opracowang metode do
wyznaczania stalych powinowactwa ligandow tworzacych kompleks z biatkiem TG2 poprzez
oddziatywanie w miejscu wigzagcym GTP.

IV.8.4. Wyznaczanie Kp serii niefluoryzujacych nukleotydow

Sonda GpzC2(5)FAM2 (D5-1) zostala wyselekcjonowania do przeprowadzenia
eksperymentéw kompetycyjnego wigzania z wybranymi, niefluoryzujacymi nukleotydami w
celu wyznaczenia ich warto$ci ICso. W pierwszej kolejnosci wyznaczono ICso znanych ligandéw
TG2: GTP, GTP,S, GDP oraz ATP, a nastgpnie otrzymane wartosci poréwnano z danymi
literaturowymi, celem sprawdzenia poprawnos$ci dziatania metody. Eksperyment wykonano w
zoptymalizowanych warunkach: 50 nM sondy D5-1, 300 nM TG2 dla 0-100 uM inhibitora.
Nastepnie mieszaniny inkubowano w 30°C przez 60 minut. Zmierzone warto$ci anizotropii
fluorescencji zostaly skorygowane w oparciu o wyznaczony wczesniej wspotczynnik
wygaszania dla sondy D5-1. Do otrzymanych zalezno$ci dopasowano roéwnanie
czteroparametrowe (5), dzigki czemu zostaly wyznaczone wartosci ICso (Rys. V. 114; Tabela
IV. 27). Otrzymane wartosci ICsg sg zblizone do danych literaturowych (GTP jest najsilniejszym
inhibitorem, a ATP najstabszym), co oznacza, ze opracowana metoda moze by¢ z powodzeniem
stosowana do poszukiwan ligandow miejsca wigzacego GTP ludzkiej transglutaminazy II.

150
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fluorescence anisotropy (mA)

50+
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10 10° 10! 102 10%® 10% 10°
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Rys. 1V. 114. Krzywe wigzania wybranych ligandow GTP, GTP,S 1 GDP z biatkiem TG2 (warto$ci
$rednie + SEM, n = 3).

Tabela 1V.27. Zestawienie wartosci ICsp wybranych ligandéw biatka TG2. Przedstawione dane sa
srednimi warto$ciami z 3 niezaleznych eksperymentéw = SEM.

Zwiazek ICso (LM) ICso lit. (M)
GTP 0,069 + 0,006 0,260
GTP,S 0,115+ 0,007 0,500
GDP 0,42 +0,12 0,77
ATP b.d* ~10°

*warto$¢ nie moze by¢ wyznaczona ze wzgledu na zbyt stabe wigzanie z biatkiem

W kolejnym etapie metode zastosowano do scharakteryzowania biblioteki 24 ligandow o
strukturze nukleotydowej. Wartosci ICsop wyznaczono w analogiczny sposob, jak opisano
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powyzej (Tabela IV. 28). Biblioteka zawierata zaréwno mono-, jak i dinukleotydy G- lub m’G-
guanozynowe. Zwiazki réznity si¢ migdzy sobg iloscig grup fosforanowych oraz modyfikacjami
chemicznymi. Przetestowano wptyw modyfikacji: fluorofosforanowej, o-tiofosforanowej, a-
boranofosforanowej,
dichlorometylenowej i B,y-difluorometylenowej na powinowactwo nukleotydu do biatka TG2.

a,B-metylenobisfosfonianowej,

a,B-imidofosforanowej,

B’Y_

Tabela 1V.28. Zestawienie wartosci ICsp biblioteki nukleotydow wyznaczonych metoda polaryzacji
fluorescencji. Przedstawione dane sg Srednimi wartosciami z 3 niezaleznych eksperymentéw = SEM.
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W oparciu 0 wyznaczone ICso biblioteki nukleotydowej mozna okresli¢ nastepujgce
zaleznosci struktura—aktywno$¢ SAR (ang. Structure-Activity Relationship):
e Atom fluoru w terminalnej grupie fosforanowej niweluje jeden tadunek ujemny, co
prowadzi do okoto 10-krotnego ostabienia wigzania (GDPF vs. GDP, GTPF vs. GTP,
GpCH2pF vs. GpCH2p, GpNHpF vs. GpNHp, GpspF vs. Gpsp);

e Trifosforany nukleozydow wigzg si¢ silniej niz difosforany — wartosci ICso rosng okoto
10-krotnie (GTP vs. GDP, GTPF vs. GDPF, GpCH2ppF vs. GpCH2pF, GpNHppF vs.
GpNHpF, GpBH3ppF D2 vs. GpBH3pF D2, GpCH2pp vs. GpCH2pp);

e Modyfikacja o—p (np. P-O-P do P-CH2-P) jest lepsza dla wigzania liganda z TG2 niz -
v (GpCHzpp vs. GppCH2p);

e Modyfikacje chemiczne tancucha fosforanowego wptywaja na powinowactwo ligandow
do biatka. Mozna uszeregowa¢ je w nastgpujacej kolejnosci od najlepszych do
najgorszych: —-NH-(a—) ~ -S (o)) ~ -CF2- (B—y) dinukleotyd ~ brak modyfikacji > -CH,-
(0—B) ~ -CCl-(B—y) > -CHz-(B—y) > ~ -BHs (a).

IV.8.5. Wyznaczanie 1Csg inhibitoréw allosterycznych miejsca wigzgcego GTP

biatka TG2

TG2 jest biatkiem wielofunkcyjnym o réznych aktywnos$ciach, takich jak katalizowanie
transamidacji peptydow i1 wigzanie GTP. Obydwie aktywnosci sg zalezne od stezenia jonow
wapnia Ca?* w roztworze. W wysokich stezeniach Ca?>" TG2 posiada konformacje otwartg i
wykazuje aktywno$¢ transamidacji, podczas gdy w niskich stezeniach Ca?* TG2 zmienia

konformacje na zamknigta, zdolng do wigzania GTP (Rys. IV. 115A).

[145, 149]

Naukowcy z grupy dr Pietscha opracowali metode anizotropii fluorescencji, pozwalajaca
na monitorowanie aktywnosci transamidazy biatka TG2 oraz jej zalezno$¢ od st¢zenia jondw
Ca?* Bl Korzystajac z opracowanej metody badania wigzania G—nukleotydéw do biatka TG2,
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opisanej w niniejszym rozdziale, zweryfikowano jak stezenie Ca®?* wplywa na tworzenie
kompleksu nukleotyd—-TG2. Na podstawie obydwu zalezno$ci wyznaczono stezenie jonoOw
wapnia Ca?" rowne 0,5 mM, jako optymalne do obserwacji obydwu aktywnosci TG2
jednoczesnie (Rys. IV. 115B).

[Ca*] =
0.5mM
1.2
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= E :
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$ z El
) 3
)‘—T 2“ : =
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Peptide B'-:;:rnrc] - 0.0
GDP/GTP Substrate
Nuc]co\id? vy v ey vy ' —r
(GDP or GTP) C-Terminal 10'4 10'3 10‘2 10'1 100 101 102 103
Third
2174 f-barel [CaCl;] (mM)
A) . 4 B)

Rys. IV. 115. A) Wptyw jonéw wapnia Ca®*" oraz ligandow GDP/GTP na konformaqq biatka TG2.
Rysunek zaczerpnigto z pracy Katt et al. 2018.Y1 B) Wplyw jonéw wapnia Ca?* na aktywno$¢
transamidazy (czerwony) i wigzania G-nukleotydow (wyznaczona przy pomocy sondy D5-1; czarny)
biatka TG2. Rysunek udostepniony dzigki uprzejmosci dr C. Hausera i dr M. Pietscha.

Opracowang metod¢ badania wigzania ligandow z TG2 wykorzystujaca zmiany
anizotropii fluorescencji sondy D5-1 przypuszczalnie mozna stosowa¢ do badan inhibitorow
miejsca aktywnego TG2, begdacych inhibitorami allosterycznymi miejsca wiazacego G-
nukleotydy, w stezeniu Ca** 0,5 mM. Aby zweryfikowaé to zalozenie przeprowadzono
eksperyment wyznaczania ICso trzech nieodwracalnych inhibitorow miejsca aktywnego TG2:
AWO09, AW14 i LM82 (bufor pomiarowy 100 mM MOPS, 0,5 mM CaCl, 50 uM EDTA, pH
7,3). Zwiazki zostaly zsyntetyzowane przez dr Roberta Wodtke z Wydziatu Chemii i Chemii
Zywnosci, Politechniki w Dreznie (Rys. 1V. 116A).5%l Wartosci 1Csp wyznaczono w
zoptymalizowanych warunkach metody opartej na sondzie D5-1 w stezeniu jonéw wapnia Ca?*
rownym 0,5 mM (Rys. IV. 116B; Tabela IV. 29).

120 r T T - or -
2 -0 AW 14
Q-r\
o
= <
;g 100
E =
© S 80 -
N\)J\ = Z
N 5 S oof ]
U ;-:
o
o
AWOS: X =F Y 1 4100’1 1;" 1;1 1;2 1-(;3 1;“ 1-(.)5
AW14: X =H, Y = NO, HNT(\
LM82: X =NO,, Y =X Cinn. (NM)

A) 0 B)

Rys. IV. 116. A) Struktury nieodwracalnych inhibitoréw miejsca aktywnego biatka TG2, begdacych
inhibitorami allosterycznymi w metodzie badania wigzania; B) Krzywe wigzania nieodwracalnych
inhibitoréw aktywnosci transamidazy biatka TG2 wyznaczone z uzyciem opracowanej metody
fluorescencyjnej z sondg D5-1 po 30 minutach inkubacji w temperaturze 30°C (wartosci $rednie = SEM,
n=3).
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IV.8. Metoda fluorescencyjna do badan tworzenia kompleksu nukleotyd-TG2

Tabela 1V.29. Zestawienie wartosci ICso wybranych nicodwracalnych inhibitorow aktywno$ci
transamidacji biatka TG2. Przedstawione dane sg sSrednimi warto$ciami z 3 niezaleznych eksperymentow

+ SEM.
Inhibitor I1Cso (M) Wspélezynnik Hilla p | 1Cs lit. (uM)RIEE]
AWQ9LE16] 179 £13 1,26 £ 0,29 6,28 + 0,33
AW1416] 80,1 £27,2 1,37 +0,10 2,45+ 0,09
LIM82[316] 81,4+74 1,41+ 0,02 2,26 +0,10

el warto$ci wyznaczone metodg monitorowania aktywno$¢i transamidazy biatka TG.

Uzyskane warto$ci ICsg sa zgodne z zaleznoscig literaturowa — inhibitory AW14 i LM82
sa okoto 2,2-2,5 raza silniejsze niz AW09. Wynik ten potwierdza, iz opracowana metoda badania
wigzania ligandow w miejscu wigzagcym GTP biatka TG2 moze takze z powodzeniem by¢
stosowana w testach inhibitorow miejsca aktywnego biatka.

IV.8.6. Podsumowanie

W ramach Serii D znakowanych fluorescencyjnie analogow nukleotydow
zsyntetyzowano 12 analogow GDP, GTP i m’'GTP roznigcych sie znacznikiem
fluorescencyjnym, rodzajem C-fosfonianu uzytego do syntezy, dtugoscia linkeréw taczacych
znacznik fluorescencyjny z pier§cieniem triazolowym oraz obecnoscig modyfikacji chemicznych
tancucha oligofosforanowego. Zwigzek GpsCo(5)FAM2 (D5-1) wytypowano jako najbardziej
odpowiednig sond¢ do badan TG2 na podstawie niskiej wartosci Kp 181 += 10 nM i
wspotczynnika wygaszania Q zblizonego do 1 (1,46 + 0,18). Walidacji metody dokonano
poprzez wyznaczenie 1Cso znanych ligandow TG2 — GDP, GTP, GTP,S i ATP oraz wyznaczenie
parametru z, ktory wynosit 0,64, 0,54 1 0,52 dla czasoéw inkubacji uktadu 0, 30 i 60 min.
Widoczny jest spadek czuto$ci metody wraz z czasem inkubacji. Wartos¢ 0,52 dla 60 minut
znajduje si¢ na granicy zaliczenia metody do metod wysokoprzepustowych. Jednak
potwierdzono, iZ moze by¢ ona z powodzeniem stosowana do badan ligandow miejsca wigzacego
GTP biatka TG2 poprzez wyznaczenie ICso biblioteki zwigzkow o strukturze nukleotydowej. Na
podstawie uzyskanych wartosci przeprowadzono analiz¢ zalezno$ci powinowactwa liganda do
miejsca wigzacego TG2 od jego struktury. Uzyskane wyniki mogg stanowi¢ podstawe do
dalszych prac nad strukturg ligandéw o silnym powinowactwie do TG2.

W ostatnim etapie badan potwierdzono mozliwos$¢ stosowania metody takze do analizy
inhibitoréw miejsca aktywnego dodajac dodatkowo do mieszaniny 0,5 mM jonow Ca?* (CaCly).
Scharakteryzowano trzy znane nieodwracalne inhibitory miejsca aktywnego AW09, AW14 i
LLM82,B%1 bedace rownoczesnie inhibitorami allosterycznymi miejsca wiazacego G—nukleotydy.
Tabela 1V.30. Optymalne warunki stosowania metody fluorescencyjnej, przeznaczonej do wyznaczania

statych powinowactwa ligandow do biatka TG2, w oparciu 0 zmiany anizotropii fluorescencji sondy
nukleotydowej.

Optymalne stezenie sondy D5-1-50 nM
(zwykle nizsze niz jej Kp)
Optymalne st¢zenie biatka 300 nM TG2
(wysycajace sygnat anizotropii
fluorescencji sondy w 80%)
% Bufor 200 mM MOPS, 2% glicerol, 1 mM EDTA, 1
° mM EGTA, pH 7,3
'g DTT 1 mM
%
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DMSO 5%
Dlugos¢ fali wzbudzania sondy 485/20 nm
. Dlugos¢ fali emisji sondy 528/20 nm
3
§_ Temperatura 30°C
-
§ Czas potrzebny do stabilizacji sygnatu 60 min
(3]
=

IVV.9. Znakowane nukleotydy w pomiarach MST

Wykorzystanie podejscia FLINT opiera si¢ na prostych pomiarach, niewymagajacych
skomplikowanego uktadu pomiarowego. Z poprzednich badan wynika, ze spos$rod testowanych
znacznikoéw — pirenowych, BODIPY, fluorescein i cyjanin, jedynie piren moze by¢ zastosowany
w tego typu pomiarach, gdyz na skutek oddzialywan z zasadami azotowymi wewnatrz
znakowanego nukleotydu, intensywnos$¢ jego emisji ulega zmianie. Jednak absorpcja i emisja
pirenu znajduje si¢ w zakresie bliskiego $wiatta UV, co moze prowadzi¢ do pojawiania si¢
interferencji fluorescencji pochodzacej od badanego liganda. Emisja pozostalych badanych
znacznikdéw nie ulegata zmianie wynikajacej z wptywu nukleotydu, jednak ich zaleta jest emisja
fluorescencji w $wietle widzialnym. Tego typu znakowane nukleotydy nadal mogg zostac
wykorzystane w badaniach oddziatywan z biatkami z zastosowaniem innego niz FLINT rodzaju
pomiardw — polaryzacji/anizotropii fluorescencji (FP/FA) lub mikroskalowej termoforezy
(MST). Obydwie techniki wymagaja zmiany masy w trakcie zachodzacego procesu. Z tego
wzgledu maloczasteczkowe, fluorescencyjne sondy molekularne nie moga by¢ zastosowane do
monitorowania ich hydrolizy enzymatycznej z uzyciem FP i MST ze wzgledu na zbyt matg
zmian¢ rozmiaru molekuly. Mozliwe jest jednak stosowanie obydwu technik w metodach
badania tworzenia kompleksow biatko—ligand.

W ramach pracy doktorskiej otrzymano wiele analogow nukleotydow znakowanych
fluorescencyjnie innymi niz piren znacznikami. Niektore z nich znalazly juz zastosowanie w
badaniach wigzania ligandow do biatka eIF4E metoda MST."8] Zmiana sygnatu fluorescencji w
tym przypadku wynika z r6znicy migracji wolnej sondy 1 w kompleksie z biatkiem elF4E na
skutek pojawiajacego si¢ zrodha ciepta. (lampa IR; Rys. IV. 117).

= =) ,
N ! 7/
—- é
IR
Rys. IV. 117. Schemat dziatania metody MST do badan powinowactwa ligandow do biatka elF4E.
Przykladem otrzymanego przez Autorke niniejszej pracy zwigzku fluorescencyjnego

wykorzystanego do badan ligandow elF4E, jest difosforan znakowany (6)-karboksyfluoresceing
poprzez terminalng reszte C-fosfonianowa (m’Gp2Ca(6)FAM2; Rys. IV. 118). Zgodnie z wiedza
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1VV.9. Znakowane nukleotydy w pomiarach MST

literaturowa im mniejsza liczba grup fosforanowych, tym nizsze powinowactwo analogu kapu
do elF4E.1"S] Sonda o stabym powinowactwie jest uzyteczna w badaniach majacych na celu
zréznicowanie powinowactwa stabych ligandow danego biatka.

o o
HN N HN X
N .
BNp o o ™ BN o o o o o N 2 Q
HN™ N O*I%*O*}%IQ\/N\/\N HN™ N O*I:"*O*IL-‘LO*I%LO*#*O*II"LO/_Q\/N\/\N o o
~O"T o o Kl oy\ o o O O O H /
OH OH OH OH
o
M’ Gp,C,4(6)FAM2 m’GpsOCs(5)FAM2 O

HO
OH

Rys. IV. 118. Struktury mononukleotydowych analogow kapu znakowanych izomerem 6 lub 5
karboksyfluoresceiny, przeznaczonych do badan MST.

Zwigzek m’Gp2Ca(6)FAM2 wykorzystano do badan powinowactwa analogu m’GMP,
zawierajacego modyfikacje pierScieniem triazolowym w pozycji 5° rybozy (m’G-t-p), do biatka
elF4E. Zwiazki do badan zsyntetyzowat i1 scharakteryzowal mgr Mateusz Kozarski w
Laboratorium Chemii Bioorganicznej (CeNT i Wydziat Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego).
Eksperyment przeprowadzono w

Ko app. = 2.0 + 0.2 uM
warunkach 25 nM sondy 9501 Koo =5.9+05uM
m’Gp2C4(6)FAM2, 1 uM eIF4E, ligand w
stezeniach od 15,2 nM do 500 uM w & 9404
buforze 50 mM HEPES-KOH, pH 7,2, E ’
zawierajagcym 100 mM KCIl, 1 mg/ml BSA, ug_ 930+
0,05% Tween-20, w temperaturze 25°C. W
celu wyznaczenia pozornych statych

dysocjacji (ang. apparent dissociation 001 01 1 10 100 1000
constant, Kpap) do  otrzymanych ligand concentration / pM

zaleznosci sygnatu MST od  stezenia Rys. 1V. 119. Krzywe wigzania kompetycyjnego
liganda dopasowano czteroparametrowg stabych ligandow biatka elF4E — m’GMP i m’G-t-p,
krzywa ((5); Rys. IV. 119). Pomiary wyznaczone _metodq MST z wuzyciem sondy
przeprowadzono razem z dr Dorota difosforanowej m’Gp2C4(6)FAM2. Rysu?ﬁg

. . ieto z pracy Kozarski, Kubacka et al. 2017.
Kubacka ~w  Laboratorium  Chemii “*¢*¢'P™¢

Bioorganicznej (CeNT 1 Wydziat Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego). Obliczone wartosci
Kp,app. Wynosity 2,0 £ 0,2 uM dla m’GMP i 5,9 + 0,5 uM dla m’G-t-p. Wynik ten oznacza, ze
modyfikacja pier§cieniem triazolowym w pozycji 5’ rybozy powoduje spadek powinowactwa
zwiagzku do biatka eIF4E. Sonde m’Gp2Ca(6)FAM2 mozna zatem z powodzeniem stosowaé do
rozrézniania stabych ligandow biatka eIF4E metoda MST.E]

Kolejnym przyktadem zwigzku fluorescencyjnego otrzymanego w ramach niniejszej
pracy doktroskiej, zastosowanego w badaniach MST jest mononukleotydowy, pentafosforanowy
analog kapu znakowany izomerem 5 karboksyfluoresceiny poprzez terminalng reszte
fosforanowa (m’GpsOCs3(5)FAM2; Rys. IV. 118). Sonde zaprojektowano w celu wyznaczenia
stalych powinowactwa kompleksow krotkich kapowanych RNA (35 nukleotydow) z biatkiem
elF4E. Ligandy te silnie wigzg si¢ z biatkiem elF4E, wobec czego do ich charakterystyki
wymagana jest sonda o wysokim powinowactwie. Niewatpliwg zaleta podejscia MST w tym
przypadku jest mata ilos¢ probki wymagana do pomiaru, co jest niezwykle istotne w badaniach
RNA. Sonde m’GpsOC3(5)FAM2 zastosowano do scharakteryzowania kompleksow
dinukleotydéw i krotkich kapowanych RNA modyfikowanych atomem siarki z elFAE (Rys. IV.
120). Dinukleotydy wykorzystane w badaniach zsyntetyzowat i scharakteryzowat dr Marcin
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1VV.9. Znakowane nukleotydy w pomiarach MST

Warminski w Laboratorium Chemii Bioorganicznej (CeNT i Wydziat Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego). Krotkie RNA otrzymat dr inz. Pawel Sikorski w Laboratorium Chemii
Bioorganicznej (CeNT  Uniwersytetu  Warszawskiego). Eksperyment wykonano z
wykorzystaniem 10 nM sondy m’GpsOC3(5)FAM2, 50 nM eIF4E oraz ligandow w stezeniach
od 15,2 nM do 500 uM (dinukleotydy) lub od 0,05 nM do 1,75 uM (RNA) w 50 mM HEPES-
KOH pH 7,2, zawierajacym 100 mM KCIl, 0,5 mM EDTA i 0,05% Tween-20 w temperaturze
25°C. Do otrzymanej zalezno$ci sygnalu MST od stgzenia liganda dopasowano
czteroparametrowg krzywag (5) W celu wyznaczenia pozornych statych dysocjacji badanych
zwigzkow (Rys. IV. 121). Uzyskane wartosci Kpapp. zaprezentowano w Tabeli 1V. 31 oraz na

Rys. IV. 122,
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Rys. 1V. 120. Struktury ligandow eIF4E badanych metoda MST z uzyciem sondy pentafosforanowej
m’GpsOCs(5)FAM2.
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Rys. IV. 121. A) Przykladowy przebieg eksperymentu MST kompetycyjnego wigzania liganda my""
°GppspG D1; B) Krzywe wiazania kompetycyjnego dinukleotydéw oraz krotkich (35 nukleotydow) RNA
do biatka eIF4E, wyznaczone metodg MST z uzyciem sondy pentafosforanowej m’GpsOCs(5)FAM2.

Tabela 1V.31. Zestawienie pozornych stalych dysocjacji Kpapp. wbranych ligandéw eIF4E,
wyznaczonych metodg MST z uzyciem sondy pentafosforanowej m’GpsOCs(5)FAM2.

Zwiazek Kb, app. (WM)
m’GpsA 28,0+3,0

m."2°GppspG D1 3,05+0,19
m," 2 °GppspG D2 4,76 +£0,43
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pppG—RNA3s brak wigzania
2’-ARCA-RNAss 0,108 £ 0,011
BS-ARCA(D1)-RNAgss 0,0623 + 0,0045
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Rys. V. 122. Graficzne przedstawienie wyznaczonych pozornych statych dysocjacji serii dinukleotydoéw
i krotkich kapowanych RNA z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej m’GpsOC3(5)FAM2 i pomiaroéw
MST.

Nukleotydy modyfikowane siartka w pozycji B tancucha fosforanowego maja wyzsze
powinowactwo do biatka eIF4E. Kontrola pppG—RNAss zgodnie z oczekiwaniami nie tworzyta
kompleksu z elFAE Wartosci Kpapp. 35—nukleotydowych mRNA sa ok. 50 razy nizsze niz
dinukleotydow (3,05 uM dla mz”?°GppspG D1 i 0,062 nM dla BS-ARCA-RNAss). Pomimo
tak silnego wigzania otrzymana sonda fluorescencyjna m’GpsOC3(5)FAM2 moze byé z
powodzeniem stosowana do badan powinowactwa krotkich mRNA do biatka eIF4E. Opis
opracowania i zastosowania metody MST wykorzystujacej sonde m’GpsOCs(5)FAM2
zaprezentowano w zaakceptowanej pracy ,,Structural insights into the interaction of clinically
relevant phosphorothioate mRNA cap analogs with translation initiation factor 4E reveal
stabilization via electrostatic thio-effect .

IVV.10. Podwdjnie znakowane analogi nukleotyddéw

Piren, jako znacznik fluorescencyjny posiada wiele mozliwosci tworzenia
nukleotydowych sond molekularnych, gdyz jego witasciwosci fluorescencyjne zaleza od
obecnosci zasady azotowej. Wadg stosowania pirenu jest jego emisja w bliskim UV, w zakresie
gdzie mogg pojawia¢ si¢ interferencje emisji wiasnej charakteryzowanych molekut
organicznych. W poprzednim rozdziale zaprezentowano jedno z rozwigzan pozwalajacych w
duzej mierze wyeliminowa¢ problem interferencji poprzez stosowanie znacznikow
fluorescencyjnych emitujacych w §wietle widzialnym. Sondy tego typu mogg by¢ wykorzystane
w pomiarach polaryzacji fluorescencji oraz mikroskalowej termoforezy. Jednak techniki te
wymagajg wyspecjalizowanego sprzetu i nie mozna ich stosowaé¢ we wszystkich przypadkach,
m. in. do monitorowania degradacji maloczasteczkowej sondy fluorescencyjnej (zbyt mata
zmiana masy). W niniejszym rozdziale przedstawiono kolejne rozwigzanie, umozliwiajace
stosowanie detekcji FLINT, wykorzystujace zmiany fluorescencji wynikajace z oddzialywan
pomiedzy dwoma znacznikami, znajdujacymi si¢ w obrebie jednej molekutly. Przyktadem takich
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oddziatywan jest tworzenie ekscymeru (m. in. przez dwie molekuty pirenu), pary FRET lub
wygaszanie fluorescencji fluorofora w obecnosci wygaszacza (Rys. IV. 123).

Pojedynczo znakowane analogi kapu

* tatwiejsza synteza;
m * Mniejsza modyfikacja struktury;
‘\Oéj:) * Lepiegj akceptowane przez
specyficznie wigzgce biatka.

Podwoéjnie znakowane analogi kapu

Sondy ekscymerowe Sondy FRET Sondy fluorofor-wygaszacz
Wanat, et. al., Chem Comm, 2018, Wanat, et. al., nieopublikowane
54,9773-9776 * Emisja w $wietle widzialnym;
* Mniejsze prawdopodobienstwo
interferencji z emisjg badanego
liganda.

Rys. IV. 123. Poréwnanie mononukleotydowych sond fluorescencyjnych mono- i dwuznakowanych.

IVV.10.1. Sondy ekscymerowe

W ramach projektu doktorskiego Autorka pracy wykonata charakterystyke
spektroskopows i enzymatyczng serii analogéw ATP i m’GTP podwéjnie znakowanych poprzez
pozycje 3°-O adenozyny lub 2°-O/3’-O 7-metyloguanozyny (odpowiednio izomery 11 i 12; Rys.
IV. 124). Zwiazki rdznily si¢ migdzy sobg znacznikiem fluorescencyjnym, rodzajem fosfonianu
(etynylo-C-fosfonian, 2-propargilo-C-fosfonian i 2-propargilofosforan) oraz rézng dtugoscia
linkera taczacego znacznik z pierscieniem triazolowym. Podwoéjnie znakowane analogi ATP
zsyntetyzowal i scharakteryzowal mgr Przemystaw Wanat, a m’GTP mgr Michat Kopciat w
Laboratorium Chemii Bioorganicznej (CeNT i Wydziat Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego).

Podstawowym znacznikiem fluorescencyjnym wykorzystanym w badaniach byt piren,
ktéry znany jest ze zdolnosci do tworzenia kompleksow ekscymerowych i emisji w postaci
szerokiego pasma o0 maksimum ~500 nm. Przetestowano takze pochodng pirenu —
fenyloetynylopiren (PEP),[2%* 319 posiadajaca przesuniete batochromowo maksima absorpcji i
emisji oraz barwnik cyjanowinylenowy (Cv),[?%] ktérego ekscymery zostaty odnotowane w
literaturze. Wtasciwosci spektroskopowe zwigzkoéw scharakteryzowano w stezeniach 1 lub 4
uM, w buforze, w ktorym ich emisja byla stabilna w czasie. W przypadku Py i PEP byt to bufor
50 mM Tris—HCI pH 8,0, natomiast analogi Cv wykazywaly najwi¢kszg stabilnos¢ w buforze 50
mM MES/KOH pH 6,0. W ramach kontroli zmierzono takze widma pojedynczo znakowanych
analogow ATP (Rys. IV. 125).
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Rys. IV. 124. Struktury analogéw ATP i m’GTP podwdjnie znakowanych znacznikami zdolnymi do
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Rys. V. 125. Poréwnanie wlasciwosci spektroskopowych dwuznakowanych fluorescencyjnie analogdw
ATP, rbéznigcych si¢: A) znacznikiem fluorescencyjnym (widmo emisji — zacieniowane, widmo
wzbudzania — kontur), B) rodzajem C-fosfonianu/fosforanu uzytego do reakcji CuAAC lub C) dtugoscia
linkera laczgcego piren z pierscieniem triazolowym. Rysunek zaczerpnigto z pracy Wanat et al. 2018.12%4
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Analiza widm emisji fluorescencji wykazata, ze:

e Widma emisji dwuznakowanych analogéw ATP réznity si¢ ksztaltem i1 potozeniem
maksiméw od pojedynczo znakowanych probek kontrolnych;

e W przypadku pirenu widma wzbudzania w maksimum emisji (pasmo ekscymeru dla
dwuznakowanej sondy i monomeru dla monoznakowanej) miaty taki sam ksztalt, co
potwierdza, ze molekuly pirenu tworza ekscymer w obrebie jednej czasteczki ATP;

e Widma wzbudzania w maksimum emisji znacznikéw PEP oraz Cv réznity si¢ miedzy
soba, co oznacza, ze wplyw na fluorescencj¢ majg takze oddzialywania w stanie
podstawowym;

e Widma wzbudzania i emisji analogdbw ATP znakowanych pirenem, r6znigcych si¢ C-
fosfonianem/fosforanem uzytym w reakcji CuAAC byty do siebie zblizone. Rodzaj
alkinowej pochodnej ATP nie ma, wigc znacznego wplywu na wlasciwosci
fluorescencyjne po znakowaniu;

e Pordéwnanie dtugosci linkera, ktorym modyfikowana byta molekuta pirenu wykazato, iz
ma on wplyw na intensywno$¢ emisji zwigzku. Im dhluzszy linker tym wyzsza
fluorescencja sondy, a rownocze$nie czuto$¢ uktadu.

Kolejnym etapem charakterystyki sond fluorescencyjnych byto wyznaczenie wartosci ich
wydajnosci kwantowych. W tym celu wykorzystano podejécie porownania do wzorca, ktérym w
przypadku Py i PEP byt roztwor siarczanu chininy (QS) w 0,1 M H2SOg4. Dla nukleotydow
znakowanych Cv zastosowano wzorzec roztworu fluoresceiny w 0,1 M NaOH. Do obliczenia
warto$ci QY niezbedne jest obliczenie pola powierzchni pod zarejestrowanym widmem emisji.
Nukleotydy dwuznakowane pirenem posiadaja dwa maksima emisji monomerowej oraz duze,
szerokie pamo emisji ekscymerowej. Obliczenia pola powierzchni wykonano na dwa sposoby.
W pierwszym podejs$ciu do widma emisji dopasowano krzywe w ksztalcie piku (np. Gaussa,
Lorentza) oraz obliczono pole powierzchni pod kazda z dopasowanych krzywych. Pole
powierzchni monomeru obliczono, jako sume¢ po6l pod powierzchnig dwoch dopasowanych
funkcji w ~400 nm (QYmon), natomiast ekscymeru, jako pole powierzchni pod dopasowang
krzywa z maksimum ~500 nm (QVYeksc.; Rys. IV. 126A). Drugie podejscie polegato na obliczeniu
pola powierzchni catego widma (QYecax), do czego wykorzystano oprogramowanie Origin®
2019b (Rys. IV. 126B). Na przyktadzie zwigzku ATPOC3(Py)2 catkowite QY wynosito 25,7 +
0,7% (QVYcaik.), QY monomeru 0,99 + 0,03% (QYmon.), a ekscymeru 25,1 = 0,7% (QYexc). W
analogiczny sposob wyznaczono QY analogéw znakowanych PEP, natomiast QY analogéw
znakowanych Cv wyznaczono obliczajac pole powierzchni pod catym widmem. Charakterystyka
spektroskopowa badanych zwigzkéw zostata podsumowana w Tabeli IV. 32.

_— widlmo emils'i L I I I
’; 800+ —— pasma monjomeru' — 1000 ATPOC3PV2
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L o 800
o 600} ®
% 2 600}
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Rys. 1V. 126. Porownanie sposobu obliczania powierzchni pod widmem emisji sondy ATPOC3Py:.
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Tabela 1V.32. Poréwnanie wlasciwosci spektroskopowych dwuznakowanych analogéw ATP i m’GTP —
maksima absorpcji, emisji monomerowej i ekscymerowej oraz wydajno$ci kwantowe QY. Zwigzki
znakowane Py i PEP badano w buforze 50 mM Tris—HCI pH 8,0, a znakowane Cv w buforze 50 mM
MES/KOH pH 6,0.

5 r »
z. % % e} ©Q O 9 —
= Nl a Y g El 2 < 2
§: 2 = 2 2 > 28 S < g_

g s 3 £ g g <G

i 302 !
ATPC2(Py)2 329,345 378,398 488 23,0+0,6 0,42+0,01 22,6+0,6 53,4 4,8
ATPC2(Cv), 434 bd. 607 089+011  bd. b.d. b.d. 17
ATPCs(Py)2 320,345 379,398 488 21,506 1,04£0,03 206+06 197 45
ATPC3(PEP): 368,394 399,420 508 25,5+1,5 0,54+0,03 252=+1,5 46,5 17,1
ATPC3(Cv): 437 b.d. 602 0,32+0,04 b.d. b.d. b.d. 2,6
ATPOC3(Py): 329,345 378,398 489 257+0,7 0,99+0,03 25,1+0,7 23,3 11,7
ATPOC3(PyS) 328,345 378,397 490 19,902 127+004 183+05 143 7.0
ATPOC3(Py3): 328,344 378,398 498 304+08 1,18£003 294+08 248 94
ATPOC3(PEP)2 368,394 399,419 508 19,1+1,2 0,70+0,04 18,6+1,1 26,6 21,5
m’'GTPCz(Py)2 11 329,345 380,397 488 7,2+0,1 0,94 + 0,03 6,6+0,2 7,1 25
M'GTPC(Py)212 329,345 379,396 489 7,1£02 074+002 66+02 89 2,7
m’'GTPCs(Py)2 11 329,345 380,396 490 8,8+0,3 1,77 £ 0,05 7,3+0,2 4,1 25
m/GTPCs(Py): 12 329,345 379,396 489 7,8+02 1524004 64+02 42 4,0
m’GTPOCs(Py): 11 330,345 380,397 488 57+£0,0 0,86+0,02 5,0+0,1 58 3,3
M'GTPOCs(Py)2 12 329,345 380,397 488 89+0,1 094+003 81+02 86 4,0
m’GTPOCs(Py3)2 11 329,345 380,397 486 8,3+0,3 0,99 +0,03 7,5+0,2 7,6 2,6

m’GTPOC3(PEP)2 368,394 400,419 507 24,0+15 0,13£0,01 241+1,5 186,2 111
11

W kolejnym etapie badan podwéjnie znakowane analogi ATP i m’GTP poddano reakcji
hydrolizy enzymatycznej katalizowanej przez fosfodiesteraze PDE-l. Dodatkowo analogi
m’GTP przetestowano, jako sondy molekularne do monitorowania aktywno$ci enzymu
degradacji kapu DcpS. W trakcie degradacji nukleotydu podwdjnie znakowanego Py lub PEP
obserwowano spadek intensywnos$ci emisji ekscymerowej 1 wzrost emisji monomerowej W
czasie (Rys. IV. 127). Warto zauwazy¢, ze przyrost fluorescencji monomerowej jest wyzszy w
poréwnaniu do spadku ekscymerowej, co wynika takze z zaniku oddziatywan wygaszajacych
piren—zasada azotowa. W przypadku zwigzkow pojedynczo znakowanych degradacje sondy
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mozna monitorowa¢ jedynie€ poprzez pasmo monomerowe, ktorego intensywnos$¢ rosnie w
trakcie procesu na skutek zaniku odzialywan wygaszajacych pomigdzy znacznikiem, a zasada
azotowa (Rys. IV. 127).
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Rys. 1V. 127. Przebieg degradacji enzymatycznej sondy podwojnie i pojedynczo znakowanej pirenem,
monitorowanej poprzez rejestracje widm emisji (dexe = 345 nm).

Nukleotydy zawierajace znacznik cyjanowinylenowy okazaty si¢ by¢ niestabilne w pH
optymalnym do dziatania enzymu PDE-I (pH 8,0). Ich fluorescencja jest stabilna w niskim pH <
6,0. Zatem zwiazki tego typu moga by¢ stosowane do badan biatek wigzacych A—nukleotydy,
posiadajacych aktywno$¢ w niskim pH.

Dla kazdego z badanych zwigzkéw obliczono warto$¢ czasu pottrwania tipe,
odpowiadajacego czasowi trwania reakcji, w ktorym rejestrowany sygnal rowny jest potowie
maksymalnej zmiany fluorescencji (Tabela IV. 33). Sposr6d modyfikowanych ATP analog
ATPOC3(Py)2 wybrano do badan inhibicji enzymu PDE-I, natomiast zwigzek m’GTPOC3(Py):
I1 do charakterystyki inhibitoréw enzymu DcpS. Zaobserwowano, ze izomer 11 2°-O-m’GTP
jest znacznie lepszym substratem enzymu DcpS w pordéwnaniu do izomeru 12 (3’-0). Czas
pottrwania izomeréw I1 byt od 3 do 13 razy krétszy niz izomerdéw 12. W przypadku PDE-I
roznica ta byla nieco mniejsza i wynosita od 1 do 2,5. Z tego wzgledu m’GTP znakowane PEP i
Py3 otrzymane zostaty tylko z uzyciem izomeru I1.

Tabela 1V.33. Charakterystyka enzymatyczna sond ekscymerowych w postaci czasow pottrwania sondy
w obecnosci pirofosfatazy PDE-I lub DcpS.

. ty2 (Min tiz (h
Zwiqzek hydroli(za Db hydroliz(a )DcpS

ATPC;(Py); 19,7 b.d.
ATPC;(Py)2 21,9 b.d.
ATPC3(PEP), 3.9 b.d.
ATPOC;(Py):. 9,3 b.d.
ATPOC;(Py®), 10,2 b.d.
ATPOC;(Py3), 93 b.d.
ATPOC;(PEP), 6,1 b.d.
mM'GTPCa(Py), 11 38,4 73
mM’GTPC,(Py); 12 63,9 23,4
mM’GTPCs(Py), 11 30,4 3.2
mM’GTPCs(Py); 12 79,8 42,0
m’GTPOC;(Py); I1 62,7 1,2
m’GTPOCs(Py); I2 67,0 8,0
m’GTPOC;(Py3); I1 35,2 03
m’GTPOCs(PEP), 11 36 b.d.
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Sond¢ ATPOC3(Py). zastosowano do wyznaczenia 1Cso dwoch znanych inhibitoréw
enzymu PDE-1: ApCHzpF i ApCHzppF (Rys. IV. 128A-B)?2l Wartosci ICso obliczono
korzystajac z detekcji przy pomocy emisji ekscymerowej (Rys. IV 128C) oraz monomerowej
(Rys. 1V. 128D). Uzyskane ICso dwoch inhibitorow zaprezentowano w Tabeli IV. 34. ApCH2pF

jest silniejszym inhibitorem enzymu PDE-L, co jest zgodne z przestankami literaturowymi.[*??
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Rys. 1V. 128. Inhibicja PDE-I (30 ng/ml) przez dwa wybrane inhibitory: A) ApCHpF i B) ApCHappF,
badana w obecnosci 1,5 uM sondy ATPOC3(Py)., monitorowana poprzez pomiar emisji ekscymerowej.
Eksperyment wykonano na czytniku ptytek z detekcjg emisji: C) monomeru (lexc = 345 nm, Aem = 378
nm) lub D) ekscymeru (Aexc = 345 nm, Aem = 490 nm) w buforze 50 mM Tris—HCI pH 8,0, zawierajagcym
5 mM MgCl; w 30°C. Przedstawione dane to warto$ci $rednie z trzech niezaleznych eksperymentow +
SD. Rysunek zaczerpnieto z pracy Wanat et al. 2018.1294

Tabela 1V.34. Zestawienie wartosci ICsp oraz wspotczynnikow Hilla p obliczonych na podstawie zmian
intensywnosci fluorescencji monomerowej lub ekscymerowej sondy ATPOC3(Py)2 w obecnos$ci enzymu
PDE-I. Przedstawione dane to $rednie wartosci z trzech niezaleznych eksperymentow + SD.

1Cs0 (nM) 1Cs0 (nM)
Inhibitor emisja monomeru p (monomer) emisja ekscymeru p (ekscymer)
(378 nm) (490 nm)
ApCHzpF 0,549 + 0,029 -0,97 £ 0,02 0,95+0,19 -0,98 £0,15
ApCHppF 11,44 £ 0,50 -1,07 £ 0,03 14,7+3,1 -1,53+0,41

Zwiazki ATPOC3(Py). oraz ATPOC3(Py3). zastosowano takze do monitorowania
aktywnosci pirofosfatazy w ekstraktach cytoplazmatycznych z komorek HEK 293 (Rys. IV.
129).
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Rys. 1V. 129. Monitorowanie aktywno$ci pirofosfatazy w ekstraktach cytoplazmatycznych z komorek
HEK 293 z wykorzystaniem sondy ATPOC;(Py), lub ATPOC;(Py3).. Przedstawione dane to warto$ci
$rednie z trzech niezaleznych eksperymentéw + SD. Rysunek zaczerpnigto z pracy Wanat et al. 2018124

Monitorujac degradacje dwuznakowanych analogow m’GTP przez specyficznie
rozpoznajacy je enzym degradacji kapu DcpS zaobserwowano roznicg w postepie reakcji dla
izomerow I1 1 12 — izomer I1 byt widocznie lepszym substratem. Wykonano eksperyment, w
ktorym przeanalizowano zalezno$¢ predko$ci poczatkowej degradacji sondy m’GTPOCs(Py)2 11
oraz m’GTPOC3(Py)2 12 od stezenia zwiazku. W przypadku izomeru I1 zalezno$¢ byta zgodna z
przebiegiem krzywej Michaelisa-Menten, podczas gdy dla izomeru 12 widoczna byta dodatkowa
inhibicja reakcji w wysokich stezgniach substratu (Rys. IV. 130). Obliczone wartosci statych
Michaelisa Km wynosity 1,99 + 0,12 uM dla 111 0,66 + 0,12 uM dla 12.
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Rys. 1V. 130. Zaleznos¢ predkosci poczatkowej reakcji hydrolizy katalizowanej przez DcpS sond A)
m’GTPOC;(Py). 11 i B) m’GTPOC;(Py). 12 od ich stezenia (substratu). Do krzywej izomeru 11
dopasowano model Michaelisa-Menten, natomiast dla izomeru 12 krzywa inhibicji substratowej. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Wanat et al. 2018.12%4
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Sonde m’GTPOC;3(Py). 11 wykorzystano ostatecznie do charakterystyki czterech
znanych inhibitoréw DcpS: m’GMP, m’GDP m’GpCH2ppG i RG3039 (Rys. IV. 131). Obliczone
ICs0 zamieszczono w Tabeli IV. 35. Uzyskane wartosc 1Cso przy pomocy pomiard6w zar6wno
emisji ekscymerowej, jak 1 monomerowej sg zgodne z zalezno$ciami literaturowymi.
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Rys. 1V. 131. Inhibicja DcpS (10 nM dimeru) przez cztery wybrane inhibitory: m’GMP, m’GDP,
m’GpCH_ppG i RG3039, scharakteryzowana w obecnosci 2 uM sondy m’GTPOC;(Py) 11. Eksperyment
przeprowadzono na czytniku ptytek (dexc = 345 nm, Aem = 378 nm) w buforze 50 mM Tris—HCI pH 7,6,
zawierajagcym 200 mM KCl i 0,5 mM EDTA w 37°C. Przedstawione dane to wartosci $rednie z trzech
niezaleznych eksperymentoéw + SD. Rysunek zaczerpnigto z pracy Wanat et al. 2018.[2%4

Tabela 1V.35. Zestawienie wartosci 1Cso obliczonych na podstawie zmian intensywnosci fluorescencji
monomerowej lub ekscymerowej sondy m’GTPOC;(Py). I1 w obecnosci enzymu DcpS. Przedstawione
dane to $rednie wartosci z trzech niezaleznych eksperymentoéw + SD.

- ~ 1Cxo (nM) G (nM) ICs0 (uM)
Inhibitor emisja monomerowa | p (monomer) | emisja ekscymerowa | p (ekscymer) lit [122]
(378 nm) (490 nm) :
m’GMP 1632+ 11,5 -1,02 £ 0,2 117 £25 -1,17 £ 0,14 97 +£21
m’GDP 29,77+ 0,92 -1,54 £ 0,60 19,7+2,7 -1,37 £ 0,27 52+1,2
m’GpCHzppG 16,67 + 0,46 -1,34 + 0,06 138+ 1,8 -1,27 £0,19 4,0+1,1
RG3039 3,62 + 0,42 -1,24 + 0,20 33+1,0 -0,93+0,18 | 0,048 +0,010

Dodatkowa zaletg stosowania dwoch znacznikéw fluorescencyjnych jest zwiekszenie
hydrofobowosci nukleotydu, dzigki czemu moze on przenikng¢ przez btong komoérkows. Jednym
z wynikow projektu byto wyselekcjonowanie podwojnie znakowanych nukleotydow, ktore
wnikaja do komorek Hela, umozliwiajgc ich obrazowanie zaréwno za pomocg emisji
monomerowej, jak i ekscymerowej (Rys. 1V. 132). Badania komorkowe oraz mikroskopowe
wykonat dr inz. Pawel Sikorski z Laboratorium Chemii Bioorganicznej (CeNT Uniwersytetu

Warszawskiego).
1uM ATPOC,(PEP),
monomer excimer

2uM ATPPEP
monomer excimer

Rys. 1V. 132. Detekcja sondy ATPOC3(PEP). w komorkach HeLa. Komoérki inkubowano z 1 uM
ATPOC;3(PEP); lub 2 uM ATPOC3PEP przez 1 h. Panele 1 i 3 przedstawiaja emisj¢ monomerowa
znacznika PEP (300-420 nm), a panele 2 i 4 emisj¢ ekscymerowa (495-800 nm). Pasek skali: 20 nm.
Zdjecia z uzyciem mikroskopu konfokalnego wykonat dr inz. Pawel Sikorski z Laboratorium Chemii

Bioorganicznej (CeNT i1 Wydziat Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego). Rysunek zaczerpnigto z pracy
Wanat et al. 2018.294
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1VV.10.2. Sondy FRET i wygaszeniowe

Kolejnym przyktadem oddziatywan znacznikow fluorescencyjnych, ktére moga by¢
wykorzystane do podwojnego znakowania nukleotydow, jest rezonansowy transfer energii FRET
(ang. Forster Resonance Energy Transfer). W ramach projektu mgr Przemystaw Wanat w
Laboratorium Chemii Bioorganicznej (CeNT 1 Wydziat Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego)
zsyntetyzowal i scharakteryzowat seri¢ dwuznakowanych mononukleotydow adenozynowych i
7-metyloguanozynowych (Rys. V. 133). Autorka pracy wykonata -charakterystyke
spektroskopowa i enzymatyczng czesci zwigzkow.
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Rys. 1V. 133. Struktury badanych analogow ATP i m’GTP, dwuznakowanych znacznikami tworzacymi
pare FRET lub parg¢ fluorofor—wygaszacz.
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IV.10. Podwdjnie znakowane analogi nukleotydow

Sondy FRET zawieraly uktad znacznikéw cyjaninowych, sktadajacy si¢ z cyjaniny 3
(Cy3) i cyjaniny 5 (CyS5), w kilku przypadkach wystepujacych w formie sulfonylowej (sCy3 1
sCy5). Nukleotydy znakowane byly w  wigkszoSci przez terminalng  grupg
fosfonianowa/fosforanowg oraz pozycje 2°-0/3’-0 rybozy (sondy adeninowe zostaly otrzymane
w formie mieszaniny izomerdéw). Zapis Cy3-Cy5 oznacza, ze nukleotyd jest znakowany Cy3
poprzez tancuch fosforanowy, a Cy5 poprzez ryboze. Dla sond adenozynowych przetestowano
takze znakowanie w pozycji 6N adeniny. Sondy m’G-nukleotydowe posiadaty trzy warianty
wprowadzenia znacznika w pozycje rybozy: poprzez grupe 2’-O, 3°-O lub 2’NH. W ramach
projektu scharakteryzowano takze dwuznakowane sondy, zawierajagce uktad fluorofor—
wygaszacz. Zbadano takie pary, jak witamina B12 z 5-karboksyfluoresceing (B12-(5)FAM),
Tide Quencher 2 z 5-karboksyfluoresceing (TQ2-(5)FAM) , Tide Quencher 3 z cyjaning 3 (TQ3-
Cy3) oraz Tide Quencher 3 z rodaming X (TQ3-(5)ROX). Struktury wygaszaczy Tide Quencher
nie sg udostepnione przez producenta.

Zwiazki scharakteryzowano spektroskopowo poprzez pomiar widm absorpcji,
wzbudzania oraz emisji fluorescencji. W przypadku sond FRET znakowanych cyjaninami w celu
wyeliminowania emisji Cy5 pochodzacej z absorpcji fluorofora i aby obserwowacé jedynie efekt
FRET uktad wzbudzano w 500 nm. Emisja sond cyjaninowych sktada si¢ z dwoch pasm z
maksimami odpowiadajacymi izolowanym znacznikom (odpowiednio ~565 nm i ~665 nm),
ktérych intensywnos$¢ byta rozna dla réznych sond. Aby ilosciowo zobrazowaé efekt FRET
obliczono stosunek powierzchni pod pasmem akceptora (Cy5) do powierzchni pod pasmem
donora (Cy3; Ia/lp; Tabela IV. 36), korzystajac z zarejestrowanych widm emisji. Najsilniejszy
efekt FRET (la/lp = 50,0) zaobserwowano dla sondy cpATPC»-Cy3-Cy3, zawierajacej pierscien
triazolowy przylaczony bezposrednio do atomu fosforu. Analizujgc widma emisji sond ATP
zawierajacych uktad cyjanin w réznych pozycjach nukleotydu stwierdzono, ze kombinacja Cy5-
Cy3 pozwala na uzyskanie silniejszego efektu FRET z wartoscia la/lp wigkszg o 1,1-raza dla
sondy cpADPCs3-Cy5-Cy3 vs cpADPCs-Cy3-Cy5 (Rys. IV. 134A), o 2-razy dla sondy
CcPATPOC3-Cy5-Cy3 vs cpATPOC3-Cy3-Cy5 oraz 0 2,3-raza dla sondy 2°N(hex)m’GTPOCs-
Cy5-Cy3 vs 2°’N(hex)m’GTPOC3-Cy3-Cy5 (Tabela 1V. 36). Umieszczenie Cy3 w pozycji 6N
adeniny z Cy5 w tancuchu fosforanowym prowadzi do dwukrotnego zmniejszenia wartosci la/lp
(z 4,1 do 2,0; Rys. IV. 134A; Tabela IV. 36). Podobnie zastgpienie zasady azotowej 7-
metyloguaning zmniejsza dwukrotnie Ia/lp (Rys. IV. 134B; Tabela 36). Poréwnanie la/lp
wszystkich sond FRET zamieszczono na Rys. 1V. 134C.

W celu poréwnania wielkoSci wygaszania sond zawierajacych uktad fluorofor—
wygaszacz przeprowadzono reakcje ich degradacji, katalizowanej przez fosfodiesteraze PDE-I.
Nastepnie obliczono wspotczynniki wygaszania Q obliczone, jako stosunek intensywnos$ci
fluorescencji po catkowitej hydrolizie (l.) do intensywnosci fluorescencji sondy
niezdegradowanej (lo; Tabela IV. 37). Najwyzsza wartos¢ Q uzyskano dla sond ATP
znakowanych w obrgbie tancucha fosforanowego i rybozy parami TQ2-(5)FAM (cpATPOCs-
TQ2-(5)FAM; Q =20,8; Tabela IV. 37) i TQ3-Cy3 (cpATPOC3-TQ3-Cy3; Q =19,3; Tabela IV.
37). Witamina B12 okazata si¢ by¢ stabszym wygaszaczem emisji 5-karboksyfluoresceiny w
porownaniu do TQ2 (Q = 6,6 dla sondy cpATPOCz-B12-(5)FAM; Tabela IV. 37). Umieszczenie
Cy3 w pozycji 6N adeniny sparowanej z TQ3 (6N-Cy3-ATPOC3-TQ3) prowadzi do
zmniejszenia Q do wartosci 8,0 (Tabela IV. 37). Natomiast najstabsze wygaszanie wyrazone w
najnizszej wartosci Q = 2,3 odnotowano dla sondy m’G (2°N(hex)m’GTPOC3-TQ3-(5)ROX).
Porownanie Q wszystkich sond wygaszeniowych zamieszczono na Rys. IV. 134C.
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Rys. 1V. 134. Wtasciwosci fluorescencyjne podwojnie znakowanych sond nukleotydowych: A) widma
emisji sond ATP znakowanych Cy3 i Cy5 w roznych pozycjach nukleotydu (cpATPOCs-Cy5-Cy3,
CPATPOC;-Cy3-Cy5 i 6N-Cy3-ATPOC;-Cy5); B) widma emisji sond Cy5-Cy3 zawierajacych rézne
zasady azotowe (CPATPOC;-Cy5-Cy3 i 3’cp(m’)GTPOC;3-Cy5-Cy3); C) Poréwnanie stosunku
powierzchni pod pasmem emisji akceptora do powierzchni pod pasmem emisji donora (niebiesko-
czerwone kolumny). W przypadku sond wygaszeniowych (zielone kolumny) przedstawiono stosunek
intensywnosci fluorescencji przed i po catkowitej degradacji enzymatyczne;j.

Tabela 1VV.36. Wtasciwosci spektroskopowe podwdjnie znakowanych sond FRET.

. Maksima absorpcji Maksima emisji
Zwiazek Io/la
(nm) (nm)

CcpADPC;-Cy5-Cy3 535, 646 566, 667 7,8
CcpADPC;-Cy3-Cy5 535, 646 566, 668 7,2
CPATPC,-Cy3-Cy5 535, 646 563, 667 50,0
CpATPOC;-Cy5-Cy3 536, 646 564, 665 4,1
CpATPOC;-Cy3-Cyb 537, 647 564, 665 2,0
6N-Cy3-ATPOC;-Cy5 536, 646 566, 667 2,3
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3°cp(m’)GTPOCs-Cy5-Cy3 536, 650 565, 666 18
2’cp(m’)GTPOC;-Cy3-Cy5 537, 647 561, 662 1,4
2’N(hex)m’GTPOC;-Cy5-Cy3 539, 647 563, 665 6,0
2’N(hex)m’GTPOC5-Cy3-Cy5 537, 647 567, 666 2,6
2’N(hex)m’GTPOC5-sCy5-Cy3 533, 651 559, 665 4.4
2°N(hex)m’GTPOC5-Cy3-sCy5 542, 650 560, 664 45
2°N(hex)m’GTPOC;5-sCy3-sCy5 547, 647 561, 664 2,5

Tabela 1V.37. Whasciwosci spektroskopowe podwojnie znakowanych sond wygaszeniowych.

] Maksima absorpcji Maksima emisji
Zwiazek Q
(nm) (nm)
CPATPOC;:-TQ2-(5)FAM 492 524 20,8
CPATPOC;-TQ3-Cy3 521 561 19,3
CpATPOC;-B12-(5)FAM 499 528 6,6
6N-(5)ROX-ATPOC;3-TQ3 553 613 8,0
2’N(hex)m’GTPOC;-TQ3-(5)ROX 567 603 2,3

@ wspotczynnik wygaszania zdefiniowany, jako l./lo

W kolejnym etapie zamierzano przeprowadzi¢ badania enzymatyczne sond
dwuznakowanych w eksperymentach degradacji katalizowanej fosfodiesterazg PDE-I. W trakcie
badan zaobserwowano niestabilno$¢ fluorescencji sond FRET z uktadem cyjanin Cy3 i Cy5 w
buforze Tris—HCI pH 8,0 z 5 mM MgCl>, dedykowanym do badan reakcji degradacji nukleotydu
przez PDE-I. Spadek intensywnosci fluorescencji sondy 2°N(hex)m’GTPOC;-Cy5-Cy3 zaré6wno
pasma donora (Cy3; Rys. IV. 135A), jak i akceptora (Cy5; Rys. IV. 135B) byt znaczacy. Problem
ten rozwigzano poprzez dodanie do mieszaniny 0,05% detergentu Tween-20. Przypuszczalnie
zrodlem niestabilno$ci fluorescencji byta agregacja, spowodowana stabg rozpuszczalnoscig Cy3
1 Cy5 w buforze Tris. Dlatego tez innym rozwigzaniem stato si¢ wykorzystanie wersji cyjanin 3
i 5 rozpuszczalnych w wodzie, zawierajacych modyfikacje grupa sulfonowa (—SO37; SCy3 i
sCy5), co poskutkowato stabilizacjg sygnatu fluorescencji (Rys. IV. 135).
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Rys. 1V. 135. Wplyw detergentu Tween-20 na stabilnos¢ pasma fluorescencji A) Cy3 (560 nm) i B) Cy5
(660 nm) sond 2°N(hex)m’GTPOC;-Cy5-Cy3 i 2°N(hex)m’GTPOC;-sCy5-Cy3.

Po ustaleniu optymalnych warunkéw stabilizujacych efekt FRET, sprawdzono czy moze
on zosta¢ wykorzystany do monitorowania aktywnosci pirofosfatazy. Przeprowadzono reakcje
hydrolizy enzymatycznej wszystkich sond dwuznakowanych, katalizowanej przez PDE-I wraz z
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rejestracjg widm emisji w czasie. Na przykladzie sondy cpATPC>-Cy3-Cy5 zgodnie z
oczekiwaniami intensywnos¢ fluorescencji CyS (dem = 660 nm) malata, natomiast Cy3 rosta (4em
= 560 nm), zgodnie z postgpem reakcji enzymatycznej (Rys. IV. 136A). Aby ocenié
specyficznos¢ substratowg PDE-I obliczono czasy pottrwania t1/2 reakcji hydrolizy na podstawie
przyrostu fluorescencji Cy3 (Tabela IV. 38). Najlepszym substratem sposrod sond
adenozynowych okazata si¢ by¢ sonda cpATPOC3-B12-(5)FAM (t2 = 4,3 min), natomiast
sposrod 7-metyloguanozynowych — 2°N(hex)m’GTPOC3-sCy3-sCy5 (t12 = 2,5 min). Podczas
gdy dla sond A najbardziej korzystng kombinacjg z punktu widzenia PDE-I okazata si¢ by¢ Cy5
na fosforanie i Cy3 na rybozie (Cy5-Cy3; Rys. IV. 136B; Tabela IV. 38), dla sond m’G
zaobserwowano odwrotng tendencje (ti2 = 78,5 min dla 2°N(hex)m’GTPOC3-Cy5-Cy3 i ti, =
58,5 min dla 2°’N(hex)m’GTPOC3-Cy3-Cy5; Tabela V. 38). Ponadto sondy m’G oparte o 2’-
amino-2’-deoksyryboze byly gorszymi substratami PDE-I w porownaniu do ich odpowiednikow
2’/3’-karbaminianowych (Tabela IV. 38). Zaobserwowano, ze podstawienic cyjaniny
sulfocyjaning przyspiesza postep reakcji degradacji sond m’G, natomiast przeniesienie cyjaniny
5 w pozycje 6N adeniny — spowalnia (Rys. 1V. 136B).

Sondy 7-metyloguanozynowe (analogi kapu) moga zosta¢ wykorzystane do badan
enzymoéw specyficznie degradujacych kap, jak enzym DcpS. Z tego wzgledu sondy m’G
przetestowano takze w eksperymencie enzymatycznej hydrolizy katalizowanej przez DcpS wraz
z rejestracjg widm emisji w czasie. Sondy 2°/3’-karbaminianowe ulegaty degradacji w bardzo
niewielkim stopniu z t1» od 5 do 7 h (Tabela IV. 38). Znaczne spowolnienie przebiegu reakcji
prawdopodobnie wynikato ze stabego rozpoznania substratu m’GTP w migejscu aktywnym DcpS
po zmodyfikowaniu go dwoma znacznikami. Wigzanie substratu jest stabilizowane m.in. poprzez
utworzenie wigzan wodorowych pomiedzy grupami 2°/3° hydroksylowymi rybozy, a tancuchami
bocznymi kwasu asparaginowego 205 (Asp 205) i lizyny 207 (Lys 207; Rys. IV. 137).
Modyfikacja grupy hydroksylowej 2' lub 3’ karbaminianem prowadzi do usuniecia jednego z
atoméw wodoru, a tym samym jednego z wigzan wodorowych z Asp205, powodujac
destabilizacje wigzania substratu. Z tego powodu cze$é z sond m’G zawierata strukture 2°-amino-
2’-deoksynukleozydu, gdyz modyfikacja grupy aminowej 2’N-(hex-5-ynamidem) pozostawia
aming¢ drugorzgdowa (—NH-), wcigz zdolng do utworzenia wigzania wodorowego z Asp205.
Hipoteze tg zweryfikowano poprzez wykonanie enzymatycznej degradacji sond 2’N(hex) z
DcpS. Zaobserwowano spadek wartosci ti2 z 5,0 h dla sondy 2°cp(m’)GTPOC3-Cy3-Cy5 do 1,2
h dla 2°N(hex)m’GTPOC;-Cy3-Cy5, co potwierdza opisane powyzej przypuszczenia (Rys. IV,
136C; Tabela IV. 38). Dodatkowa modyfikacja Cy5 (sCy5) prowadzi do dalszego spadku ti/2 do
0,5 h (Rys. IV. 136D). Jednakze podwojne podstawienie sulfocyjaninami (2°N(hex)m’GTPOCs-
sCy3-sCy5) skutkuje duzym spowolnieniem reakcji z ti2 = 9,3 h (Rys. 136D; Tabela IV. 38).

Czasy pottrwania degradacji sond dwuznakowanych katalizowanej przez PDE-I lub
DcpS porownano na Rys. IV. 136E i w Tabeli IV. 38. Trwaja badania nad zastosowaniem
wybranych sond do monitorowania degradacji kapu w komodrkach z zastosowaniem pomiaroéw
fluorescencyjnych w tym czasoworozdzielczych. Publikacja dotyczgca dwuznakowanych sond
FRET i wygaszeniowych jest obecnie w przygotowaniu (,,Doubly labelled nucleotide probes
synthesized via one-pot-two-step click chemistry enable monitoring enzymatic activity in live
cells”).
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Rys. IV. 136. Charakterystyka enzymatyczna podwodjnie znakowanych sond nukleotydowych: A)
hydroliza sondy cpATPC:-Cy3-Cy5 przez PDE-I, monitorowana poprzez rejestracje widm emisji
fluorescencji w odstepach, co 1 minute; B) porownanie przebiegu katalizowanej PDE-I hydrolizy sond
ATP znakowanych Cy3 i Cy5 w r6znych pozycjach nukleotydu (cpATPOC3-Cy3-Cy5, cpATPOC3-Cy5-
Cy3 i 6N-Cy3-ATPOC;-Cy5); C) poréwnanie przebiegu katalizowanej DepS hydrolizy sond m’GTP
znakowanych Cy3 w terminalnym fosforanie i Cy5 poprzez grupg 2°-O (2°cp(m’)GTPOC;-Cy3-Cy5) lub
2’NH (2’N(hex)m’GTPOC;-Cy3-Cy5); D) wpltyw modyfikacji cyjanin grupa sulfonowa na kinetyke
katalizowanej DcpS hydrolizy sond m’G (2°N(hex)m’GTPOC;-Cy3-Cy5, 2°N(hex)m’GTPOC;-Cy3-
sCy5 i 2’N(hex)m’GTPOC3-sCy3-sCy5); E) poréwnanie czasow poltrwania hydrolizy sond
dwuznakowanych katalizowanej przez PDE-I (czerwone kolumny) i DcpS (niebieskie kolumny).
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IV.10. Podwojnie znakowane analogi nukleotydow

Tabela 1V.38. Charakterystyka enzymatyczna podwojnie znakowanych sond nukleotydowych. Kolorem
czerwonym zaznaczono najlepsze substratu PDE-I, a zielonym — DcpS.

. ti (mln) 15773 (mln)
Zwiazek
PDE-I DcpS
cpADPC3-Cy5-Cy3 27,4 -
cpADPC3-Cy3-Cy5 31,4 -
CPATPC,-Cy3-Cy5 17,3 -
CpATPOC;-Cy5-Cy3 13,2 -
CpATPOC;-Cy3-Cy5 16,2 -
CPATPOC;-TQ2-(5)FAM 12,1 -
CPATPOC;-TQ3-Cy3 23,0 -
CPATPOC;-B12-(5)FAM 4,3 -
3’cp(m’)GTPOC;5-Cy5-Cy3 14,0 6,8
2’cp(m’)GTPOC;-Cy3-Cy5 12,5 5,0
6N-Cy3-ATPOC;-Cy5 40,6 -
6N-(5)ROX-ATPOC;3-TQ3 11,2 -
2’N(hex)m’GTPOC;-Cy5-Cy3 75,8 1,8
2’N(hex)m’GTPOC;-Cy3-Cy5 58,5 1,2
2’N(hex)m’GTPOC3-sCy5-Cy3 52,7 3,6
2’N(hex)m’GTPOC3-Cy3-sCy5 40,2 0,5
2’N(hex)m’GTPOC3-sCy3-sCy5 2,5 9,3
2’N(hex)m’GTPOC3-TQ3-(5)ROX 108,5 2,1
\J
C""
Lys 207

Rys. 1V. 137. Miejsce wigzace enzymu DcpS z m’GpppG®! z zaznaczonymi wigzaniami wodorowymi
pomigdzy grupami 2’ i 3’ hydroksylowymi 7-metyloguanozyny, a grupami aminowsa i karbonylowa w
tancuchu bocznym odpowiednio lizyny 207 (Lys 207) 1 kwasy asparaginowego 205 (Asp 205). Strukture
krystalograficzng zwizualizowano z uzyciem narzedzia Mol* dostgpnego na stronie PDB
(https://www.rcsh.org/).
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IV.11. Modyfikacja podlozy grafenowych

IV.11. Modyfikacja podtozy grafenowych

Opracowane dotychczas metody badan oddziatywan kap—biatko opieraty si¢ na detekcji
zmian sygnatu fluorescencyjnego — intensywnos$ci badz anizotropii fluorescencji oraz efektu
mikroskalowej termoforezy. Jedna z cze$ci niniejszego projektu doktorskiego byto
zaprojektowanie uktadu przeznaczonego do oznaczania stezenia biatka eIF4E (marker
nowotworowy) poprzez rejestracj¢ zmian parametréw elektrycznych warstw grafenowych
kowalencyjnie modyfikowanych analogami kapu. W celu przytgczenia nukleotydu planowano
wykorzysta¢ reakcje CuAAC pomigedzy odpowiednio zmodyfikowanymi chemicznie
nukleotydem oraz podtozem grafenowym. Zaplanowano trzy sposoby konstrukcji sondy:

)] Modyfikacje chemiczne monowarstwy grafenu odtozonej na SiC metodg CVD;

i) Modyfikacje chemiczne dwuwarstwy grafenu odtozonej na SiC metodg CVD;

i) Osadzanie koniugatu grafen—nukleotyd na tranzystorze polowym z GaN z

dwuwymiarowym gazem elektronowym.

Dwa pierwsze podejécia miaty na celu wykorzystanie mono- lub dwuwarstwy grafenu, jako
elementu przewodzacego prad, czulego na zmiany otoczenia. Przy pomocy modyfikacji
chemicznych grafenu planowano wprowadzi¢ w jego strukture analog kapu, ktory specyficznie
wigze biatka metabolizujace koniec 5° mRNA (Rys. 1V.138i-ii). R6znica w podejsciu i) oraz ii)
polega na tym, ze w przypadku monowarstwy grafenowej mozna oczekiwa¢, ze modyfikacje
bezposrednio wptywaja na jej zdefektowanie i moga negatywnie wplyna¢ na wiasciwosci
elektryczne. W przypadku ii), w zalozeniu modyfikacji ulega jedynie warstwa wierzchnia, a
warstwa pod nig zachowataby dobre wlasciwosci elektryczne (np. wysoka ruchliwo$é
nosnikow).

Trzecie podejscie zaktadato w pierwszej kolejnosci syntez¢ koniugatu analogu kapu z
odpowiednio sfunkcjonalizowang pochodng grafenu. W tej sytuacji analog grafenu, czy tez sam
koniugat ma posta¢ proszku. Nastepnie proszek mialby zosta¢ osadzony na tranzystorze
polowym GaN FET (ang. Field-Effect Transistor) z dwuwymiarowym gazem elektronowym
2DEG (ang. 2D Electron Gas).*?% Tranzystory tego typu znane sa pod nazwa HEMT (ang. High
Electron Mobility Transistors) i charakteryzuja si¢ niezwykle duzymi ruchliwo$ciami no$nikow
tadunku. Ich specyfika polega na wykorzystaniu heteroztgcza — w tym przypadku AlGaN/GaN,
dwoch materiatow o réznej szerokosci pasma energii zabronionych do utworzenia warstwy
(kwazidwuwymiarowej) ze swobodnymi no$nikami tadunku. Uklad przypomina trdjkatna
studni¢ potencjatu dla elektronow (ew. dziur), ktora wynika z potozenia pasm przewodnictwa
(pasm walencyjnych) dwodch materiatow. Elektrony moga porusza¢ si¢ jedynie w dwoch
wymiarach, a poziomy energii ruchu w trzecim kierunku sa skwantowane. To wlasnie te
elektrony tworza warstwe dwuwymiarowego gazu przewodzacego 2DEG. Heterostruktury z
gazem 2DEG s3a wykorzystywane do konstrukcji tranzystoroéw polowych. Sktadaja si¢ one z
trzech podstawowych elementow: zrodta (source), drenu (drain) oraz bramki (gate). Pomiedzy
zrodiem, a drenem znajduje si¢ kanat, w ktérym ptynie prad. W FET kontrola przeptywu pradu
odbywa si¢ poprzez przylozenie napigcia do bramki, co z kolei zmienia przewodnictwo
elektryczne miedzy zrodtem, a drenem. W proponowanym uktadzie role bramki pelni
modyfikowany nukleotydem analog grafenu. Odtozenie koniugatu na powierzchni tranzystora
bedzie wptywacé na przeptyw pradu.
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IV.11. Modyfikacja podlozy grafenowych

i) Monowarstwa grafenu na SiC
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chemiczne
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Rys. 1V. 138. Schematyczne przedstawienie zaplanowanych podejs¢ do konstrukceji sondy.

Schemat dziatania sondy molekularnej przeznaczonej do oznaczania stezenia biatka elF4E
zaprezentowano na Rys. IV. 139.

sygnat

stezenie biatka

Oznaczanie stezenia biatek
Rys. 1V. 139. Schemat dziatania metody przeznaczonej do badan oddziatywan kap—biatko, w oparciu o
pomiary zmian parametrow elektrycznych warstw grafenowych.

IVV.11.1. Charakterystyka monowarstwy grafenu odtozonej na SiC

W pierwszym podejsciu przeprowadzono proby modyfikacji chemicznej monowarstwy
grafenu odlozonej na podtozu z potprzewodnika — weglika krzemu SiC. Idea polegata na tym,
aby sfunkcjonalizowa¢ grafen tak, zeby zmienial swoje przewodnictwo elektryczne pod
wplywem dolaczonych do niego molekut. W tym celu wykorzystano probke grafenu o
wymiarach 1x1 cm (oznaczong 2562 G2C1), wyhodowanego w Instytucie Technologii i
Materiatéw Elektronicznych w Warszawie metoda chemicznego osadzania z fazy gazowej CVD
(ang. Chemical Vapor Deposition). Polega ona na wzroscie epitaksialnym grafenu na podtozu z
SiC, z uzyciem propanu, jako gazowego prekursora weglowego w warunkach wysokiej
temperatury i niskiego ci$nienia argonu.32!!

W celu scharakteryzowania witasciwosci grafenu wykonywano dwuwymiarowe mapy
ramanowskie powierzchni probki. Poniewaz w pomiarze nastgpuje zardéwno wzbudzanie
grafenu, jak tez podtoza SiC, aby uzyska¢ widma samego grafenu nalezy umiejetnie odja¢ widmo
SiC. Widmo czystego SiC rejestrowano oddzielnie, ogniskujac laser w glebi probki, tuz pod
warstwa grafenowa. Ze wzgledu na to, ze intensywnosci pasm mierzonych widm rdznig si¢
miedzy sobg przed odjeciem tta SiC nalezy wykona¢ odpowiednig procedure matematyczng
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zapisang ~w  zautomatyzowanym
skrypcie.321 W pierwszej kolejnosci g
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Nastepnie  wykonano sumowanie Rys. 1V.140. Wybrane widma ramanowskie warstwy
grafenu, podtoza SiC oraz grafenu i SiC plytki 2562

G2C1.
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numeryczne sygnalu w obszarze
~1750-1850 cm™ widma SiC oraz
widm powierzchni. Stosunek obydwu zintegrowanych warto$ci byt czynnikiem skalujacym,
wykorzystanym do odje¢cia referencyjnego sygnatu SiC. Stosujgc opisang procedure dla kazdego
zarejestrowanego widma odejmowano sygnat SiC (podtoza) w celu uzyskania czystego widma
grafenu, co przyktadowo przedstawiono na Rys. IV. 140.

Skrypt przeznaczony do odjecia tta SiC zawieral takze dopasowanie funkcji Lorentza do
trzech gtownych sygnatow widma grafenu: G, D 1 2D, na podstawie, ktorego obliczane byty
takze takie parametry pasm, jak potozenie maksimum (energia), intensywno$¢ pasma
(powierzchnia pod widmem) oraz szerokos¢ potéwkowa (FWHM, ang. Full Width at Half
Maximum). Na otrzymanych widmach grafenu wyroznia si¢ przede wszystkim waskie pasmo G
przy 1594 cm?, szersze pasmo 2D przy 2720 cm™ oraz stabo widoczne pasmo D (oznacza to
niskie zdefektowanie materiatu). Analizg¢ stosunku intensywno$¢ pasm D (Ip) do intensywnosci
pasma G (lg) dla catej probki przedstawiono na Rys. IV. 141. Mape ptytki wykonano w
odstepach 579,5 um na osi OX 1 650 pm na osi OY (288 punktow).

2562 G2C1 S

25.0
! 22.5
8000 00
-17.5
—~ 6000 | 150
g. -12.5
= 4000 - 100

-75

2000

0
0 2000 4000 6000 8000

5.0

2.5

0.0
X (nm)

Rys. 1V. 141. Stosunek powierzchni pod pasmem D do powierzchni pod pasmem G ptytki 2562 G2C1
obliczony na podstawie zarejestrowanych widm ramanowskich w kolejnych punktach ptytki.
Czerwonymi liniami zaznaczono rozmiar probek po podziale.
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IV.11. Modyfikacja podlozy grafenowych

Ptytka zostala nast¢pnie pocieta na 4 czesci, kazda o innych wymiarach (Rys. IV. 142).
Na podstawie uzyskanych map ramanowskich wykonano analiz¢ parametréw pasm G, D dla
fragmentow I do IV, powstatych z pierwotnej probki (Rys. IV. 143).

Ag """"""""""""""""""""" 1B

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

-----------------------------------------

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Rys. 1V. 142 Schematyczne przedstawienie p%ytkl 2562 G2C1 A) przed i B) po cigciu na cztery
fragmenty. Powierzchnia otoczona linig przerywang oznacza obszar, na ktorym mierzono widma
ramanowskie.
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Rys. 1V. 143. Stosunek powierzchni pod pasmem D do powierzchni pod pasmem G obliczony dla
kolejnych punktow ptytki 2562 G2C1 A) I, B) II, C) 11 i D) IV z zarejestrowanych widm ramanowskich.

Podziat ptytki nie wptynagt znaczaco na jako$¢ warstw grafenu fragmentow I, Il i 1V,
natomiast w przypadku fragmentu Ill zaobserwowano wzrost zdefektowania (zobrazowany
wzrostem wartosci Ip/lg). Pasmo G dominuje na widmach ramanowskich, kazdego z
fragmentow. W nielicznych miejscach zdefektowania pojawia si¢ silniejsze pasmo D (wyzszy
stosunek Ip/lc). W kolejnych etapach fragmenty ptytek poddane zostaty modyfikacjom
chemicznym, majacym na celu wprowadzenie grupy azydkowe;j.
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IV.11. Modyfikacja podlozy grafenowych

IV.11.2. Utlenianie monowarstwy grafenu

Aby zmodyfikowac chemicznie powierzchnig grafenu dobrym punktem wyjsciowym jest
przeprowadzenie reakcji utleniania. Wprowadzone w ten sposob grupy hydroksylowe,
epoksydowe i karboksylowe utatwiajg dalsze modyfikacje chemiczne. Cze¢$¢ I ptytki 2562 G2C1
zostala umieszczona na dnie szklanego naczynia, do ktorego wprowadzono mieszaning
utleniajaca, ztozong z: kwaséw HaPO4:H2SO4 (1:9) oraz KMnOg4. Uktad inkubowano przez 5 min
w temperaturze 30°C, po czym dodano 30% H202. W trakcie inkubacji naczynie wytrzasano z
predkoscig obrotowa 300 rpm. Nast¢pnie powierzchni¢ ptytki przemyto wielokrotnie wodg i
Wysuszono W strumieniu argonu. Procedure zaczerpnigto z pracy Marcano, et al. 2010.52%1 w
ramach kontroli rownolegle w tych samych warunkach inkubowano fragment III ptytki bez
dodatku utleniacza KMnOas (Rys. 1V. 144).

i, H,PO,H,S0, (1:9), KMnO, i, H;PO.:H,SO, (1:9)
ii. Hs0,, H,O i, Hy0 H,0
== R
2562 G2C1 1 2562 G2C1 111
utlenianie kontrola

Rys. 1V. 144, Schematyczne przedstawienie uktadu, w ktorym inkubowano ptytke z warstwa grafenu
odtozonego na SiC.

Obydwie plytki zostaty scharakteryzowane poprzez rejestracj¢ map ramanowskich z
parametrami pomiaru (rozmiar mapy, moc lasera) analogicznymi do map wykonanych przed
inkubacjg. Wybrane widma ramanowskie, zarejestrowane dla fragmentu | przedstawiono na Rys.
IV. 145. Zauwazalng zmiang bylo pojawienie si¢ intensywnego pasma D z maksimum w ok.
1340 cm™ oraz poszerzonego pasma przy ok. 2920 cm™, ktére mozna przypisa¢ obecnosci
wigzan C-H.¥?? Swiadczy to o pojawieniu si¢ defektow w strukturze grafenu. Ilosciowo zmiang
te obrazujg wykresy stosunku powierzchni pasma D do G (Io/lg; Rys. 1V. 146). Przed inkubacja
w warunkach utleniajgcych wartosci Ip/lg byty niskie gdyz pasmo D byto szczatkowe, natomiast
po inkubacji wartosci znaczaco wzrosty, co zwigzane jest obecnoscig intensywnego pasma D. Z
kolej Ip/le ptytki kontrolnej III zaréwno przed, jak i po inkubacji w mieszaninie kwasow,
przyjmowaty wysokie wartosci (Rys. IV. 147). Brak czesci mapy ptytki III po inkubacji wynika
z btedu w ustawieniach wymiaréw mapy. Ilo§ciowo zmiany rozktadu powierzchni pasm D do G
obrazuja histogramy przedstawione na Rys. V. 148. Po inkubacji w warunkach utleniajacych
widoczne jest przesuni¢cie maksimum histogramu Ip/lg ptytki I w strone wyzszych wartosci, co
spowodowane jest wzrostem intensywnos$ci pasma D (Rys. IV. 148). Natomiast w przypadku
ptytki III histogram rozktadu Ip/lc mapy ptytki przed procesem oraz po inkubacji w mieszaninie
kwasow jest zblizony (Rys. IV. 148). Oznacza to, ze obecno$¢ samych kwasoéw bez utleniacza
prowadzi jedynie do niewielkiego wzrostu zdefektowania probki. Wszystkie te obserwacje
uwidaczniaja zmiany, jakie zaszly w strukturze warstwy grafenu na skutek inkubacji w
warunkach utleniajacych.
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2.5 —— T — 3.5 : . .
G :2D 3.0 Nr widma
: : Ot ——9 —— 139 —— 318 -
§ 2.0t 1 § o5l
g 1.5F | przed utlenianiem i é 2.0r ]
g 1.0t g 1.5} y
= € 1.0t 1
£ o5} =
0.0 utleniana 05¢ ]
. | | | 0.0 ]
1500 2000 2500 3000 1500 2000 2500 3000
A) liczba falowa (cm-1) B) liczba falowa (cm-1)

Rys. IV. 145. A) Poroéwnanie wybranych widm ramanowskich ptytki 2562 G2C1 1 przed oraz po
utlenianiu; B) Wybrane widma ramanowskie z mapy ptytki 2562 G2C1 I po utlenianiu.
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Rys. 1V. 146. Porownanie stosunkow intensywnosci Ip/le dla kolejnych punktow ptytki 2562 G2C1 1

przed i po procesie utleniania obliczonych z zarejestrowanych widm ramanowskich. Na mapie po
utlenianiu zaznaczono numerami widma, zaprezentowane na Rys. 1V. 145B.
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Rys. V. 147. Porownanie stosunkow intensywnosci Ip/lg dla kolejnych punktow plytki 2562 G2C1 111
(kontrola) przed i po inkubacji w warunkach reakcji bez KMnQO, obliczonych z zarejestrowanych widm
ramanowskich.
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Rys. 1V.148. Poréwnanie histograméw przedstawiajacych rozktad stosunku powierzchni pasma D do G,
obliczonych z kolejnych zarejestrowanych widm ramanowskich ptytki 2562 G2C1 | przed i po utlenianiu
oraz ptytki 2562 G2C1 III przed oraz po procesie kontrolnym (inkubacja w kwasach).

Proces utleniania powtdérzono dla czesci II ptytki 2562 G2C1 w tym samych warunkach,
jednak z wydhuzonym czasem inkubacji z 5 min do 1 h. Po wysuszeniu ptytki przeprowadzono
pomiar mapy ramanowskiej 1 poréwnano do wynikow uzyskanych dla niemodyfikowanej ptytki
Il. Wykonano pomiar mapy ramanowskiej ptytki II po inkubacji w warunkach utleniajacych oraz
zanalizowano zmiany w warto$ciach stosunku powierzchni pod pasmem D do G. Podobnie jak
w przypadku ptytki I wartosci Ip/lg znacznie wzrosty, a maksimum histogramu Ip/lg przesuneto
sie¢ w stron¢ wyzszych warto$ci, co koreluje z pojawieniem si¢ intensywnego pasma D na
widmach ramanowskich (Rys. 1V. 149).
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Rys. 1V. 149. Poréwnanie stosunkow intensywnosci Ip/lg dla kolejnych punktow ptytki 2562 G2C1 I1 A)

przed i B) po procesie utleniania obliczonych z zarejestrowanych widm ramanowskich.; C) Poréwnanie

histogramow przedstawiajacych rozktad stosunku powierzchni pasma D do G, obliczonych z kolejnych

zarejestrowanych widm ramanowskich ptytki 2562 G2C1 II przed i po utlenianiu.
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Doktadng analize zarejestrowanych
map ramanowskich ptytki II przed i po

inkubacji w  warunkach utleniajacych
przeprowadzit prof. dr hab. Roman
Stepniewski z Zaktadu Ciata Stalego

Wydziatu Fizyki UW, wykonujac analizg
glownych sktadowych PCA (ang. Principal
Component Analysis). Kombinacja liniowa

niezaleznych od siebie gloéwnych
sktadowych ~ umozliwia  rekonstrukcj¢
rejestrowanych ~ widm  ramanowskich.

Gtowne sktadowe sg ortogonalne wzgledem
siebie i dobrane tak, aby wariancja kolejnych
sktadowych malata. Pierwsza sktadowa f1
opisuje wybrane widmo utlenionego grafenu
GO i ma najwyzszag wariancj¢. Druga
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Rys. 1V. 150. Glowne skladowe w analizie PCA
mapy ramanowskiej ptytki II po inkubacji w
warunkach utleniajgcych.

sktadowa 2 odpowiada wybranemu widmu grafenu. Kolejne dwie sktadowe f3 i f4 reprezentuja
korekty na przesunigcie maksimow pasm i maja znacznie mniejszy wkilad w rekonstrukcje
widma (Rys. IV. 150). Analiza PCA wykazala, iz zmiany, ktore zaszly na powierzchni ptytki II
po inkubacji w warunkach utleniajacych nie sg jednorodne. Mozna wyrdézni¢ fragmenty, na
ktorych dominuje widmo charakterystyczne dla tlenku grafenu z intensywnym pasmem D oraz
fragmenty ,,grafenowe” (Rys. IV. 151). Zaobserwowano, ze intensywnosci widm GO i grafenu
antykoreluja ze sobg. W miejscach plytki, w ktérych dominuje widmo GO widmo grafenu jest

szczatkowe 1 odwrotnie.
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Rys. V. 151. Wkiad sktadowej GO i grafenu w odtworzenie mapy ramanowskiej ptytki II po inkubacji
w warunkach utleniajacych. Parametr q to doktadnos¢ rekonstrukcji zawierajaca si¢ w przedziale 0 do 1

(idealna rekonstrukcja).
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IV.11. Modyfikacja podlozy grafenowych

Na podstawie analizy pomiar6w map ramanowskich modyfikowanych probek mozna
stwierdzi¢, jak zmienialy si¢ jej parametry fizyczne (naprezenia, liczba warstw, koncentracja i
ruchliwo$¢ nos$nikow). Przesunigcie rozktadu zalezno$ci polozenia pasma G do 2D w strong
wyzszych energii pasma G, co moze $wiadczy¢ o zmianie koncentracji nosnikow (Rys. IV. 152).
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Rys. 1V. 152. Zalezno$¢ potozenia pasma G od pasma 2D na widmie ramanowskim, wyznaczona dla
ptytki A) 2562 G2C1 1i B) 2562 G2C1 Il przed i po utlenianiu.

Utlenianie nie zachodzi jednorodnie, co powoduje tworzenie si¢ odseparowanych wysp GO —
grafen. Taka sytuacja nie jest pozadana w konstrukcji sensora, w ktorym mierzone bytyby
zmiany przeptywu pradu elektrycznego wywotane doczepianiem si¢ molekut. Prad ptynatby
glownie poprzez czgs¢ grafenowa o mniejszym oporze i wptyw zmian w obszarach GO na jego
warto$¢ moglby by¢ niewielki.

Pomiary ramanowskie nie umozliwity identyfikacji zmian chemicznych, ktore zaszty na
powierzchni probki np. pojawienia si¢ nowych grup funkcyjnych, czy tez sktadu
pierwiastkowego. Aby scharakteryzowa¢ produkt reakcji pod katem chemicznym podjeto probe
pomiaru widma ATR FTIR powierzchni ptytki I przed i po utlenianiu (Rys. 1V. 153). Niestety
nie udato si¢ zarejestrowac informatywnego widma przypuszczalnie ze wzgledu na zbyt duza
warstwe powietrza pomiedzy ptytka, a krysztatem przystawki ATR.
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Rys. IV. 153. Widma ATR FTIR ptytki 2562 G2C1 | przed i po utlenianiu.

W kolejnym podejsciu zastosowano technike XPS w celu identyfikacji produktu reakcji.
Badania wykonal dr Igor Wiasny, korzystajac z aparatury na Uniwersytecie Lodzkim. Na
obydwu widmach XPS widoczne sg sygnaty tlenu, krzemu (podtoze SiC) oraz wegla (grafen plus
podtoze SiC). Widmo XPS ptytki I po inkubacji w warunkach utleniajacych posiada bardziej
intensywng lini¢ tlenu w poréwnaniu do kontroli — ptytki III. Ponadto ksztalt sygnatu weglowego
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IV.11. Modyfikacja podlozy grafenowych

takze wskazuje na zwigkszenie ilosci wigzan wegla z tlenem C-O, C=0 oraz O-C=0 (Rys. IV.
154). Sygnal weglowy jest w tym przypadku trudny do zinterpretowania, gdyz mierzona jest
takze warstwa buforowa oraz wegle z SiC. Trudno jest, zatem catkowicie odseparowaé sygnat
pochodzacy od wiazan wegiel tlen (ok. 284 eV) od wegli sp°, jednak z cala pewnoscia
intensywno$¢ tego sygnatu zwigksza si¢ w poréwnaniu do probki kontrolnej. Analogiczne
zmiany zaobserwowano takze na widmie XPS ptytki II po inkubacji w warunkach utleniajagcych
(Rys. 1V. 155). Procentowy sktad pierwiastkowy zestawiono w Tabeli IV. 39. Zawarto$¢ tlenu
po inkubacji ptytki I wynosi 25%, natomiast kontroli III 8%. W przypadku ptytki II po utlenianiu
zawarto$¢ tlenu wyniosta 23%, co oznacza, ze dlugo$¢ czasu inkubacji (5 min 1 1 h) nie miata
wplywu na zajécie reakcji. Widma XPS ostatecznie potwierdzily zaj$cie utlenienia warstwy
grafenowej odlozonej na SiC, natomiast analiza map ramanowskich wykazata, ze modyfikacja
ta nie zachodzi réwnomiernie na catej powierzchni phytki.
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1 LMM CKLL OKLL 1s 1s S s 5
. i " Pl
] Fikl 64
| Name Pos  FWHM Area  At% R4 2]
21 \ O1s 53260 284 | 138444 21.98 4 2] I
-

C1s 28360 455 | 1724.28 78.02 S 2]

CPS

t 14 /

N Mmmm \ : M \

.| Mtatty Mty
A,
o T T T T T T T T T T

T T T T ?[;1 ’ ! 288 285 282 279
A) 300 500 300 0 B) Binding Enecgy (o)

e '\/_4 A A ‘\‘

Rys. 1V. 155. A) Widmo XPS ptytki 2562 G2C1 Il po utlenianiu; B) Zblizenie na lini¢ wegla Cls.

209



IV.11. Modyfikacja podlozy grafenowych

Tabela 1V.39. Zestawienie zawarto$ci procentowej tlenu i wegla w badanych probkach. Wartosci
wyznaczono na podstawie analizy widm XPS.

Probka 0O (%) C (%)
| utleniana 25 75
Il utleniana 22 78
Il kontrola 8 92

IVV.11.3. Modyfikacje monowarstwy grafenu grupa azydkowa

Kolejny etap modyfikacji zaktadal wprowadzenie ortogonalnej grupy funkcyjnej
umozliwiajace] wydajne przylaczenie analogu kapu. Wykorzystano w tym celu reakcje
azydkowania na podstawie pracy Eigler et al. 2013.%%4 Ptytke 2562 G2C1 I po utlenianiu
umieszczono w szklanym naczyniu w wodzie, a nast¢pnie dodano azydek sodu NaNaz. Plytke
inkubowano w temperaturze 30°C przez 1 h z predkosciag obrotowg mieszania 300 rpm. Po
godzinie plytke przemyto wielokrotnie woda, a po wysuszeniu wykonano pomiar mapy
ramanowskiej. Wyglad widm ramanowskich nie ulegl znaczacej zmianie — nadal stosunek
powierzchni pod pasmem D do G jest wysoki (Rys. V. 156 A-B), a histogram rozktadu Ip/lc ma
podobny przebieg (Rys. IV. 156C). Takze zaleznos¢ potozenia pasma G i 2D przed i po procesie
azydkowania wygladaja podobnie (Rys. IV.156D). Wszystkie te obserwacje prowadza do
wniosku, ze parametry fizyczne warstw grafenowych nie zmienily si¢ na skutek inkubacji ptytki
Z NaNs.
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Rys. 1V. 156. Porownanie stosunku powierzchni pod pasmem D do powierzchni pod pasmem G dla
kolejnych punktow plytki 2562 G2C1 I po utlenianiu oraz A) przed i B) po procesie azydkowania
obliczone z zarejestrowanych widm ramanowskich.; C) Poroéwnanie histogramow przedstawiajacych
rozktad stosunku intensywnosci lo/lg, obliczonych dla kolejnych zarejestrowanych widm ramanowskich
ptytki 2562 G2C1 I przed i po azydkowaniu; D) Zalezno$¢ potozenia pasma G od pasma 2D na widmie
ramanowskim, wyznaczona dla plytki 2562 G2C1 I przed utlenianiem, po utlenianiu oraz po utlenianiu i
azydkowaniu.
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IV.11. Modyfikacja podlozy grafenowych

W celu zweryfikowania czy reakcja chemiczna zaszta prawidtowo zanalizowano widmo
XPS fragmentu ptytki I po utlenianiu i azydkowaniu, wykonane przez dr Igora Wtasnego na
Uniwersytecie Lodzkim (Rys. IV. 157A-B). Ptytke ponownie inkubowano w szklanym naczyniu
w wodnym roztworze NaN3, tym razem przez 12 h. Niestety na widmie XPS wysuszonej ptytki
takze nie pojawia si¢ pasmo azotu (Rys. 157C-D). Procentowy sktad pierwiastkowy zestawiono
w Tabeli IV. 40.

Tabela 1VV.40. Zestawienie zawartosci procentowej tlenu, wegla i azotu w badanych probkach. Wartosci
wyznaczono na podstawie analizy widm XPS.

Prébka O (%) C (%) N (%)
I utleniana 25 75 0
| azydkowana 1h 18 82 0
| azydkowana 12 h 20 80 0
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Rys. 1V. 157. Widmo XPS ptytki 2562 G2C1 I po A) 1 h oraz C) 12 h azydkowania; Panele B) i D)
prezentuja zblizenia linii wegla C1s z widm XPS po 1 h i 12 h azydkowania.

I\V.11.4. Podsumowanie

W celu opracowania biosensora do oznaczania stezenia biatek oddzialujacych z kapem
poprzez zmiany parametrow elektrycznych wykonano nastgpujace czynnosci:
. Scharakteryzowano monowarstwe grafenu odtozong na SiC poprzez wykonanie map
ramanowskich w cato$ci oraz po przecieciu na cztery czegsci. Nie zaobserwowano znaczgcych
zmian na widmie grafenu z widocznie dominujgcym pasmem G oraz niskg intensywnoscia pasma
defektowego D;
. Przeprowadzono utlenianie ptytki I oraz II w reakcji trwajacej odpowiednio 5 i 60 minut.
Jako kontrole tymi samymi warunkami potraktowano ptytke III bez dodatku utleniacza;
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. Piytki T 1 II zostaly z powodzeniem utlenione, co spowodowalo zwigkszenie
intensywnosci pasma D na widmie ramanowskim oraz pojawieniem si¢ sygnatu tlenu na widmie
XPS $wiadczacym o obecnosci wigzan wegiel-tlen;

. Podjeto probe dalszej modyfikacji ptytki I grupg azydkows jednak pomiar XPS nie
potwierdzit obecnosci azotu.

Utlenianie plytki spowodowato ponadto wzrost opornosci (drastycznie zmniejszenie
przewodnosci) elektrycznej, co bardzo utrudnia albo praktycznie uniemozliwia zastosowanie
tego podejscia do opracowania uktadu przeznaczonego do oznaczania stezenia bialek wigzacych
kap. Problem ten mogloby rozwigza¢ zastgpienie modyfikowanej monowarstwy grafenu
dwuwarstwa (Rys. V. 138ii), jednak trudno$ci z dalszg modyfikacja grupami azydkowymi
pozostaja. W toku badan zdecydowano skupic si¢ na podejsciu polegajacym na zaprojektowaniu
tranzystora GaN z osadzonym na powierzchni koniugatem grafenu z nukleotydem (Rys. IV
138iii).

IV.12. Synteza koniugatéw grafenu z nukleotydami

Modyfikacje chemiczne warstwy grafenu odlozonej na podtozu SiC sg trudne w
kontrolowaniu oraz zachodza niejednorodnie w réznych miejscach ptytki. Z tego wzgledu w
kolejnym podejsciu otrzymano seri¢ modyfikowanych analogow grafenu w formie proszku, a
ostatecznie takze dwa koniugaty z nukleotydami m’GTP i GTP. W zatoZeniu koniugat nastepnie
ma zostaé osadzony na powierzchni tranzystora AlGaN/GaN z dwuwymiarowym gazem
elektronowym (Rys. IV. 138iii).

Najbardziej dogodnym podejsciem modyfikacji grafenu jest jego utlenienie.
Wprowadzone w ten sposob grupy funkcyjne umozliwiajg dalsze modyfikacje (Rys. IV 158).

Formowanie amidu lub estru karbaminianu Redukcja
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Rys. IV. 158. Wybrane modyfikacje chemiczne utlenionego grafenu GO. Rysunek zaczerpnigty z Loh, et
al. 2010.B%1
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IV.12.1. Synteza tlenku grafenu (GO)

W literaturze opisanych jest wiele sposobow utleniania grafitu. Jedng z najbardziej
popularnych metod jest metoda Hummersa, w ktorej grafit utleniany jest w srodowisku silnych
kwasow w obecnosci nadmanganianu potasu (KMnOg), jako utleniacza. W niniejszej pracy
tlenek grafenu (GO) otrzymano z grafitu stosujac ulepszona metod¢ Hummersa.*231 W podejsciu
tym grafit zawieszany jest w mieszaninie kwasu siarkowego (H2SO4) oraz fosforowego (HzPOas)
w stosunku objetosciowym 9:1. Ulepszenie metody polega na nie stosowaniu kwasu azotowego
(HNOs3) oraz soli azotanowych, dzi¢ki czemu w trakcie reakcji nie powstajg toksyczne tlenki
azotu (Rys. 1V. 159).

T NO,

Hummers 3 KMnO,
H,S0,, 0.5 NaNO,

GF (3
=29 Sifted/filtered
Improved 6 KMnO, — "
9:1H,50,/H,PO, xidized materials
HGO IGO HGO+

- Hummers
\_modified S:Kg"“oa 5
H,S0,, 0.5 NaNO, \

T NO, “-,, v Hummers
P il

Hydrophobic carbon material recovered

Rys. 1V. 159. Poréwnanie procedur syntezy tlenku grafenu (GO) z grafitu. Rysunek zaczerpnigto z pracy
Marcano et al. 2010.1*

Zgodnie z procedurg grafit w postaci proszku zawieszono w mieszaninie kwasow, a
nastepnie powoli, porcjami dodawano nadmanganian potasu. Mieszaning inkubowano przez noc
w temperaturze 50°C pod chtodnicg zwrotng (Rys. IV. 160). Reakcje zakonczono dodajac 30%
roztwor H20z2, a osad odwirowano i przemyto wielokrotnie woda do pH 7 zawiesiny wodnej. W
kolejnym etapie w celu usunigcia nadmiaru soli przeprowadzono dializ¢ otrzymanego produktu.
W tym celu wykonano dializ¢ poprzez zawieszenie produktu w wodzie, przeniesienie mieszaniny
do woreczka do dializy, ktory nastgpnie umieszczono w duzym naczyniu z wodg (trzykrotnie
wymieniang). Po odwirowaniu osadu, przemyciu kilkukrotnie woda oraz wysuszeniu otrzymano
produkt w postaci bragzowego proszku.

i. KMnO,
H2804/H3PO4 (91 )

50°C

i.  30% H,0,

grafit GO
Rys. V. 160. Schemat syntezy tlenku grafenu (GO) z grafitu w ulepszonej metodzie Hummersa.?
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IV.12. Synteza koniugatéow grafenu z nukleotydami

Uzyskany proszek scharakteryzowano poprzez wykonanie widm FTIR oraz
ramanowskiego. Obydwa widma potwierdzity powstanie tlenku grafenu (GO) na skutek
przeprowadzonej reakcji. Na widmie FTIR obecne sg charakterystyczne pasma odpowiadajace
drganiom rozciggajacym O-H (3000-3500 cm™) oraz rozciggajacym C=0 (1600-1700 cm™;
Rys. IV. 161A). Z kolei pasma D (~1600 cm™) i G (~1350 cm™) widoczne na widmie
ramanowskim (Rys. V. 161B) wskazujg na pojawienie si¢ defektow w warstwach grafenu.
Zgodnie z literaturg zsyntetyzowany w ten sposob GO powinien zawieraé w swojej strukturze
grupy hydroksylowe i1 epoksydowe, a takze karboksylowe umiejscowione na brzegach ptatka.
Dodatkowo wykonano zdjecia otrzymanego GO z uzyciem mikroskopu optycznego z
powickszeniem 50 x (Rys. IV. 162A) oraz mikroskopu TEM (Rys. 1V. 162B). Analiza zdjg¢¢
TEM wykazatla, ze uzyskany GO ma posta¢ nieregularnych ptatkéw o rozmiarach rzgdu 1 pm.
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Rys. IV. 161. A) Widmo FTIR tlenku grafenu (GO); B) widma ramanowskie grafitu oraz GO.
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Rys. V. 162. Zdjgcie powierzchni GO, wykonane mikroskopem: A) optchny
oraz B) TEM.
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IVV.12.2. Synteza GO modyfikowanego grupg alkinowa (GO-alkynyl), azydkowa
wewnatrz (GO-N3) oraz na krawedzi (GOpN3)

Tlenek grafenu otrzymany w zmodyfikowanej reakcji Hummersa poddano nastgpnie
trzem réznym modyfikacjom, majacym na celu ostatecznie przytaczenie analogu kapu. W
pierwszej modyfikacji do struktury GO wprowadzono grupe alkinowg stosujac modyfikacje grup
karboksylowych, znajdujacych si¢ na brzegach ptatka (GO-alkynyl). Wykorzystano w tym celu
metodologig literaturowa, 28! w ktorej tlenek grafenu modyfikowano propargiloaming w reakcji
amidacji/estryfikacji Steglicha z uzyciem DCC (dicyklokarbodiimid — odczynnik sprzegajacy)
oraz DMAP (4-dimetyloaminopirydyna — katalizator). Reakcje przeprowadzono zgodnie ze
schematem przedstawionym na Rys. IV. 163.
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IV.12. Synteza koniugatéow grafenu z nukleotydami

HZN/\\\

DCC, DMAP

DMF

Rys. V. 163 Schemat reakcji modyfikacji tlenku grafenu GO na brzegach ptatka (GO-alkynyl).[28%

Otrzymany proszek scharakteryzowano poprzez wykonanie widm FTIR oraz
ramanowskich. Na widmie IR (Rys. IV. 164A) pojawiaja si¢ nowe sygnaly odpowiadajace
drganiom rozciagajacym grupy metylenowej —CHo— (2845 cm™ i 2935 cm™) oraz drganiom
rozciagajacym grupy alkinowej —C=C— (2120 cm™), pochodzace od przylaczonej
propargiloaminy. W tym przypadku widmo ramanowskie nie jest informatywne gdyz ksztatt oraz
potozenie pasm sa analogiczne do substratu — tlenku grafenu (Rys. 1V. 164B).

25 T T T T T T 50000 T
— GO
—— GO-alkynyl

40000

30000 [

20000

o}

Absorbane (a.u.)
Raman intensity (cps)

. . . . . . . . L
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 1500 2000 2500 3000
A) wavenumber (cm ) B) wavenumber (cm™)

Rys. 1V. 164. A) Widmo FTIR GO modyfikowanego grupa alkinowa (GO-alkynyl); B) widma
ramanowskie GO oraz GO-alkynyl.

Dodatkowg charakterystyke wykonano poprzez wykonanie zdje¢ otrzymanego GO-
alkynyl z uzyciem mikroskopu optycznego z powigkszeniem 50 X (Rys. IV. 165A) oraz

mikroskopu TEM (Rys. IV. 165B). Analiza zdj¢¢ TEM wykazata, ze uzyskany GO-alkynyl ma
posta¢ nieregularnych ptatkéw o rozmiarach rzedu 1 pm.

A) 8 ’ B)
Rys. 1V. 165. Zdjecie powierzchni GO-alkynyl, wykonane mikroskopem: A) optycznym z
powieckszeniem 50 x oraz B) TEM.

W kolejnym etapie podjeto probe przylaczenia testowego nukleozydu — 5°-Ns-
guanozyny, z GO-alkynyl w reakcji CUAAC. W tym celu otrzymany GO-alkynyl zawieszono w
DMF i poddano sonikacji, po ktorej dodano 5’-Ns-guanozyne, siarczan miedzi (I) oraz
askorbinian sodu. Po zakonczeniu reakcji uzyskany proszek scharakteryzowano poprzez
wykonanie widma FTIR (Rys. IV. 166). Pozytywny przebieg reakcji CuAAC moze potwierdzi¢
zanik pasma —C=C— przy 2120 cm™. Jednak po reakcji pasmo nadal byto widoczne, co oznacza,
ze reakcja nie zaszta catkowicie lub nie zaszta w ogole. Wada wykorzystania pasma drgan grupy
alkinowej jest jego niska intensywnos¢, co dodatkowo utrudnia monitorowanie reakcji.
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IV.12. Synteza koniugatéow grafenu z nukleotydami
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Rys. 1V. 166. Widmo FTIR GO-alkynyl oraz GO-alkynyl po reakcji CuAAC z 5°-N3-guanozyna.

Kolejng testowang modyfikacja grafenu byto przylaczenie grupy azydkowej na
powierzchni platka. Wykorzystano w tym celu procedure literaturowa, w ktorej grupa azydkowa
wprowadzana byla w reakcji substytucji nukleofilowej grup organosiarczanowych oraz
przypuszczalnie epoksydowych (Rys. IV. 167).%41 Grupy organosiarczanowe powstaja w
syntezie tlenku grafenu metodami Hummersa na skutek stosowania kwasu siarkowego.?!

NaN3
liofilizacja
B

-Nast4

GO-N,
Rys. V. 167. Schemat syntezy GO modyfikowanego grupa azydkowa (GO-Ns).5?4l

Tlenek grafenu zawieszono w wodzie, sonikowano, a nastepnie schtodzono do 10°C, po
czym dodano azydek sodu. Po zakonczeniu reakcji mieszaning reakcyjng poddano liofilizacji, a
nastepnie przemyto kilkukrotnie woda, w wyniku, czego uzyskano produkt w postaci czarnego
proszku. Produkt reakcji scharakteryzowano poprzez pomiar widm FTIR i ramanowskiego. W
wyniku reakcji na widmie FTIR (Rys. IV. 168A) pojawia si¢ intensywne pasmo drgan
rozciggajacych grupy azydkowej —Ns (2128 cm™). Podobnie, jak w przypadku GO-alkynyl
widmo ramanowskie nie jest informatywne gdyz ksztalt oraz potozenie pasm jest analogiczne do
substratu — utlenionego grafenu (Rys. 1V. 168B).
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Rys. 1V. 168. A) Widmo FTIR GO-Ngs; B) widma ramanowskie GO i GO-Ns.
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IV.12. Synteza koniugatéow grafenu z nukleotydami

Dodatkowg charakterystyke wykonano poprzez zarejestrowanie zdje¢ otrzymanego GO-
N3 z uzyciem mikroskopu optycznego z powickszeniem 50 x (Rys. V. 169A) oraz mikroskopu
TEM (Rys. IV. 169B). Analiza zdj¢g¢ TEM wykazala, ze uzyskany GO-N3 ma postac
nieregularnych ptatkéw o rozmiarach rzedu 1 pm.

A) : B) e
Rys. V. 169. Zdjecie powierzchni GO-Ns, wykonane mikroskopem A) optycznym z powigkszeniem 50
X oraz B) TEM.

Nastepnie podjeto probe przylaczenia mononukleotydowego analogu kapu zawierajacego
terminalny 3-butynylo-C-fosfonian m’GpsCsHs (A2). Otrzymany GO-N3 zawieszono w wodzie,
dodano nukleotyd m’GpsC4Hs, a nastepnie siarczan miedzi (I) oraz askorbinian sodu inkubowane
uprzednio z ligandem THPTA. W celu scharakteryzowania produktu reakcji zarejestrowano
widmo FTIR otrzymanego proszku. Takze w tym przypadku nie zaobserwowano zaniku pasma
azydkowego, wynikajacego z zajscia reakcji CuUAAC 1 utworzenia pierscienia triazolowego (Rys.
IV. 180).

2,0 —T T T —T T T
—— po reakcji
—— przed reakcja

Absorbance (a.u.)

0,5 F

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

wavenumber (cm")

Rys. 1V. 180. Widma FTIR GO-N3 oraz GO-Nj3 po reakcji CUAAC z m’GpsCsHs.

Ostatnig testowang modyfikacja tlenku grafenu bylo przeprowadzenie reakcji NHS
brzegowych grup karboksylowych z 3-azydopropano-1l-aming w celu wprowadzenia grupy
azydkowej. Reakcje przeprowadzono zgodnie z procedurg literaturowa (Rys. IV. 181).[271

H
COOH 0s_N._~_N3 COOH

NH,(CH,)3N3

EDC, NHS

Rys. V. 181. Schemat reakcji GO modyfikowanego 3-azydopropano-1-aming na brzegach ptatka.?’!
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1V.12. Synteza koniugatéw grafenu z nukleotydami

Tlenek grafenu zawieszono w wodzie, a nastgpnie dodano 3-azydopropano-l-aming,
EDC oraz NHS (odczynniki sprzegajace). Po zakonczeniu reakcji uzyskano proszek, ktory
nastepnie scharakteryzowano poprzez rejestracje widm FTIR (Rys. IV. 182). Reakcja przebiegta
prawidtowo, co potwierdza pojawienie si¢ silnego pasma odpowiadajgcego drganiom
rozciagajacym grupy azydkowej (2096 cm™).

0.20 T T T T T T
—— GO przed reakcja
—— GOpN3
0.15}
4 0.10r .
<
0.05} .
0.00 .

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
liczba falowa (cm™?)

Rys. 1V. 182. Widma FTIR GO przed reakcjg oraz po modyfikacji brzegowych grup karboksylowych
propargiloaming (GOpN3).

IV.12.3. Przytaczenie nukleotydu w reakcji CuAAC

Reakcje CuAAC pomigdzy GO modyfikowanym 3-azydopropano-1-aming na brzegach
ptatka GOpNsz, a mononukleotydowym analogiem kapu, zawierajacym terminalny 2-
propargilofosforan (m’GTPOC3Hs3) przeprowadzono zgodnie z procedury literaturowa (Rys. IV.
183).271
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Rys. 1V. 183. Schemat reakcji CUAAC syntezy koniugatu GO z nukleotydem m’GTP (GO-m’GTP)
Reakcje CuAAC przeprowadzono z zastosowaniem bromku miedzi (I), bedagcym zrodiem
jonoéw Cu*, w rozpuszczalniku organicznym DMF oraz w obecnosci liganda TBTA. Przed
dodaniem GOpN3 oraz nukleotydu CuBr i TBTA inkubowano w DMF przez 30 minut. Reakcje
prowadzono w temperaturze 60°C. Po zakonczeniu reakcji osad odwirowano, a supernatant
sprawdzono z uzyciem RP HPLC. Chromatogram potwierdzit brak m’GTPOCsHs; w
supernatancie. Osad dodatkowo inkubowano przez noc w DMF w celu pozbycia sig resztek soli.
Po odwirowaniu i wysuszeniu osad scharakteryzowano poprzez rejestracje widma FTIR (Rys.
IV. 184). Zanik pasma drgan rozciggajacych grupy azydkowej przy 2096 cm™ w odniesieniu do
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IV.12. Synteza koniugatéow grafenu z nukleotydami

substratu GOpN3s potwierdzit prawidtowy przebieg reakcji CuAAC oraz otrzymanie koniugatu
analogu kapu z grafenem — GO-m’GTP.

0.25 F—— GOpN3 4
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0.20 | -
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Rys. IV. 184. Widma FTIR przed i po reakcji CUAAC GOpN3 z m’GTPOC;H3 (GO-m’GTP).
W ramach kontroli do badan biologicznych otrzymano takze w analogicznych warunkach

koniugat grafenu z GTP, ktory ze wzgledu na brak grupy N7-metylowej nie oddzialuje z
biatkami specyficznie rozpoznajacymi kap (Rys. IV. 185).
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Rys. 1V. 185. Schemat reakcji CUAAC syntezy koniugatu GO z nukleotydem GTP (GO-GTP).

Prawidlowy przebieg reakcji ponownie potwierdzit zanik pasma odpowiadajacego
drganiom rozciggajacym grupy azydkowej na zarejestrowanym widmie FTIR (Rys. IV. 186).
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Rys. 1V. 186. Widma IR przed i po reakcji CUAAC GOpN3z z GTPOCsH; (GO-GTP).
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IV.12. Synteza koniugatéow grafenu z nukleotydami

I\V.12.4. Podsumowanie

W celu opracowania biosensora do oznaczania st¢zenia biatek oddziatujacych z kapem
poprzez zmiany parametrow elektrycznych wykorzystujacego koniugat kapu z nukleotydem,
osadzonym na powierzchni tranzystora wykonano nastgpujace czynnosci:

e Korzystajac ze znanych metod literaturowych zsyntetyzowano utleniony grafen GO w
zmodyfikowanej reakcji Hummersa utleniania grafitu;

e Otrzymany GO zostal zmodyfikowany poprzez przylaczenie propargiloaminy (GO-
alkynyl), grupy azydkowej na powierzchni ptatka (GO-N3) oraz przytaczenie 3-azydo-
propano-1-aminy przez reszty karboksylowe na brzegach ptatka (GOpN3);

e Jedynie pochodng GOpN3 udato si¢ zmodyfikowaé nukleotydami m’GTP i GTP w reakcji
CuAAC;

e Otrzymane koniugaty GO-m’GTP i GO-GTP moga nastgpnie poshuizyé do testow
osadzania na powierzchni przewodzacej (grafen, dwuwymiarowy gaz elektronowy w
strukturze tranzystora) oraz pomiaréw zmian pradu w obecnosci biatek oddziatujacych z
kapem.
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V. Podsumowanie

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo otrzymanie uniwersalnych narzedzi w celu
opracowania metod biofizycznych umozliwiajacych wysokoprzepustowa charakterystyke biatek
oddziatujacych z koncem 5° mRNA — kapem, pehigcych istotne funkcje w komorce oraz
posiadajacych znaczenie terapeutyczne. Glownymi obiektami badan byly: eukariotyczny
czynnik inicjacji translacji (eIF4E), enzym degradacji kapu (DcpS) oraz RNA kap N7—guanino
metylotransferaza (Ecm1l, RNMT-RAM, VCE).

W ramach pracy doktorskiej otrzymano okoto 40 fluorescencyjnie znakowanych
nukleotydow (sond molekularnych) stosujac wydajne podejscia syntetyczne, w tym reakcje
CuAAC. W pierwszej czeéci pracy zsyntetyzowano serie analogow m’GTP, fluorescencyjnie
znakowanych poprzez terminalng grup¢ fosforanowa/C-fosfonianowa z zastosowaniem
popularnych barwnikoéw: pirenu i jego pochodnych, BODIPY, fluorescein i cyjanin. Wszystkie
otrzymane zwigzki zostaly scharakteryzowane spektroskopowo poprzez pomiar ich widm
absorpcji 1 emisji oraz obliczenie warto$ci wydajnosci kwantowych. Zweryfikowano takze, czy
wiasciwosci fluorescencyjne znakowanych nukleotydow ulegaja zmianie w trakcie zwigzania z
elF4E Iub degradacji katalizowanej przez enzym DcpS. Efektem tych badan bylo
wyselekcjonowanie nukleotydow znakowanych pirenem, jako jedynych, ktérych intensywno$¢
fluorescencji ulegala zmianie na skutek oddziatywan z biatkami. Zachowanie sond
spowodowane bylo obecnoscia oddzialywan wygaszajacych pomiedzy pirenem i zasada
azotowa, stad tez zostaty nazwane sondami PYFLINT. Ta unikalna wtasciwos¢ pirenu zostata
wykorzystana do opracowania trzech metod fluorescencyjnych, wykorzystujacych zmiany
intensywnosci fluorescencji pirenu w celu monitorowania procesu tworzenia komplekéw kap—
elFAE i kap—DcpS (PyFLINT-B) oraz katalizowanej przez DcpS hydrolizy kapu (PyFLINT-
HA). Wszystkie opracowane metody poddano walidacji poprzez porownanie uzyskanych danych
z literatura oraz obliczenie parametru z (parametr zalezny od wartosci $rednich i odchylen
standardowych serii pomiarow maksymalnego i minimalnego sygnatu fluorescencji). Metody
spetniaty warunki wysokoprzepustowosci (z > 0,5), z tego wzgledu mogag by¢ z powodzeniem
stosowane w eksperymentach HTS, pozwalajacych na szybkie i wydajne badania przesiewowe
calych bibliotek ligandow. Ponadto metoda badania aktywnosci DcpS dziata takze w bardziej
skomplikowanych mieszaninach biologicznych, jakimi sa lizaty komoérkowe. Czas wymagany
do wyznaczenia powinowactwa ligandow do elF4E przy pomocy opracowanej metody
fluorescencyjnej jest ok. 10-krotnie krotszy w poréwnaniu do standardowych metod (RP HPLC,
tsFQT).

Metodologia pirenowa jest prostym i wszechstronnym narz¢dziem o szerokim zakresie
potencjalnych zastosowan. W ramach grantu NCN Preludium Autorka zaprojektowala nowe
dinukleotydowe sondy znakowane pirenem, przeznaczone do badan RNA kap N7-guanino
metylotransferazy odpowiedzialnej za selektywng metylacje Gppp—RNA w pozycji N7
guanozyny, bedaca jednym z etapow biosyntezy kapu. Zsyntetyzowano zestaw fluorescencyjnie
znakowanych GpppA i GpppG oraz zbadano je pod kagtem monitorowania reakcji N7—metylacji.
Przetestowano rézne znaczniki fluorescencyjne oraz zoptymalizowano pozycje znakowania i
dlugos$¢ linkera przylaczanego znacznika. Ponownie jedynie sonda pirenowa — GpppA
znakowane poprzez pozycje 3’-O adenozyny, zmieniala intensywno$¢ fluorescencji na skutek
N7-metylacji. Zrodtem zmiany fluorescencji jest silniejsze wygaszanie emisji pirenu przez N7—
metyloguanozyne (produkt) niz guanozyne (substrat). Metode zoptymalizowano i potwierdzono,
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ze spetnia ona warunki stosowalnosci w eksperymentach HTS. Uzytecznos¢ metody PyFLINT—
M zademonstrowano w badaniach inhibicji trzech modelowych N7-MTaz: ludzkiej RNMT-
RAM, Ecml z pasozyta E. cuniculi oraz VCE z wirusa Vaccinia. Wykonano badania
przesiewowe komercyjnie dostepnej biblioteki zwigzkéw farmakologicznie czynnych
LOPAC®!% oraz wyselekcjonowano najsilniejsze inhibitory. Wedle najlepszej wiedzy Autorki
na chwilg obecng zaprojektowana metoda PyFLINT—M jest pierwsza bezposrednig metoda HTS,
oparta o zmiany fluorescencji matoczasteczkowych sond (zamiast substratéw RNA),
przeznaczong do monitorowania procesu N7—metylacji oraz selekcji specyficznych inhibitorow.
Obecnie Autorka stosuje metode PyFLINT-M w badaniach przesiewowych bibliotek zwigzkow
pod katem inhibicji N7-MTazy wirusa SARS-CoV-2 (biatko nsp14) powodujacego chorobg
COVID-19. Badania prowadzone sg w ramach projektu szybkiej $ciezki ,,Maszyneria biosyntezy
kapu mRNA wirusa SARS-CoV-2 — badania nad aktywnoscig metylotransferazy biatek nspl4 i
nspl6 z uzyciem wysokoprzepustowej metody fluorescencyjnej”, ufundowanego przez Narodowe
Centrum Nauki (PI: prof. dr hab. Jacek Jemielity, CeNT UW).

g Py-FLINT-B  \/ Py-FLINT-HA N\

elF4E, DcpS DcpS
» P P Ob¢o Py-FLINT-M
‘/\O§O Kasprzyk. et al. 2016. Org & Biomol Chem. 14(16).3863
Kasprzyk. et al. 2019. Chem EurJ. 25.6728-6740 | | 3gcq
Kopeial, et al., Molecules., 2019, 24 (10). 1899 asprzyk., et al. 2019, Chem Eur J, 25, 6728-6740
G

olojuch. et al. Bioorg & Med. Chem. 28(13).

K
&olojuch, et al. Bioorg & Med. Chem. 28(13). 11552y
o /

-MT:
/ FAM.TA N7 aza

Ecml — E. cuniculi
.(\.J‘ niska FA

RNMT-RAM — homo sapiens
l 3 TG2

VCE — vaccinia virus
./‘_Pa wysoka FA

nspl14 — SARS-CoV-2

Kasprzyk. et al. 2020. Chem Eur J, 26(49).
11266-11275

FAM-MST

elFAE & =° 2 508 3

Kozarski, et al. 2018, Bioorg & Med. Chem., 26(1), 191-199 [E -—
Warminski et al., ACS Chem Biol — zaakceptowana

Wanat, et. al.. Chem Comm. 2018, 54_9773-9776 Wanat, etf. al. — w przygotowaniu

Rys. V. 1. Schematyczne przedstawienie narzedzi badawczych oraz wynikow uzyskanych przez Autorke
w ramach niniejszego projektu doktorskiego.

W toku badan zaobserwowano, ze fluorescencyjnie znakowane mononukleotydy
guanozynowe nie sg odpowiednimi substratami dla N7-metylotransferaz. Wykorzystano je
jednak w ramach wspotpracy z grupg dr. Markusa Pietscha z Uniwersytetu w Kolonii. Autorka
prowadzita badania nad biatkiem oddziatujacym z nukleotydami guaninowymi, jakim jest
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transglutaminaza Il. W ramach pracy doktorskiej Autorka zsyntetyzowata i scharakteryzowata
seri¢ analogow GTP znakowanych BDP-FL i karboksyfluoresceing, a najlepszy z nich
zastosowata do opracowania metody anizotropii fluorescencji do badan miejsca wigzacego GTP
transglutaminazy Il. Opracowang metod¢ z powodzeniem zastosowano do charakterystyki
przygotowanej w Laboratorium Chemii Bioorganicznej CeNT UW biblioteki modyfikowanych,
niefluoryzujacych nukleotydéw guanozynowych.

Sondy nukleotydowe zawierajace inne niz piren znaczniki (np. fluoresceiny, BODIPY,
cyjaniny) wcigz mogg znalez¢ zastosowanie w takich technikach fluorescencyjnych, jak
polaryzacja/anizotropia fluorescencji, czy tez termoforeza mikroskalowa. W kolejnej czesci
pracy Autorka przeprowadzita charakterystyke spektroskopowa i1 enzymatyczng szeregu
dwuznakowanych sond nukleotydowych (w tym analogéw kapu), zawierajacych pary
znacznikow tworzace ekscymer, par¢ FRET lub wuklad fluorofor-wygaszacz. Sondy
wykorzystano w badaniach aktywnosci fosfodiesterazy PDE-I oraz enzymu dekapujgcego DcpS.
Sondy bedace odpowiednimi substratami dla enzyméw, generujace czuly sygnat analityczny oraz
bedace zdolne do penetracji bipny komorkowe] maja zosta¢ zastosowane do monitorowania
procesu dekapingu w komorce.

Ostatnia czgs$¢ pracy doktorskiej obejmowala zaprojektowanie biosensora do oznaczania
stezenia biatek specyficznie wigzacych kap (np. eIF4E — marker nowotworowy) w oparciu o
detekcje zmian parametrow elektrycznych. Czgscig sondy odpowiedzialng za powstawanie
sygnatu byty struktury grafenowe odtozene na podtozu SiC lub tranzystorze polowym GaN z
dwuwymiarowym gazem elektronowym. Podjeto probe bezposredniej modyfikacji warstwy
grafenu na SIiC z zastosowaniem literaturowych metod utleniania. Zaobserwowano
niejednorodng modyfikacje warstwy, prowadzaca do utraty wlasciwosci przewodzacych grafenu.
Z tego wzgledu otrzymano takze koniugaty analogu kapu m’GTP oraz GTP z tlenkiem grafenu
przeznaczonych do osadzenia na tranzystorze GaN, w ktorego strukturze znajduje si¢ warstwa
dwuwymiarowego gazu elektronowego.

Podsumowujac, jednym z najwazniejszych wynikow niniejszej pracy doktorskiej byto
zaprojektowanie matoczasteczkowych sond fluorescencyjnych, stosowanych w czutych
metodach fluorescencjnych, niewymagajacych duzych ilo$ci biatka. Sondy tego typu stanowia
uniwersalne narzedzie mozliwe do zaadaptowania nie tylko do badan biatek wigzacych kap, ale
takze innych oddziatywan nukleotyd—biatko. Charakterystyka wpltywu zasady azotowej na
intensywnos$¢ fluorescencji powszechnie stosowanych barwnikéw moze takze przyczyni¢ si¢ do
rowoju fluorescencyjnych sond molekularnych, wykorzystujacych rézne rodzaje oddziatywan.
Opracowane w ramach niniejszej pracy doktorskiej metody fluorescencyjne sa obecnie
stosowane w Laboratorium Chemii Bioorganicznej do rutynowej charakterystyki analogéw kapu
zawierajacych nowe modyfikacje chemiczne.
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V1. Czes¢ eksperymentalna

VI.1. Synteza modyfikowanych nukleotydow

VI.1.1. Informacje ogdlne

Zsyntetyzowane nieznakowane fluorescencyjnie nukleotydy oczyszczano z uzyciem chromatografii
jonowymiennej na ztozu DEAE-Sephadex A-25 (forma HCOgs). Na zloze umieszczone w kolumnie
wprowadzano mieszaning reakcyjng, a nastgpnie przemywano je nadmiarem wody w celu usunigcia
komplekséw metalu (II))EDTA. Do elucji nukleotydow stosowano gradient liniowy wodoroweglanu
trietyloamoniowego (TEAB) w wodzie dejonizowanej. Po odparowaniu rozpuszczalnikow pod
zmniejszonym ci$nieniem wraz z Kilkukrotnym przemyciem etanolem w celu roztozenia TEAB, zwigzki
wyizolowano w postaci soli trietyloamoniowych (TEA). Wydajnosci reakcji obliczano na podstawie masy
probki lub (preferencyjnie) jednostek optycznych (mOD) produktu. Pomiary jednostek optycznych
wykonywano w 0,1 M buforze fosforanowym pH 6 przy 260 nm (analogi kapu) lub pH 7 (pozostate).
Analiz¢ RP HPLC prowadzono na urzadzeniu Agilent Tech Series 1200 z uzyciem kolumny
(RP)Supelcosil LC-18-T (25 cm x 4,6 mm, przeptyw 1,3 ml/min) z zastosowaniem réznych gradientow
liniowych metanolu lub acetonitrylu w 0,05 M buforze octanu amonu (pH 5,9). Detekcje absorpcji
wykonywano przy 260 nm oraz w maksimum absorpcji znacznika, a fluorescencji przy 360 nm (dla
nieznakowanych nukleotydow m’G) lub w maksimum emisji znacznika. Semi-preparatywne RP HPLC
przeprowadzano na tym samym aparacie, wyposazonym w kolumne Discovery RP Amide C-16 (25 cm
x 21,2 mm, 5 um, przeptyw 5,0 ml/min) lub Grace Vision HT C18 HL (25 cm x 22 mm, 10 pm, przeptyw
5 ml/min) z zastosowaniem réznych gradientow liniowych acetonitrylu w 0,05 M buforze octanu amonu
(pH 5,9) lub elucji izokratycznej ich mieszanin. Detekcje absorpcji wykonywano przy 260 nm oraz w
maksimum absorpcji znacznika, a fluorescencji przy 360 nm (dla nieznakowanych nukleotydow m’G)
lub maksimum emisji znacznika.

Strukture i czystos¢ produktow ostatecznych potwierdzano z uzyciem technik RP HPLC oraz
wysokorozdzielczej spektrometrii mas HR MS (ESI-). Produkty posrednie charakteryzowano przy
pomocy niskorozdzielczej MS (ESI-) oraz spektroskopii *H NMR, *H-'H COSY i %P NMR. Widma
masowe rejestrowano na spektrometrach Thermo Scientific LTQ Orbitrap Velos (wysoka rozdzielczo$¢)
i Sciex QTRAP 3200 (niska rozdzielczo$¢). Widma *H NMR, *H-'H COSY i 3P NMR rejestrowano w
czystym DO (d6-DMSO dla znacznikoéw fluoresceinowych) w 25°C i stgzeniu zwigzku 1-5 mM na
spektrometrze Bruker AVANCE Il w 500,24 MHz (*H, *H-'H COSY) i 202,5 MHz (*!P) lub Varian
INOVA 400 MHz w 399,94 (*H, H-H COSY) i 161,90 (*!P). Przesuniecia chemiczne *H wyznaczano w
odniesieniu do zewnetrznego wzorca 3-trimetylosililo-[2,2,3,3-?H,]-propionianu (TSP), a %P w
odniesieniu do zewnetrznego wzorca 20% HzPOa.

V1.1.2. Podstawowe syntezy

Wszystkie rozpuszczalniki i reagenty wykorzystane w syntezie zostaly zakupione z Sigma Aldrich i
wykorzystane bez obrobki wstepnej. Znaczniki fluorescencyjne do reakcji CUAAC: piren, perylen, BDP-
FL, cyjanine 3 i cyjaning 5 zawierajace linker PEG i grupe azydkowa zakupiono w Lumiprobe. Piren z
dhluzszym linkerem (Py3) zawierajaCy grupe azydkowa zakupiono w APExBIO. Amid 5-N-(2-
azydoetylo)-fluoresceiny ((5)FAM2-Ns3) i 6-N-(2-azydoetylo)-fluoresceiny ((6)FAM2-Ns) zsyntyzowano
zgodnie z opisang wczesniej procedurg.”™! Guanozyne, 5’-monofosforan guanozyny (s6l sodowa) i 5°-
monofosforan adenozyny w formie kwasowej zakupiono w Sigma Aldrich.

VI.1.2.1. Wymiana soli

Ze wzgledu na stabg rozpuszczalno$é soli sodowej GMP i kwasowej formy AMP w rozpuszczalnikach
organicznych przed ich uzyciem w reakcji chemicznej wykonywano wymiane kationéw. W tym celu
stosowano chromatografie jonowymienng na ztozu Dowex® 50WX8 mesh 100-200 (kationit). Na ztoze
nanoszono roztwor trietyloaminy, a nast¢pnie przemywano je woda do pH ~7. Nastepnie wprowadzano
zwigzek w roztworze wodnym o stezeniu 5 g/100 ml i przemywano kolumne woda w celu elucji zwigzku.
Zwiazek zbierano od momentu nanoszenia na zloze, a jego obecno$¢ w eluacie sprawdzano za pomoca
AgNOs; (brak wytracania osadu soli po dodaniu do probki AgNOs oznacza brak zwigzku). Roztwor
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zwigzku w postaci soli TEAH" odparowywano do statej masy pod zmniejszonym ci$nieniem. W celu
regeneracji zloza przemywano je kolejno 1 M roztworem NaOH, woda do pH 7, 5% roztworem HCI i
woda do pH ~6. W przypadku fosforanu cyjanoetylowego (s6l baru) zwigzek nanoszono na
zregenerowang kolumng i eluowano woda do kolby zawierajacej roztwor TEA (0,023 g/ml).

Do wymiany soli amonowej (NH4") na trietyloamoniowa (TEAH") wykorzystywano wyparke rotacyjna.
Roztwor wodny zwigzku w soli NH4" mieszano z trietyloaming w etanolu (w stosunku ilo$¢ kationow
amonowych w molekule nukleotydu plus jeden). Nastgpnie odparowywano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym ci$nieniem, a osad przemywano etanolem. Po odparowaniu osadu do suchej masy
otrzymywano nukleotyd w postaci soli trietyloamoniowe;j.

V1.1.2.2. Tiofosforylacja

Tiofosforylacje guanozyny i 7-metyloguanozyny przeprowadzono zgodnie z opisang w literaturze
procedurg (Rys. VI.1).¥®] Guanozyne lub 7-metyloguanozyne suszono przez hoc W eksykatorze
prozniowym nad P4O10. Nastepnie substrat (1 eq) umieszano w kolbie i rozpuszczano w fosforanie
trimetylu TMP (ang. trimethyl phosphate) w ilosci 30 mg zwiazku na 1 ml i umieszczano w tazni lodowe;.
Po osiggnieciu 0°C do mieszaniny reakcyjnej dodawano $wiezo destylowany PSCls (4 eq) i 2,6-lutydyne
(4,5 eq). Reakcje prowadzono przez 3—4 h do zaniku substratu, monitorujac jej postep poprzez rejestracije
profili RP HPLC. Reakcje zatrzymywano poprzez dodanie 0,7 M buforu TEAB (pH = 7) w objetosci
rownej objetosci mieszaniny reakcyjnej. Nastepnie przeprowadzano trzykrotng ekstrakcje¢ octanem etylu,
a produkt oczyszczano przy pomocy chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex. Produkty
wyizolowano poprzez odparowanie buforu, a nast¢pnie kilkukrotne przemycie osadu etanolem i
acetonitrylem oraz wysuszenie do suchej masy pod zmniejszonym ci$nieniem. PO o0czyszczaniu
otrzymano Gps (60%) i m’Gps (40%) w postaci soli trietyloamoniowych.

CI—FI’—CI
Cl
B 2,6-lutydyna B Q
oH =V g 0-P-0-
T™P &
O™ o}
O OH OH OH
B=Glubm’G

Rys. VI.1. Schemat reakcji tiofosforylacji guanozyny i 7-metyloguanozyny.
VI1.1.2.3. Synteza metylenobisfosfonianu guanozyny

Metylenobisfosfonian guanozyny (GpCH2p) otrzymywano zgodnie z opisang w literaturze procedurg
(Rys. V1.2).11%8! Guanozyng suszono przez noc w eksykatorze prézniowym nad PsO1. Nastepnie suchy
substrat (1 eq) umieszano w kolbie, rozpuszczano w fosforanie trimetylu (TMP) w ilosci 10 mg zwigzku
na 1,5 ml TMP i umieszczano w tazni lodowej. Po osiggnieciu 0°C do mieszaniny reakcyjnej dodawano
tetrachlorek metylenobisfosfonianu (2 eq). Reakcje prowadzono przez 2-3 h do zaniku substratu,
monitorujac jej postep poprzez rejestracj¢ profili RP HPLC. Reakcje zatrzymano poprzez
dziesigciokrotne rozcienczenie woda oraz doprowadzenie pH do 7 przy pomocy NaHCOs. Nastepnie
wykonano oczyszczanie za pomoca chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex. Produkty
wyizolowano poprzez odparowanie buforu, a nastgpnie kilkukrotne przemycie osadu etanolem i
acetonitrylem oraz wysuszenie do suchej masy pod zmniejszonym ci$nieniem. PO o0czyszczaniu
otrzymano GpCHap (55%) w postaci soli trietyloamoniowej.

i 1l H2 1l
i. CI=P—C -P—Cl
N cl__Cl
Y o°c LY e
H,N” N7 N TMP H,N" N7 N i Ha o
2 OH » 2 0—P-C -P-O
Kl Oﬁl i. 0,7 M TEAB o o -
OH OH OH OH

Rys. VI.2. Schemat reakcji otrzymywania metylenobisfosfonianu guanozyny (GpCH:p).
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V1.1.2.4. Synteza imidodifosforanu guanozyny

Imidodifosforan guanozyny (GpNHp) otrzymano zgodnie z opisang w literaturze procedura (RYsS.
V1.3).[%% Guanozyne suszono przez noc w eksykatorze prozniowym nad P4O10. Nastepnie suchy substrat
(1 eq) umieszano w kolbie i rozpuszczano w fosforanie trimetylu (TMP) w ilo$ci 32 mg zwigzku na 1,25
ml TMP i umieszczano w tazni lodowej z domieszka chlorku sodu. Po osiaggnieciu temperatury -5°C do
mieszaniny reakcyjnej dodano trichlorek dichlorofosforylofosforoimidolu (PCIsNP(O)Cl,) w fazie ciekte;j
(1 ml na 32 mg zwigzku). Reakcje prowadzono przez 3 h do zaniku substratu, monitorujac jej postep
poprzez rejestracje profili RP HPLC. Reakcj¢ zatrzymano poprzez dodanie 0,7 M buforu TEAB (pH =
7). Nastepnie wykonano oczyszczanie za pomoca chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE
Sephadex. Produkty wyizolowano poprzez odparowanie buforu, a nastepnie kilkukrotne przemycie osadu
etanolem i acetonitrylem oraz wysuszenie do suchej masy pod zmniejszonym cis$nieniem. PO
oczyszczaniu otrzymano GpNHp (34%) w postaci soli trietyloamoniowej.

¢ Q
i. CI=P=N—P—Cl|
cl__ cl
Y 5°C LY e
H,N” N7 °N T™MP H,N" N7 N nH o
OH » 0—P-N—P-0
Kl Oﬁl ii.0,7 M TEAB Q:O;N o O
OH OH OH OH

Rys. V1.3. Schemat reakcji otrzymywania imidodifosforanu guanozyny (GpNHp).
V1.1.2.5. Synteza P-imidazolidow

Nukleotydy Iub podjednostki fosforanowe/fosfonianowe aktywowano poprzez syntezg ich P-
imidazolidéw w reakcji Mukaiyamy-Hashimoto zgodnie z opisang w literaturze procedurg (Rys. 1V.4).B
3271 Substrat — nukleotyd, fosforan lub fosfonian (1 eq) rozpuszczano w DMF lub DMSO (w zaleznosci
od rozpuszczalno$ci) w ilosci 1,5 ml na 100 mg zwigzku. Nastepnie do mieszaniny dodawano imidazol
(20 eq), 2,2’-ditiodipirydyng (6 eq), trietyloaming (8 eq) oraz trifenylofosfing (6 eq). Reakcj¢ prowadzono
w temperaturze pokojowej do zaniku substratu, monitorujac jej postep poprzez rejestracje profili RP
HPLC (od kilku godzin do kilku dni). Reakcj¢ zatrzymywano poprzez dziesigciokrotne rozcienczenie
acetonem oraz dodanie NaClO4 lub LiCIO4 (10 eq), a nastepnie chtodzono do okoto 4°C. W przypadku
produktéw trudnych do wytracenia (np. niektore P-imidazolidy fosfonianow) zamiast acetonu stosowano
acetonitryl. Wytragcony osad P-imidazolidu odwirowywano i przemywano kilkukrotnie acetonem lub
acetonitrylem do zaniku zéttej barwy. Ostatecznie otrzymany produkt poddawano suszeniu eksykatorze
prozniowym nad P4O10. PO 0czyszczaniu otrzymano P-imidazolid nukleotydu, fosforanu lub fosfonianu
w postaci soli sodowej lub litowej, w zaleznosci od zastosowanej soli nadchloranu (60—90%).
i. imidazol
2'2'-DTDP
Ph,P
TEA
o DMF

R—P-O" RPN N
o ii. LiCIO,4 lub NaCIO, o —
aceton lub acetonitryl

Rys. VI01.4. Schemat reakcji otrzymywania P-imidazolidow nukleotydow i podjednostek
fosforanowych/fosfonianowych.

V1.1.2.6. Wydhuzanie tancucha fosforanowego i synteza dinukleotydow

W celu wlaczania kolejnych pojednostek fosforanowych do mononukleotydu, badz potgczenia dwoch
mononukleotydow stosowano reakcje sprzegania, wedtug znanych procedur (Rys. V1.5).11%8 Jeden z
reagentow poddawano uprzednio aktywacji poprzez otrzymanie jego P-imidazolidu (podrozdziat
VI1.1.2.5). Odpowiedni P-imidazolid nukleotydu, fosforanu lub fosfonianu (1 eq) w postaci soli sodowej
lub litowej rozpuszczano z drugim substratem nukleotydowym, fosforanem lub fosfonianem w postaci
soli trietyloamoniowej (2eq) oraz katalizatorem ZnCl, lub MgCl, (~10 eq) w rozpuszczalniku — DMF,
DMSO lub ich mieszaniny. Uk}ad rozpuszczalnikow oraz ich ilosci zalezaty od rozpuszczalno$ci obydwu
substratow. Sole amonowe nukleotydow stabo rozpuszczajg si¢ w rozpuszczalnikach organicznych,
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dlatego w reakcji sprze¢gania istotne jest stosowanie soli trietyloamoniowych. Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej lub nieco podwyzszonej (maksymalnie do 37°C) do zaniku substratu uzytego w
niedomiarze, monitorujac jej postep poprzez rejestracje profili RP HPLC (od kilku godzin do kilku dni).
W celu zakonczenia reakcji mieszaning rozcienczano dziesigciokrotnie wodg, a w przypadku stosowania
jondow cynku takze dodawano réwnomolowg ilos¢ Na,EDTA i NaHCOs do doprowadzenia pH do 7.
Oczyszczanie przeprowadzano z uzyciem chromatografii jonowymiennej na ztlozu DEAE Sephadex.
Produkty w postaci soli trietyloamoniowej izolowano poprzez odparowanie buforu, a nastgpnie
kilkukrotne przemycie osadu etanolem i acetonitrylem oraz wysuszenie do suchej masy pod
zmniejszonym cisnieniem. Finalne zwigzki oczyszczano dodatkowo z uzyciem semi-preparatywnego RP
HPLC wydzielajgc je w postaci soli amonowych. Wydajnosci reakcji zwykle wynosity 40-90%.
TEAH* Q
. "‘0—-P-R,
O TEAH"
ZnCl, lub MgCl,
Q =N DMF lub DMSO O O
R—P-N_| » R—P-0-P-R,
- ii. Na,EDTA, NaHCO3, H,0 o O
lub H,0
Rys. VIL5. Schemat ogolny reakcji sprzggania nukleotydow/fosforanow =z aktywowanymi

nukleotydami/fosforanami.

Przytaczenie grupy fosforanowej do mononukleotydow, zawierajacych modyfikacj¢ tiofosforanowa
wymaga innego podejscia syntetycznego, zgodnie z opisang w literaturze procedurg (Rys. V1.6).16%
Nukleotyd — Gps lub m’Gps (1 eq) rozpuszczono w DMF (3 ml na 0,3 mmol zwigzku), a nastepnie do
mieszaniny dodano P-imidazolid fosforanu cyjanoetylu (4 eq) w postaci soli litowej oraz MgCl. (8 eq).
Reakcje prowadzono przez 30 minut w reaktorze mikrofalowym (parametry: Pmax = 10 W, Tmax = 45°C £
1°C). Nastepnie dodano kolejng porcje P-imidazolidu fosforanu cyjanoetylu (1,5-2,5 eq) i powtorzono
cykl. Postgp reakcji monitorowano z uzyciem RP HPLC. Grupy cyjanoetylowe zostaly usunigte w
srodowisku zasadowym poprzez dodanie DBU (1,1 ml na 0,3 mmol substratu) i DTT (4 eq) oraz
dwukrotne rozcienczeniec w DMF. Mieszaning reakcyjna ponownie ogrzewano w reaktorze
mikrofalowym w dwoch cyklach po 30 min kazdy (parametry: Pmax = 10 W, Tmax = 45°C + 1°C). Reakcje
zakonczon0 poprzez dziesigciokrotne rozcienczenie woda, doprowadzenie pH do 7 przy pomocy
roztworu kwasu octowego oraz trzykrotng ekstrakcje octanem etylu. Nastepnie wykonano oczyszczanie
za pomocg chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex. Produkty w postaci mieszaniny
izomeréw nazwanych D1 i D2 od kolejnosci elucji na RP HPLC (odpowiednio izomery Sp i Rp)i74
wyizolowano poprzez odparowanie buforu, a nastgpnie kilkukrotne przemycie osadu etanolem i
acetonitrylem oraz wysuszenie do suchej masy pod zmniejszonym cisnieniem. PO 0czyszczaniu
otrzymano Gpsp D1/D2 (20%) i m’Gpsp D1/D2 (32%) w postaci soli trietyloamoniowych.

i  o-PN
N . \=N
(O
Li
7 MgCl
N 2
B 9 DMF B 9
I—O—IID—O' - O—F:—O—F;’—O'

0o S ii. DBU KI o N s o

|
OH OH DTT OH OH
MW

B=Glubm’G
Rys. VI.6. Schemat reakcji wydtuzania tancucha fosforanowego nukleotydow zawierajacych grupe
tiofosforanowg (Gpsp i m’Gpsp).

VI1.1.2.7. Synteza analogéw kapu — selektywne metylowanie pozycji N7

Analogi kapu otrzymywano poprzez selektywne metylowanie pozycji N7 nukleotydu guanozynowego.
W zaleznos$ci od tego, w postaci jakiej soli byt substrat nukleotydowy stosowano dwa odczynniki do
alkilowania — jodek metylu (CHgsl) lub siarczan dimetylu ((CH30).S0,). W pierwszym podejsciu (Rys.
V1.7) nukleotyd guanozynowy w postaci soli trietyloamoniowej (1 eq) rozpuszczano w DMSO (1,5 ml
na 100 mg), a nastepnie dodawano CHzsl (8 eq). Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej do zaniku
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substratu, monitorujac jej postep poprzez rejestracj¢ profili RP HPLC (kilka godzin). Zbyt diugie
prowadzenie reakcji prowadzi do metylowania grup fosforanowych. Reakcj¢ konczono poprzez
dziesieciokrotne rozcienczenie woda i kilkukrotne przemycie eterem dietylowym. Oczyszczanie
przeprowadzano z uzyciem chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE Sephadex. Produkty w postaci
soli trietyloamoniowej izolowano poprzez odparowanie buforu, a nastgpnie Kilkukrotne przemycie osadu
etanolem i acetonitrylem oraz wysuszenie do suchej masy pod zmniejszonym ci$nieniem. Wydajnosci
reakcji zwykle wynosity 50-80%.

/

N N*
HN HN
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Rys. VI1.7. Schemat reakcji metylowania nukleotydow guanozynowych w pozycji N7 z wykorzystaniem
jodku metylu (CHal).

Nukleotydy guanozynowe w soli amonowej metylowano w $rodowisku wodnym z zastosowaniem
siarczanu dimetylu (Rys. VL.8). Nukleotyd (1 eq) rozpuszczano w wodzie do st¢zenia 0,1-0,2 M i
doprowadzano do pH 4 za pomoca 30% kwasu octowego. Siarczan dimetylu dodawano porcjami po 1 eq,
co 5 minut, az do 10 eq. W trakcie reakcji monitorowano pH i doprowadzano je do ~4 z uzyciem 10%
KOH. Reakcje¢ prowadzono w temperaturze pokojowej do zaniku substratu, a jej postgp monitorowano
rejestrujac profile RP HPLC od momentu dodania ostatniej porcji siarczanu dimetylu. W celu zakonczenia
reakcji (zwykle 1-2 h) mieszaning rozcienczano dziesigciokrotnie wodg, doprowadzano do pH 7 i
trzykrotnie przemywano eterem dietylowym. Produkt reakcji oczyszczano z uzyciem Semi-
preparatywnego RP HPLC iolujac go w postaci soli amonowej. Ze wzgledu na straty w trakcie
oczyszczania wydajnosé tego podej$cia zazwyczaj byta nizsza niz metylowanie jodkiem metylu (do 50%).

/
N N*
HN
>
HZN)\\N N {

TS

o (IF.);‘O> _(CHsOkS02 1N NQ ro{?—o)
k ﬁ i H,0, pH ~4 )
17O% O n 2 ¢} n

O
OH OH OH OH
Rys. V1.8. Schemat reakcji metylowania nukleotydow guanozynowych w pozycji N7 z wykorzystaniem
siarczanu dimetylu ((CH30),SO>).
V1.1.3. Analogi nukleotydow modyfikowane grupg alkinowa

V1.1.3.1. Pentafosforan &-C-(3-butynylo) guanozyny w postaci soli amonowej (GpsCsHs)

Sol trietyloamoniowa Gps (50 mg, 0,041 mmol) o
zmieszano z solg litowg PO3sCsHs-Im (21 mg, 0,088 N N
mmol) i ZnCl; (81 mg, 0,600 mmol) w DMSO O L o o o o o

(0,75 ml). Reakcje prowadzono w temperaturze N~ N7 N 0-P-0-P-0-P-0-P-0-P—
pokojowej przez 2 h i zatrzymano poprzez dodanie w o . o . (5'+ o O
Na,EDTA (240 mg, 0,645 mmol) i NaHCOj; (444 OH OH  NHe" NHe"NH, NH,"NH,”

mg, 5,286 mmol) w 8 ml H,O. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP
HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient
liniowy 0-15% w czasie 0-480 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 18,5 mg (0,023 mmol) GpsCsHs w postaci biatego proszku.
Wydajnos¢ HPLC: 81%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 56%. HRMS (-)ESI zmierzone m/z: 717,9551,
obliczone dla C14H21NsO19Ps: 717,9524; *H NMR (500 MHz, D;0): 6 = 5,84 (1H, d, J = 6,6 Hz), 4,78
(1H, dd, J1 = 6,6 Hz, J, = 5,3 Hz), 4,51 (1H, dd, J; = 5,3 Hz, J> = 2,8 Hz), 4,29 (1H, m), 4,21 (1H, ddd, J;
=11,3 Hz, J,=6,0 Hz, Js = 3,5 Hz), 4,13 (1H, ddd, J; = 11,3 Hz, J, = 6,0 Hz, Js = 3,5 Hz), 2,41 (2H, m),
2,24 (1H, t, J = 2,7 Hz), 1,97 (2H, m); 3P NMR (202 MHz, D;0): 6 = 15,62 (1P, d, J = 21,4 Hz), -12,69
(1P, d,J=17,3 Hz), -24,42 (3P, m).
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V1.1.3.2. Tetrafosforan 5-C-(3-butynylo) N7—metyloguanozyny w postaci soli amonowej
(M’Gp4CsHs; A3)

S6l sodowa m’GTP-Im (65 mg, 0,100 mmol) zmieszano o

Z sola trietyloamoniowg PO3sC4Hs (96 mg, 50% czystosci, MY

0,361 mmol) i MgCl, (110 mg, 1,158 mmol) w DMF HzN)\\N N O_g_o_g_o_g_o_g =
(1,12_ ml_). Reakcj_f; prowadzono w temperaturze MI o IN S8 & &
pokojowej przez 4 h i zatrzymano poprzez dodanie 12 ml OH OH  NHs* NH/* NH,* NH,*

H-O. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem chromatografii jonowymiennej z uzyskaniem 473
mOD zwigzku A3, zawierajacego 36% m’GTP (0,027 mmol). Dalsze oczyszczanie przeprowadzono z
uzyciem semi-preparatywnego RP HPLC (elucja izokratyczna 0,05 M buforem octanu amonu pH 5,9;
kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 3 mg
(4,6 pmol) M’GpsCsHs (A3) w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 39%. Wydajno$¢ po
pierwszym oczyszczaniu: 27%. Wydajnos¢ po drugim oczyszczaniu: 5%. HRMS (-)ESI zmierzone m/z:
652,0025, obliczone dla C15sH22NsO16P4: 652,0017; *H NMR (500 MHz, D,0): 6 = 6,10 (1H,d, J=3,9
Hz), 4,64 (1H, dd, J. = 4,7 Hz, J, = 3,9 Hz), 4,49 (1H, t, J = 4,7 Hz), 4,34 (1H, m), 4,28 (1H, ddd, J; =
119 Hz, J,=4,5Hz, J3=2,2 Hz), 4,2 (1H, ddd, J: = 11,9 Hz, J, = 4,5 Hz, Js = 2,2 HZz), 4,06 (3H, s), 2,41
(2H, m), 2,25 (1H, t, J = 2,8 Hz), 1,96 (2H, m); *P NMR (202 MHz, D;0): 6 = 17,56 (1P, m), -10,56 (1P,
d, J = 15,0 Hz), -22,36 (2P, m).

V1.1.3.3. Pentafosforan ¢-C-(3-butynylo) N7—metyloguanozyny w postaci soli amonowej
(m7Gp5C4H5; A4)

So6l amonowa GpsCsHs (25,0 mg, 0,035 mmol)
rozpuszczono w 0,14 ml H2O do stezenia ~0,22 M, HN N

a roztwor doprowadzono do pH 4 30% kwasem 0O 0 o o o =
octowym. Nastgpnie dodano 10 porcji (CH30).SO: M OO SO 0RO
(0,6 eq), co 5 min kazdg, do mieszaniny reakcyjnej S N,;4+ NH,* NH,* NH,* NH,*

z mieszaniem. W razie konieczno$¢i dodawano

10% KOH, aby utrzyma¢ pH na poziomie 4. Reakcj¢ zatrzymano po 1 h poprzez dodanie 1 ml HzO.
Zwiazki rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych usunigto poprzez trzykrotng ekstrakcje eterem
dietylowym. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A:
0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient liniowy 0-15% w
czasie 0—480 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany.
Otrzymano 5,2 mg (6,3 umol) m’GpsCsHs (A4) w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 77%.
Wydajnosé¢ po oczyszczaniu: 20%. HRMS (-)ESI zmierzone m/z: 731,9699 obliczone dla C15H23N5019Ps
: 731,9681; *H NMR (500 MHz, D,0): 6 = 6,00 (1H, d, J = 4,5 Hz), 4,66 (1H, t, J = 4,5 Hz), 4,50 (1H, t,
J =4,5Hz), 4,35 (1H, m), 4,27 (1H, ddd, J. = 11,9 Hz, J, = 5,3 Hz, J3 = 2,3 Hz), 4,21 (1H, ddd, J; = 11,9
Hz, J, = 5,3 Hz, J5 = 2,3 Hz), 4,07 (3H, s), 2,42 (2H, m), 2,26 (1H, t, J = 2,6 Hz), 1,96 (2H, m), 3'P NMR
(202 MHz, D;0): 6 = 15,57 (1P, m), -12,72 (1P, m), -24,37 (3P, m).

VI1.1.3.4. Trifosforan y-C-(3-butynylo) o-B-metyleno guanozyny w postaci soli
trietyloamoniowej (GpCH:2ppCaHs)

Sél sodowa GpCHzp-Im (80 mg, 0,150 mmol) zmieszano z 0
sola trietyloamoniowa PO3C4Hs (130 mg, 0,955 mmol) i HN X
MgCl: (290 mg, 3,053 mmol) w DMF (2,25 ml). Reakcje H N)\\N | N> ouo0 O =
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 4 h i ° @*O—ﬁ’—c P-0-P
o O O

zatrzymano poprzez dodanie 44,5 ml H;O. Produkt reakcji
0CzysSzczono z wykorzystaniem chromatografii
jonowymiennej. Otrzymano 95 mg zwiazku GpCH2ppCsHs (0,045 mmol, 40%). Wydajnos¢ HPLC: 42%.
Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 30%. HRMS (-)ESI zmierzone m/z: 556,0405, obliczone dla C1sH21N5012P3”
: 556,0405; *H NMR (400 MHz, D,0): 6 = 8,16 (1H, s), 5,88 (1H, d, J = 5,3 Hz), 4,69 (1H, t, J = 5,3 Hz),
4,48 (1H,t,J = 4,7 Hz), 4,28 (1H, m), 4,13 (2H, m), 2,36 (3H, m), 2,29 (1H, m), 2,25 (1H, q, J = 2,2 Hz),
1,89 (3H, m), 3P NMR (162 MHz, D,0): 6 = 18,76 (1P, m), 17,66 (1P, m), 9,83 (1P, m).

1~O%] + + +
OH OH TEAH"TEAH"TEAH
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VI1.1.3.5. Trifosforan y-C-(3-butynylo) a-B-metyleno N7-metyloguanozyny w postaci
soli amonowej (M’GpCH,ppCaHs; B1)

Sdl trietyloamoniowa GpCH2ppCsHs (85 mg 40% czystego o

z 60% H-fosfonianu GpCHzpp, 0,050 mmol) zmieszano z N N
jodometanem (56 ul, 0,900 mmol) w 1,3 ml DMSO. Reakcje O LY 0,0 O ,—
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 3,5 h i "N N N@ro—ﬁi—czﬁ—o—'ﬁ"—/
zatrzymano poprzez dodanie 13 ml H;O. Zwiazki

rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych usunigto

poprzez trzykrotng ekstrakcje eterem dietylowym. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem Semi-
preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30%
ACN; gradient liniowy 0-50% w czasie 0—240 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat
zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 14 mg (15,8 umol, 70% czysty) zwigzku m’GpCHzppCasHs
(B1) w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 50%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 32%. HRMS (-
)ESI zmierzone m/z: 570,0566, obliczone dla C16H23NsO12Ps: 570,0562; *H NMR (500 MHz, D20): & =
6,07 (1H, d, J = 3,7 Hz), 4,71 (1H, dd, J. = 4,9 Hz, J, = 3,7 Hz), 4,57 (1H, t, J = 4,9 Hz), 4,39 (1H, dt, J;
=4,2Hz,J,=2,5Hz),4,33(1H, ddd, J: = 11,9 Hz, J, =5,1 Hz, J; = 2,5 Hz), 4,20 (1H, ddd, J = 11,9, 5,1,
2,2 Hz, 1H), 4,14, (3H, s), 2,46 (3H, m), 2,39 (1H, s), 2,34 (1H, t, J = 2,7 Hz), 1,98 (2H, m), 3'P NMR
(202 MHz, D;0): 6 = 18,42 (1P, m), 17,05 (1P, m), 7,61 (1P, m).

VI1.1.3.6. Trifosforan y-O-(2-propargilo) a-f-metyleno N7—metyloguanozyny w postaci
soli amonowej (M’GpCH,ppOCsHs; B2)

~O - !
OH (l)H NH," NH, " NH,*

S6l amonowg m’GpCHzp (4,3 mg, 8,8 umol) zmieszano z o
solg litowg POsCsHs-Im (5,5 mg, 0,028 mmol) i ZnCl (12 HNﬁtw
mg, 0,088 mmol) w DMSO (80 ul). Reakcj¢ prowadzono w PN | H
temperaturze pokojowej przez 5 h i zatrzymano poprzez @*O-ﬁ’-c ‘P-0-P-0
dodanie Na;EDTA (37,2 mg, 0,100 mmol) oraz o™ g' ﬁ’ Lo
doprowadzenie do pH 6 5 M roztworem KOH. Produkt

reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (elucja izokratyczna 0,05 M
buforem octanu amonu pH 5,9; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie
zliofilizowany. Otrzymano 1,7 mg (2,7 pumol) zwigzku m’GpCH,ppOCsH; (B2) w postaci biatego
proszku. Wydajnos¢ HPLC: 70%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 31%. HRMS (-)ESI zmierzone m/z:
572,0360, obliczone dla C15H2:NsO13P5: 572,0354; *H NMR (500 MHz, D,0): 6 =9.37 (1H, s), 6.00 (1H,
d, J=3.8 Hz), 4.64 (1H, dd, J. = 4.6 Hz, J, = 3.8 Hz), 4.51 (2H, dd, J; = 9.2 Hz, J, = 2.4 Hz), 4.49 (1H,
t, J = 5.1 Hz), 4.32 (1H, m), 4.25 (1H, ddd, J; = 11.9 Hz, J, = 5.0 Hz, Js = 2.3 Hz), 4.13 (1H, ddd, J; =
11.9 Hz, J; = 5.0 Hz, Js = 2.3 Hz), 4.07 (3H, s), 2.81 (1H, t, J = 2.4 Hz), 2.33 (2H, t, J = 20.4 Hz), 3P
NMR (202 MHz, D;0): 6 = 18.22 (1P, m), 8.00 (1P, dtd, J; = 26.2 Hz, J, = 20.9 Hz, J; = 9.9 Hz), -10.39
(1P, dt, J1 = 26.2 Hz, 9.2 Hz), 31PCPD NMR (202 MHz, D,0): & = 18.22 (1P, d, J = 9.9 Hz), 8.00 (1P, dd,
J1=26.2 Hz, J3= 9.9 Hz), -10.39 (1P, dt, J; = 26.2 Hz).

VI1.1.3.7. Trifosforan y-O-(2-propargilo) a-p-imido N7—metyloguanozyny w postaci soli
amonowej (m’GpNHppOCsHs; B3)

Sol trietyloamoniowag m’GpNHp (14 mg, 0,022 mmol) o

zmieszano z sola litowa PO3sCsHs-Im (55 mg, 0,286 mmol) HNT \;

MgCl. (18 mg, 0,189 mmol) i ZnCl, (18 mg, 0,132 mmol) w HZN*\N N ene Q@ =
DMSO (1,3 ml). Reakcje prowadzono w temperaturze 37°C UO_ZTN_Z__O_ZTO
przez 24 h i zatrzymano poprzez dodanie Na,EDTA (120 mg, O OH  NHg* NHg NH,*

0,322 mmol) w 11 ml H,O oraz doprowadzenie do pH 7 przez

NaHCOs. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (elucja
izokratyczna 0,05 M buforem octanu amonu pH 5,9; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat
zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 5 mg (8,0 umol) zwigzku m’GpNHppOC;H; (B3) w
postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 78%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 37%. HRMS (-)ESI
zmierzone m/z: 573,0313, obliczone dla C14H20NsO13P5: 573,0307; *H NMR (500 MHz, D,0): 6 = 7,39
(1H, s), 6,01 (1H, d, J = 3,7 Hz), 4,63 (1H, d, J = 4,3 Hz), 4,52 (2H, dd, J1 = 8,9 Hz, J, = 2,4 Hz), 4,48
(1H,t,J =49 Hz), 4,34 (1H, dt, 1 = 4,9 Hz, J, = 2,4 HZz), 4,21 (1H, ddd, J: = 11,9 Hz, J, = 5,3 Hz, J3 =
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2,0 Hz), 4,10 (1H, ddd, J; = 11,9 Hz, J, = 5,3 Hz, J; = 2,0 Hz), 4,07 (3H, s), 2,80 (1H, t, J = 2,4 Hz), 3'P
NMR (202 MHz, D;0): 6 =0,18 (1P, s), -10,28 (1P, m), -10,70 (1P, m).
VI1.1.3.8. o-S-tritiofosforan y-O-(2-propargilo) N7-metyloguanozyny w postaci soli
amonowej (Mm’GpsppOCsHs D1; B4), a-R-tritiofosforan y-O-(2-propargilo) N7-
metyloguanozyny w postaci soli amonowej (m’GpsppOCsHs D2; B5)

Sol trietyloamoniowg m’Gpsp D1/D2 (40,0 mg, 0,059 mmol,

zawierajacego 45% D1 i 55% D2) zmieszano z sola litowa N*
PO3CsHs-Im (45,0 mg, 0,234 mmol) i MgCl; (57,0 mg, 0,600 * > o 0 0 ——
mmol) w DMF (0,6 ml). Reakcj¢ prowadzono w temperaturze 0-P-0-P-0-P-G
pokojowej przez 2 h i zatrzymano poprzez dodanie 6 ml H20. ™0™ S o O

OH OH NH4" NH," NHy4

Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-
preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu
amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient HN)K/[W

liniowy 0-50% w czasie 0-240 min; kolumna Discovery RP ) N\> o o0 o —

Amide C-16). Zebrany eluat zostal kilkukrotnie 0-P-0-P-0-P-0
o . : $ O O
zliofilizowany. Otrzymano 8,7 mg (13,5 pmol) zwigzku B4 i O NH NH NH

12,0 (18,7 umol) zwigzku B5 w postaci biatych proszkow.

Wydajnos¢ HPLC: D1 — 80%, D2 — 81%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: D1 —51%, D2 — 57%.

D1: HRMS (-)ESI zmierzone m/z: 589,9925, obliczone dla C14H1sNs013P3S™: 589,9918; *H NMR (500
MHz, D;0): 6 = 6,10 (1H, d, J = 3,7 Hz), 4,73 (1H, dd, J; = 3,7 Hz, J> = 4,6 Hz), 4,63 (2H, dd, J; = 9,2
Hz, J; = 2,4 Hz), 4,58 (1H, t, J = 4,6 Hz), 4,44 (1H, m), 4,40 (1H, ddd, J: = 11,9 Hz, J, = 5,5 Hz, J3 = 2,2
Hz), 4,34 (1H, ddd, J. = 11,9 Hz, J, =5,5 Hz, J; = 2,2 Hz), 4,18 (3H, 5), 2,88 (1H, t, J = 2,4 Hz), *'P NMR
(202 MHz, D;0): 6 = 44,09 (1P, d, J = 27,4 Hz), -10,79 (1P, dt, J. = 19,9 Hz, J, = 9,2 Hz), -23,30 (1P,
dd, J; = 27,4 Hz, J, = 19,9 Hz).

D2: HRMS (-)ESI zmierzone m/z: 589,9925, obliczone dla C14H1sNsO13P3S™: 589,9918; *H NMR (500
MHz, D;0): 6 = 9,23 (1H, s), 6,08 (1H, d, J = 3,7 Hz), 4,72 (1H, dd, J: = 4,8 Hz, J, =3,7 Hz), 4,62 (2H,
dt, J1 = 9,0 Hz, J, = 2,2 Hz), 4,55 (1H, t, J = 4,8 Hz), 4,44 (2H, m), 4,32 (1H, ddd, J: = 12,5 Hz, J, = 6,5
Hz, J, = 2,4 Hz), 4,17 (1H, s), 2,88 (1H, t, J = 2,2 Hz), *P NMR (202 MHz, D,0): 6 = 43,93 (1P, d, J =
26,9 Hz), -10,82 (1P, dt, J; = 19,5 Hz, J, = 9,0 Hz), -23,29 (1P, dd, J1 = 26,9 Hz, J, = 19,5 Hz).

V1.1.3.9. Trifosforan P!-5’-guanozyno-P3-5’-(N-propargilo-3°)- karbamoiloadenozyny w
postaci soli amonowej (GpsA-3’-O-cp; C1)

Sol trietyloamoniowa GMP (70,0 mg, 0,15 mmol) 0 NH,
zmieszano z solg litowag cpADP-Im (41,0 mg, 0,072 HN N NNy
mmol) i MgCl, (95,0 mg, 1 mmol) w DMF (1 ml). , K0 o o o A
Reakcje¢ prowadzono w temperaturze pokojowej przez w o_g__o_g__o_g__o COD

17,5 h i zatrzymano poprzez dodanie 10 ml H.O. O OH  NHS NHNH o & o
Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi- NH
preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor (

octanu amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30% I

ACN; gradient liniowy 0-50% w czasie 0-240 min; kolumna Grace Vision HT C18 HL). Zebrany eluat
zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 16,5 mg (0,018 mmol) zwiazku GpsA-3’-O-cp (C1) i 11
mg (0,012 mmol) izomeru 2°-O w postaci biatych proszkéw. Wydajnos¢ HPLC: 100%. Wydajnos¢ po
oczyszczaniu: 42% (25% dla samego izomeru 3°-0). HR MS (-) ESI zmierzone m/z: 852,0919, obliczone
dla C24H29N11015P37: 852,0910; *H NMR (500 MHz, D,0): & = 8,49 (1H, s, Hc.-Ado), 8,24 (1H, s, Hcs-
Ado), 8,03 (1H, s, Hcs-Guo), 6,04 (1H, d, J = 6,9 Hz, H,;-Ado), 5,78 (1H, d, J = 5,5 Hz, H,--Guo), 5,34
(1H, m, Hy-Ado), 4,89 (1H, t, J = 5,9, H,--Ado), 4,67 (1H, t, J = 5,5, H»-Guo), 4,50 (2H, m), 4,28 (5H,
m), 3,95 (2H, S, Hproparey1 3-0), 2,63 (1H, S, Hpropargyi 3-0), *P NMR (202 MHz, D;0): 6 = -10,42 (2P, m, P,
P,), -22,09 (1P, t, J = 19,2 Hz, Pp).
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V1.1.3.10. Trifosforan P1-5°-(7-metylo)guanozyno-P3-5’-(N-propargilo-3’)-
karbamoiloadenozyny w postaci soli amonowej (m’GpsA-3’-O-cp; C2)
S6l amonowg 3’-0-GpsAcp (C1) (1,0 mg, 1,1 pmol) o NH,
rozpuszczono w 60 pl H2O do stezenia 0,18 M, i N N NfN
doprowadzono pH do 4 przy pomocy 30% kwasu A L2 o o o ¢ A
octowego. Nastepnie dodano 10 porcji (10 eq) 2* " Uo—ﬁ"—o—ﬁ"—o—'ﬁ*—oj o: N
(CH30)2S0: — 1 porcja do reakcji z mieszaniem co 5 SOTh N NHeNHeo. L

min. W razie koniecznos$ci do reakcji dodawano 10%

KOH w celu utrzymania pH na wartosci 4. Reakcje

prowadzono w temperaturze pokojowej przez 4,5 h i |ﬂ
zatrzymano poprzez dodanie 0,8 ml H.O. Zwiazki

rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych usunigto poprzez trzykrotng ekstrakcje eterem
dietylowym. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A:
0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient liniowy 0-50% w
czasie 0-240 min; kolumna Grace Vision HT C18 HL). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany.
Otrzymano 0,5 mg (0,54 pmol) zwigzku m’GpsA-3"-O-cp (C2) w postaci biatego proszku. Wydajnosé
HPLC: 93%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 49%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 866,1070, obliczone dla
CasH3:1N11018P3: 866,1067; IH NMR (500 MHz, DzO)Z 6=8,45 (1H, S, ch-AdO), 8,16 (1H, S, Hcs-GUO),
6,02 (1H, d, J = 6,0 Hz, H,--Ado), 5,84 (1H, d, J = 3,6 Hz, H,-Guo), 5,34 (1H, m, H3--Ado), 4,88 (1H, t,
J =6,0 Hz, H»-Ado), 4,46 (1H, dd, J1 = 4,5 Hz, J> = 3,6 Hz, H>-Guo), 4,39 (2H, m), 4,37-4,33 (2H, m),
4,29-4,26 (3H, m), 4,00 (3H, s, -CH3(N7)), 3,95 (2H, m, Hyropargyi 3-0), 2,63 (1H, M, Hpropareyi 3-0); 3P NMR
(202 MHz, D;0): 6 = -10,67 (2P, m, Py, P,), -22,19 (1P, t, J = 19,3 Hz, Py).

VI.1.3.11.  Trifosforan ~ P!-5’-((N-propargilo)-2°(3’)-karbamoilo)guanozyno-P3-5’-
adenozyny w postaci soli amonowej (2°-O/3’-O-cp-GpzA; C3)

NH

Sol trietyloamoniowa AMP (38 mg, 0,085 mol) 0 NH,
zmieszano z solg litowg 2’-0/3’-0O-cp-GDP-Im (18,8 HN N /NfN
mg, 0,031 mmol) i MgCl, (46 mg, 0,484 mmol) w s =y’ o o o LS
DMSO (0,5ml) i DMF _(0,1 ml). Reakcje prowadzono w @ro g_o g_o g 0 o
temperaturze pokojowej przez 6 h i zatrzymano poprzez 0O OH NHS NHSNHS  OF O
dodanie 4 ml H;O. Produkt reakcji oczyszczono z TH

wykorzystaniem semi-preparatywnego RP  HPLC ( +3-0 izomer

(Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent l

B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient liniowy 0-50% w czasie 0-120 min; kolumna Discovery RP
Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 10 mg (0,011 mmol) zwigzku
2’-0/3’-0-cp-GpsA (C3) w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 100%. Wydajnos¢ po
oczyszczaniu: 35%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 852,0924, obliczone dla C24H29N11018P3: 852,0910;
IH NMR (500 MHz, D;0): 6 = 8.41 (1H, s, Hcz-Ado (2°-O izomer)), 8,40 (1H, s, Heo-Ado (3°-O izomer)),
8,18 (1H, s, Hes-Ado (3°-O izomer)), 8,18 (1H, s, Hes-Ado (2°-O izomer)), 8,02 (1H, s, Hes-Guo (3°-0
izomer)), 7,92 (1H, s, Hes-Guo (2°-O izomer)), 6,03 (1H, d, J = 4,7 Hz, H;--Ado (2°-0 izomer)), 6,02 (1H,
d, J =5,1 Hz, Hy--Ado (3°-0 izomer)), 5,88 (1H, d, J = 3,0 Hz, H;-Guo (2°-O izomer), 5,78 (1H, d, J =
7,2 Hz, Hy-Guo (3°-O izomer), 5,34 (1H, m, Hx-Guo (2’-O izomer)), 5,31 (1H, m, Hs-Guo (3’-O
izomer)), 4,91 (1H, m, Hz-Guo (3’-O izomer)), 4,65 (3H, m, H»-Ado (3’0 izomer), H3-Guo (2°0O
izomer), dodatwkoy H z izomeru 2’-0), 4,52 (2H, m), 4,42 (1J, m, Hs-Guo (3’-O izomer), 4,35-4,26
(11H, m), 3,93 (1H, s, Hpropargyt (3°-0 izomer)), 3,88 (1H, m, Hyropargyt (2°-0 izomer), 2,63 (1H, s, Hpropargyl
(3°-0 izomer)), 2,59 (1H, t, J = 2,4 Hz, Hyropargyi (2°-O izomer), 1P NMR (202 MHz, D,0): 6 =-10,42 (2P,
m, P,, Py), -22,04 (1P, t, J = 18,6 Hz, Pg),
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VI1.1.3.12. Trifosforan P!-5’-guanozyno-P3-5’-N6-propargiloadenozyny w postaci soli
amonowej (GpsA(N6)prop; C4)

Sol trietyloamoniowa AMP(N6)prop (45,0 mg, o HN S
0,093 mol) zmieszano z solg sodowa GDP-Im N N NN S
(23,0 mg, 0,043 mmol) i ZnCl; (40,0 mg, 0,295 | > o o o < J
mmol) w DMF (0,5 ml). Reakcje prowadzonow HN" N N@fo—ﬁ—o—#—o—#—o o NN
temperaturze pokojowej przez 22 h i zatrzymano ~O™T o o O

poprzez dodanie Na;EDTA (110,0 mg, 0,295 OH OH NHa" NHeNH OH OH

mmol) w 10 ml H,O. pH roztworu doprowadzono do wartosci 7 przy pomocy NaHCOs. Produkt reakcji
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu
pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient liniowy 0-50% w czasie 0—60 min; kolumna Grace
Vision HT C18 HL). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 5,4 mg (6,3 pumol)
zwigzku GpsA(N6)prop (C4) w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 77%. Wydajno$¢ po
oczyszczaniu: 15%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 809,0862, obliczone dla C23H2sN10017P3: 809,0852;
'H NMR (500 MHz, D;0): 6 = 8,38 (1H, s, Hc-Ado), 8,23 (1H, s, Hes-Ado), 8,02 (1H, s, Hes-Guo), 6,06
(1H, d, J = 4,7 Hz, H,--Ado), 5,78 (1H, d, J = 5,0 Hz, H,--Guo), 4,65 (1H, t, J = 4,7 Hz, H,--Ado), 4,61
(1H,t, J =5,0, H>-Guo), 4,51 (1H, t, J = 5,0, H3-Guo), 4,47 (1H, t, J = 4,7 Hz, H3--Ado), 4,36-4,24 (8H,
m, Hg 50 5--Ad0, Ha: 5 5-GUO, Hpropargyi n6), 2,00 (1H, S, Hpropargyi n6), 3P NMR (202 MHz, D20): 6 =-10,49
(2P, m, Py, Py), -22,09 (1P, t, J = 18,4 Hz, Pg).

VI1.1.3.13. Trifosforan P!-5’-(B-y-metyleno)guanozyno-P3-5’-(N-propargilo-3°)-P3-5°-
Sél trietyloamoniowg GpCHzp (50,0 mg, 0,113 mol) o)
zmieszano z solg litowg cpAMP-Im (135,0 mg, 0,279

adenozyny w postaci soli amonowej (GpCHzppA-3’-O-cp; C6)
NH,

_ L (NfN
mmol) i ZnCl; (270,0 mg, 1,98 mmol) w DMF (1,25 HQN)\\N N o 0 HQ $P,> o N N/)
ml). Reakej¢ prowadzono w temperaturze pokojowe; @ 5 & ;0;
przez 48 h i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA OH OH NHs* NHSNHS o O oH
(740,0 mg, 1,98 mmol) w 20 ml H2O. pH roztworu
doprowadzono do wartosci 7 przy pomocy NaHCOs. (
Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem Il
chromatografii jonowymiennej na zlozu DEAE
Sephadex w postaci soli trietyloamonowej (22,0 mg, 0,019 mmol) mieszaniny izomerow 2’-O i 3’-O.
Wydajnos¢ HPLC: 60%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 17%. 1zomery rozdzielono korzystajac z semi-
preparatywnego HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30%
ACN; gradient liniowy 0-50% w czasie 0-240 min; kolumna Grace Vision HT C18 HL). Zebrany eluat
zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 2,2 mg (2,4 umol) zwigzku GpCHppA-3’-O-cp (C6) i 0,8
mg (0,7 umol) izomeru 2°-O w postaci biatych proszkow. Wydajnos¢ po drugim oczyszczaniu: 3% (2%
dla samego izomeru 3’-O. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 850,1123, obliczone dla CzsH31N11017P3™
850,1118; *H NMR (500 MHz, D;0): 6 = 8,54 (1H, s, Hco-Ado), 8,27 (1H, s, Hes-Ado), 8,15 (1H, s, Hes-
Guo), 6,07 (1H, d, J = 6,9 Hz, H;--Ado), 5,80 (1H, d, J = 5,6 Hz, H;--Guo), 5,34 (1H, m, H3-Ado), 4,93
(1H, t, J = 6,9, Hy-Ado), 4,74 (1H, t, J = 5,6, H>-Guo), 4,51 (2H, m), 4,29 (3H, m), 4,23 (1H, m), 4,17
(1H, m), 3,96 (2H, s, Hpropargyt), 2,64 (1H, S, Hpropargyt), **P NMR (202 MHz, D,0): 6 = 18,23 (1P, d, J =
8,5 Hz, P.), 8,44 (1P, dd, J, = 25,7 Hz, J, = 8,5 Hz, Py), -10,12 (1P, d, J = 25,7 Hz, P,).

VI1.1.3.14. Trifosforan (2-etynylo) a-pf-metyleno guanozyny w postaci soli amonowej
(GpCH2ppC2H; D7)

Sol sodowa GpCHzp-Im (40,0 mg, 75 pmol) zmieszano z sola 0

trietyloamoniowg 1-etynylo-C-fosfonianu (POsC;H; 33,0 mg, N

311 pmol) i MgCl, (78,0 mg, 821 pmol) w DMF (0,8 ml). *\)i D 0 0
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 2 h i HN™ N7 N 0-P-C P-0-P
zatrzymano poprzez dodanie 7 ml H,O. Produkt reakcji W > O O
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP OH OH  NH;" NH,"NH,*
HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient
liniowy 0-50% w czasie 0-240 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat

NH
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kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 14,5 mg (25 umol) zwigzku GpCHzppC2H (D7) w postaci biatego
proszku. Wydajnos¢ HPLC: 90%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 33%. HRMS (-)ESI zmierzone m/z:
528,0087, obliczone dla C13H17Ns012P5: 528,0090; *H NMR (500 MHz, D,0): § = 8,69 (1H, s, NH), 8,21
(1H, s, H(C8)), 5,94 (1H, d, J = 5,7 Hz, H1"), 4,78 (1H,m, H2"), 4,56 (1H, dd, J: = 4,8 Hz, J, = 4,2 Hz,
H3”), 4,35 (1H, m, H4"), 4,21-4,16 (2H, m, H5’, H5™), 3,19 (1H, m, CH), 2,40 (2H, dt, J; = 13,9 Hz, J, =
3,4 Hz, CHy); 3P NMR (202 MHz, D-0): 6 = 16,46 (1P, m), 8,33 (1P, m), -21,56 (1P, m).

V1.1.3.15. a-S-tritiofosforan y-O-(2-etynylo) metyloguanozyny w postaci soli amonowej
(GpsppC2H D1; D8)
Sél trietyloamoniowg Gpsp D1 (20 mg, 30 pmol) zmieszano z
sola litowa P-imidazolidu 1-etynylo-C-fosfonianu (POsC:H- N
Im; 16 mg, 100 umol) i MgCl> (38 mg, 400 umol) w DMF (0,3 'ﬂ“\ S
H,N" N

O

ml). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 2 N o—g—o—g—o—}"':
dni i zatrzymano poprzez dodanie 1,5 ml H.O. Produkt reakcji W & 5 &
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP OH OH  NHy" NH," NH,*

HPLC (elucja izokratyczna 0,05 M buforu octanu amonu pH 5,9/30% ACN; kolumna Discovery RP
Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 1 mg (1,7 umol) zwigzku
GpsppC2H D1 (D8) w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 26%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu:
5,5%. MS (-) ESI zmierzone m/z: 545,8, obliczone dla C12H15N5012P3S™: 545,9656;

V1.1.3.16. a-R-tritiofosforan y-O-(2-etynylo) metyloguanozyny w postaci soli amonowej
(GpsppC2H D2; D9)

Sél trietyloamoniowa Gpsp D2 (20 mg, 30 pmol) zmieszano z o

solg litowag P-imidazolidu 1-etynylo-C-fosfonianu (POsC;H- N N

Im; 16 mg, 100 umol) i MgCl. (38 mg, 400 pmol) w DMF (0,3 PR > o o o
ml). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 2 HN N N@—o—'ﬁ?—o—'ﬁ;—o—%—:
dni i zatrzymano poprzez dodanie 1,5 ml H,O. Produkt reakcji 0" s O O

|
: ; NH,* NH,* NH,*
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP OH OH 4” NHa"NH

HPLC (elucja izokratyczna 0,05 M buforu octanu amonu pH 5,9/30% ACN; kolumna Discovery RP
Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 4 mg (6,7 umol) zwigzku
GpsppC2H D2 (D9) w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 58%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu:
22%.HR MS (-) ESI zmierzone m/z: 545,9648 obliczone dla C12H1sNs012P3S™: 545,9656; 'H NMR (500
MHz, D,0): § = 8.20 (1H, s, H(C8)), 5.94 (1H, d, J = 6.4 Hz, H1"), 4.84 (1H, m, H2"), 4.59 (1H, dd, J; =
5.1 Hz, J,=3.1 Hz, H3"), 4.40 (1H, m, H4"), 4.31 (2H, dd, J; = 6.6 Hz, J,=3.1 Hz, H5’, H5™), 3.18 (1H,
d, J = 13.0 Hz, CH); 3P NMR (202 MHz, D;0): & = 43.25 (1P, d, J = 27.9 Hz, P,), -21.89 (1P, t, P,), -
24.92 (1P, dd, J1 = 27.9 Hz, J, = 20.0 Hz, Py).

VI1.1.3.17. Trifosforan y-O-(3-propargilo) guanozyny w postaci soli trietyloamoniowej
(GTPOC3Hs)

Sol sodowg GDP-Im (70 mg, 0,13 mmol) zmieszano z o

sola cykloheksyloamoniowa fosforanu propargilu N

PO4CsHs (120 mg, 0,39 mmol) i MgCl, (135 mg, 1,42 Fﬂ“\\ S
H,NT N

mmol) w DMF (0,8 ml) i DMSO (1,2 ml). Reakcje N o-B-o-B-o-b-d
prowadzono w temperaturze 37°C przez 4 h i zatrzymano Q ° N & & &
poprzez dodanie 250 mg Na;EDTA (0,67 mmol) i 20 ml OH OH TEAH* TEAH' TEAH'

H>O. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE
Sephadex w postaci soli trietyloamonowej (23 mg, 0,004 mmol). Wydajno$¢ HPLC: nie mozna okresli¢,
ze wzgledu na nakladanie sie sygnatéw produktu (GTPOC3Hs) i substratu (GDP-Im). Wydajno$¢ po
oczyszczaniu: 31%. MS (-)ESI zmierzone m/z: 560,1, obliczone dla C13H17N5014P37: 559,9990.
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VI1.1.3.18. Trifosforan y-O-(3-propargilo) N7-metyloguanozyny w postaci soli
amonowej (M’GTPOC3Hs)

Sol trietyloamoniowa GTPOC3H3 (20,0 mg, 0,023 mmol) o]
zmieszano z jodkiem metylu CHsI (18,5 ul, 42,0 mg, 0,29 HN N

mmol) w DMSO (0,3 ml). Reakcje prowadzono w N /I\\N| N\> o o o =
temperaturze pokojowej przez 4 h i zakonczono poprzez ? UO—FT‘—O—IID—O—I?—O
dodanie 3,5 ml H,O i trzykrotne przemycie eterem ~OT o o 0

. .. OH OH NH4" NH,*NH,*
dietylowym.  Produkt  reakcji  oczyszczono = z Lo

wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (elucja izokratyczna 0,05 M buforem octanu amonu pH
5,9; kolumna Grace Vision HT C18). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 3,3
mg (5,3 umol) zwigzku m’GTPOC;3H; w postaci biatego proszku. Wydajno$¢ HPLC: 66%. Wydajnos¢
po oczyszczaniu: 23%. MS (-)ESI zmierzone m/z: 574,1, obliczone dla C14H19Ns014P3: 574,0147.

V1.1.4. Fluorescencyjnie znakowane nukleotydy
VI1.1.4.1. m’Gp2CsPy (A1-1)

Roztwor wodny m’Gp,C:Hs (Al) w o

postaci soli amonowej (5,0 mg, 9,5 H)N\ ] \> H

umol, 0,95 M) zmieszano z Py-N3 (5,9  H,n" NN O_S_O_g o~

mg, 14,2 pmol, 0,71 M) w DMSO, a @V & o EN 0 b“
nastgpniec dodano wodne roztwory OH OH  NHJNHS N O
CuS0O45H,0 (1,2 mg, 4,7 umol, 3,8 pl,

0,78 M) i askorbinianu sodu (1,8 mg, 9,5 umol, 7,6 pl, 1,0 M). Do uzyskanej mieszaniny dodano 40 pl
DMSO. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 1 h 45 min i zatrzymano poprzez dodanie
Na;EDTA (1,7 mg, 4,7 umol). Wytracony nadmiar barwnika pirenowego zostat odwirowany. Produkt
reakcji oczyszczono z wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu
pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-
T). Zebrany eluat zostal kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 2,4 mg (2,5 pmol) zwiazku Al-1 w
postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 83%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 27%. HR MS (-)ESI
zmierzone m/z: 908,2567, obliczone dla CzgH44NgO13P,: 908,2539.

V1.1.4.2. m’GpsC4Py (A2-1)

Roztwor wodny m’GpsCsHs(A2) w o

postaci soli trietyloamonowej (3,8 mg, T\ ‘ N\; y

6,6 umol, 0,31 M) zmieszano z Py-N3 xSy N S 89 0o~

(4,1 mg, 9,8 umol, 1,0 M) w DMSO, a e IR S 0 b“
nastepnie dodano wodne roztwory OH OH  NH"NH,NHg N O
CuSO4-5H,0 (2,5 mg, 10,2 pumol, 6,3

pl, 1,62 M) i askorbinianu sodu (2,5 mg, 12,8 pmol, 9,6 pul, 1,33 M). Do uzyskanej mieszaniny dodano
160 ul DMSO. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 20 h i zatrzymano poprzez dodanie
Na2;EDTA (2,2 mg, 6,0 umol). Wytracony nadmiar barwnika pirenowego zostat odwirowany. Produkt
reakcji oczyszczono z wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu
pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0—15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-
T). Zebrany eluat zostal kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 4,0 mg (3,8 pmol) zwiazku A2-1 w
postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 62%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 58%. HR MS (-)ESI
zmierzone m/z: 988,2218, obliczone dla CagHsNyO16P3: 988,2203.

V1.1.4.3. m’GpsCaPy (A3-1)

Roztwor wodny m’GpsCsHs (A3) )

w postaci soli trietyloamonowej N N\; |

(417 mg’ 4’4 MmOL 0’17 M) H N)\\N N 9 |C|) 9 9 o~ /\/N
zmieszano z Py-N; (6,0 mg, 14,4 WO_ZTO_Z__O_ZTO_Z__\_[NN © o O‘
pmol, 1,2 M) w DMSO, a OH OH  NH,*NH/NHg NR NN '
nastepnie dodano wodne O
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roztwory CuSO4-5H,0 (1,3 mg, 5,2 pmol, 4,2 ul, 1,23 M) i askorbinianu sodu (1,7 mg, 8,4 umol, 8,4 ul,
1,0 M). Do uzyskanej mieszaniny dodano 30 ul DMSO i 10 ul H.0. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 2 h 10 min i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (2,0 mg, 5,5 umol) i 300 ul H,O.
Wytragcony nadmiar barwnika pirenowego zostal odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent
B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0—120 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany
eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 1,2 mg (1,1 pmol) zwiazku A3-1 w postaci biatego
proszku. Wydajnos¢ HPLC: 75%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 24%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z:
1068,1880, obliczone dla C3gH1sN9O19P4: 1068,1866.

V1.1.4.4. mGpsCaPy (A4-1)

Roztwor wodny m’GpsCsHs o

(A4) w postaci soli amonowej }—ﬂ\]\ | N\; y

(1,60 mg, 2,0 pmol, 0,20 M) Sy ~N 2 9 9 92 9 0o ~N
zmieszano z Py-N3 (3,50 mg, WO e ZVE/\/ o b“
8,4 umol, 0,42 M) w DMSO, a OH OH  NHy" NH," NH," NH" NH,* N o
nastgpnic  dodano  wodne

roztwory CuSQO4-5H,0 (0,29 mg, 1,5 pmol, 1,5 ul, 1,0 M) i askorbinianu sodu (0,60 mg, 3,0 umol, 3,0
pl, 1,0 M). Do uzyskanej mieszaniny dodano 20 pl DMSO. Reakcje prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 2 h i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (1,12 mg, 3,0 umol) i 300 ul H.O.
Wytrgcony nadmiar barwnika pirenowego zostal odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent
B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-120 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany
eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,45 mg (0,4 umol) zwigzku A4-1 w postaci biatego
proszku. Wydajnos¢ HPLC: 80%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 18%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z:
1148,1562, obliczone dla CsgH7NgO22Ps: 1148,1529.

V1.1.4.5. m’GpsC4PEP (A2-2)

Roztwor wodny m’GpsCsHs o
(A2) w postaci soli NN

trietyloamonowej (1,00 mg, SN o of ol A O

1,1 pmol, 0,23 M) zmieszano w o 6'+ C‘JT\_@E 0 O

z PEP-N3 (2,70 mg, 4,6 pmol, OHOH - NHT N N N

023 M) w DMSO, a O
nastgpnie  dodano  wodne O‘
roztwory CuSQ4-5H,0 (0,50 O
mg, 2,0 umol, 2,0 ul, 1,0 M)

i askorbinianu sodu (2,60 mg, 13,1 pmol, 12,0 ul, 1,1 M). Do uzyskanej mieszaniny dodano 110 ul
DMSO. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej przez 18 h i zatrzymano poprzez dodanie
Na2;EDTA (1,86 mg, 5,0 umol) i 700 ul H.0. Wytracony nadmiar barwnika PEP-N3 zostat odwirowany.
Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu
amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil
LC-18-T). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,06 mg (0,06 umol) zwigzku
A2-2 w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 36%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 5%. HR MS (-
)ESI zmierzone m/z: 1116,2843 obliczone dla CagHssNgO16P3: 1116,2829.

V1.1.4.6. m’GpsC4sBDP-FL (A2-3)

Roztwor wodny m’GpsCsHs (A2) w o

postaci soli trietyloamonowej (4,3 HN)tN\;

mg, 4,9 umol, 0,07 M) zmieszano z HZNJ\\N N o—g—o—g—o—g
BDP-FL-N; (4,6 mg, 12,3 Hmol, 0,31 kl R Ij 5 o (I{\_CE
M) w DMSO, a nastepnie dodano OH OH  NH,*NH,*NH, N

wodne roztwory CuSO.-5H,0 (0,75 mg, 3,0 umol, 3,0 ul, 1,0 M) i askorbinianu sodu (1,2 mg, 6,0 umol,
6,0 ul, 1,0 M). Do uzyskanej mieszaniny dodano 75 pl DMSO. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 18 h i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (3,72 mg, 10,0 umol) i 400 pl H,0.

236



VI.1. Synteza modyfikowanych nukleotydow

Wytrgcony nadmiar barwnika BDP-FL-N; zostal odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z
wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN;
gradient liniowy 0-100% w czasie 0—15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T). Zebrany eluat zostat
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 1,8 mg (1,8 umol) zwigzku A2-3 w postaci pomaranczowego
proszku. Wydajnos¢ HPLC: 52%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 37%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z:
946,2213 obliczone dla Cs2H42BF2N11014P57: 946,2192.

V1.1.4.7. m'GpsCa(6)FAM2 (A2-4)

Roztwor wodny m’GpsCsHs (A2) w
postaci soli amonowej (3,7 mg, 8,4 )t/
|

umol, 0,40 M) zmieszano =z H)N\ N o o o
(6)FAM2-N;3 (2,5 mg, 5,6 pmol, 0,28 HN" NN 0—P-0-B_o_t
M) w DMSO, a nastepnie dodano w o o 6?—{’\'
wodne roztwory CuSOs-5H,0 (0,68 OH OH  NH," NH," NHy

mg, 2,7 umol, 2,7 pl, 1,0 M) i askorbinianu sodu (1,1 mg, 5,6 pmol, 5,6 pl, 1,0 M). Do uzyskane;j
mieszaniny dodano 30 pl DMSO 30 pl H>O. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 16 h
i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (1,0 mg, 2,7 umol) i 500 ul HO. Wytragcony nadmiar barwnika
(6)FAM-N; zostal odwirowany, a supernatant dodatkowo przemyto octanem etylu. Produkt reakcji
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu
pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient liniowy 0-50% w czasie 0—60 min; kolumna
Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 2,7 mg (2,5
pumol) zwigzku A2-4 w postaci zottego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 96%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu:
43%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1016,1433 obliczone dla CssH37NgO19P37: 1016,1424; 'H NMR (500
MHz, D,0): 6 =9,10 (1H, s), 7,97 (2H, m), 7,83 (1H, s), 7,56 (1H, s), 7,12 (2H, ddd, J: = 9,1 Hz, J, = 4,3
Hz, J; = 1,8 Hz), 6,75 (4H, m), 5,85 (1H, d, J = 3,3 Hz), 4,61 (1H, t, J = 5,5 Hz), 4,55 (1H, t, J = 3,8 HZ),
4,46 (1H, t, J =5,2 Hz), 4,31 (2H, m), 4,18 (1H, m), 3,95 (3H, s), 3,86 (2H, m), 2,84 (2H, m), 2,03 (2H,
m); 3P NMR (202 MHz, D;0): 6 = 17,96 (1P, m), -10,60 (1P, d, J = 19,5 Hz), -21,74 (1P, dd, J: = 24,5
Hz, J, = 19,5 Hz).

V1.1.4.8. m’GpsCaCy3 (A2-5)

Roztwor wodny m’GpsCsHs
(A2) w postaci soli amonowej
(1,80 mg, 2,1 pmol, 0,14 M)
zmieszano z Cy3-Ns (1,40 mg,
2,4 umol, 0,52 M) w DMSO, a
nastepnie  dodano  wodne
roztwory CuSO45H,0 (1,00
mg, 4,0 umol, 3,2 ul, 1,24 M) i askorbinianu sodu (1,60 mg, 8,1 pmol, 6,4 pl, 1,26 M). Do uzyskanej
mieszaniny dodano 60 ul DMSO. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 41 h i
zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (1,49 mg, 4,0 umol). Wytrgcony nadmiar barwnika Cy3-N3 zostat
odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M
bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0—15 min; kolumna
(RP)Supelcosil LC-18-T). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,37 mg (0,32
umol) zwigzku A2-5 w postaci czerwonego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 40%. Wydajno$¢ po
oczyszczaniu: 15%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1110,3800 obliczone dla CagHezsN11014P3: 1110,3774.

V1.1.4.9. m’GpsC4Cy5 (A2-6)

Roztwor wodny m’GpsCsHs o

(A2) w postaci soli amonowej HNT SN

(2,20 mg, 2.6 umol, 0,16 M) rn-“won o 9 9
zmieszano z Cy5-N3 (2,10 mg, w o O_ZTO_Z—_\—(E
3,5 umol, 1,0 M) w DMSO, a OH™ OH  NH"NH“NH" N

nastepnie  dodano  wodne
roztwory CuSO,5H.0 (1,10
mg, 4,5 umol, 3,6 ul, 1,24 M)
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i askorbinianu sodu (3,50 mg, 17,6 umol, 14,0 ul, 1,26 M). Do uzyskanej mieszaniny dodano 50 ul DMSO
10 pul H20. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej przez 28 h i zatrzymano poprzez dodanie
Na;EDTA (1,30 mg, 3,5 pmol). Wytrgcony nadmiar barwnika Cy5-N3 zostat odwirowany, a supernatant
poddano dodatkowo ekstrakcji octanem etylu. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem
analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy
0-100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie
zliofilizowany. Otrzymano 0,15 mg (0,13 umol) zwiazku A2-6 w postaci niebieskiego proszku.
Wydajnos¢ HPLC: 40%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 5%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1136,3950
obliczone dla CsoHssN11014P3: 1136,3931.

V1.1.4.10. m’Gp2Ca(6)FAM2

Roztwor wodny m’Gp,CsHs (A1) w postaci soli
amonowej (3,0 mg, 5,7 pmol, 0,56 M) zmieszano z
(6)FAM2-N3 (2,2 mg, 5,0 umol, 0,25 M) w DMSO,
a nastepnie dodano wodne roztwory CuSQO4-5H,0
(0,7 mg, 2,7 umol, 2,7 ul, 1,0 M) i askorbinianu
sodu (1,1 mg, 5,6 pmol, 5,6 pl, 1,0 M). Do
uzyskanej mieszaniny dodano 30 ul H2O. Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 1 h 45 min i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (1,0
mg, 2,7 umol) i 200 pl H,0. Wytracony nadmiar barwnika (6)FAM2-N3 zostal odwirowany. Produkt
reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu
amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0—60 min;
kolumna Grace Vision HT C18 HL). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,8 mg
(0,82 umol) zwigzku m’Gp,C4(6)FAM2 w postaci pomaranczowego proszku. Wydajno$é HPLC: 83%.
Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 16%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 936,1786 obliczone dla CssH3sNoO16P2"
:936,1761; *H NMR (500 MHz, D;0): 6=9,10 (1H, s), 8,05 (1H,d, J=7,9 Hz), 7,93 (1H, d, J = 7,9 H2),
7,78 (1H, s), 7,38 (1H, s), 6,96-6,93 (2H, m), 6,82 (1H, d, J = 2,1 Hz), 6,76 (1H, d, J = 2,1 Hz), 6,70—
6,66 (2H, m), 5,92 (1H, d, J = 3,0 Hz), 4,70 (1H, dd, J: = 4,9 Hz, J, = 3,0 Hz), 4,58-4,53 (2H, m), 4,51
(1H,t,J =5,5Hz), 4,36 (1H, dd, J: = 5,8 Hz, J> = 2,4 Hz), 4,32-4,27 (1H, m), 4,25-4,20 (1H, m), 3,89
(3H, s), 3,82-3,77 (2H, m), 2,86-2,81 (2H, m), 2,02-1,95 (2H, m); *:P NMR (202 MHz, D,0): 6 = 17,00~
16,74 (1P, m, Pp), -11,49 (1P, d, J = 27,4 Hz, P,).

V1.1.4.11. m’GpsOCs(5)FAM2

Roztwor wodny m’GpsOCsHz w e

postaci soli amonowej (0,65 mg, b ) o

0,80 umol, 0,08 M) zmieszano z HN" N N O_E_O_E_O_P_o_g_o_g_ofﬁ,ruwN o O
(5)FAM2-N; (0,38 mg, 0,85 wmol, U R Ty 2] @
0,06 M) w DMSO, a nastepnie ST N o N o
dodano wodne roztwory O

CuS0O45H,0 (0,75 mg, 3,0 pumol,
3,0 ul, 1,00 M) i askorbinianu sodu
(1,19 mg, 6,0 umol, 6,0 ul, 1,00 M). Do uzyskanej mieszaniny dodano 20 ul DMSO. Reakcj¢ prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 6 h i zatrzymano poprzez dodanie Na,;EDTA (5,58 mg, 15,0 umol) i 850
ul H2O. Wytracony nadmiar barwnika (5)FAM2-N3 zostal odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent
B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0—120 min; kolumna Grace Vision HT C18 HL). Zebrany
eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,54 mg (0,42 umol) zwigzku m’GpsOCs(5)FAM2
w postaci zottego proszku. Wydajno$¢é HPLC: 70%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 53%. HR MS (-)ESI
zmierzone m/z: 1178,0561, obliczone dla Cs7H37N9O26Ps™: 1178,0543.

OH
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V1.1.4.12. m’GpCHzppCaPy (B1-1)

Roztwor wodny m’GpCH.ppCiHs Q

(B1) w postaci soli amonowej (3,6 Y § oo o H

mg, 5,7 umol, 0,7 M) zmieszano z Py- 1" NN o-p_nz i o & /Vov\o/\/N

Ns (3,1 mg, 7,5 umol, 1,4 M) w W 5 & ow y © b‘i
DMSO, a nastepnie dodano wodne OH' OH  NH,"NH"NH, O
roztwory CuSOs5H,0 (1,0 mg, 5,2

umol, 3,2 pl, 1,23 M) i askorbinianu sodu (1,3 mg, 8,4 umol, 6,5 pl, 1,0 M). Do uzyskanej mieszaniny
dodano 40 pl DMSO. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej przez 3 h i zatrzymano poprzez
dodanie Na;EDTA (1,9 mg, 5,2 umol). Wytracony nadmiar barwnika pirenowego zostal odwirowany.
Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor
octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0—120 min; kolumna Discovery
RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 1,5 mg (1,5 umol)
zwiazku B1-1 w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 81%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 31%.
HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 986,2436, obliczone dla C4oH47N9O1sP3: 986,2410.

V1.1.4.13. m’GpCH2ppOC3Py (B2-1)

Roztwor wodny m’GpCH,ppOC;H;3 A
(B2) w postaci soli amonowej (2,5 HNH/'LN| N\> o

. o (0] N
mg, 4,0 umol, 0,4 M) zmieszano z ob_2h o B o P N
Py-N; (3,0 mg, 7,2 pmol, 0,36 M) w W & o oL{ﬂ © “i
DMSO, a nastgpnie dodano wodne OH OH  NH"NH,"NHy o
roztwory CuSO,45H,0 (0,6 mg, 3,0

pmol, 3,0 ul, 1,0 M) i askorbinianu sodu (1,2 mg, 6,0 umol, 6,0 ul, 1,0 M). Do uzyskanej mieszaniny
dodano 60 ul DMSO. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej przez 14 h i zatrzymano poprzez
dodanie Na,EDTA (1,5 mg, 4,0 umol) i 1 ml H,O. Wytracony nadmiar barwnika pirenowego zostat
odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A:
0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-120 min;
kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,9
mg (0,9 umol) zwigzku B2-1 w postaci bialego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 82%. Wydajno$¢ po
oczyszczaniu: 22%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 988,2197, obliczone dla CzgH4sNgO16P3: 988,2203.

V1.1.4.14. m’GpNHppOC:Py (B3-1)
Roztwor wodny m’GpNHppOCsH3

(B3) w postaci soli amonowej (1,3 2 /

mg, 2,1 pmol, 0,2 M) zmieszano z Fﬁ“\ S "

Py-Ns (2,0 mg, 4,8 pmol, 0,10 M) H,N" SN~ N oBHE 8. O O
w DMSO, a nastgpnie dodano W o o O \—CE ° "
wodne roztwory CuSQO4-5H,0 (0,3 OH  OH  NH;"NHy'NH,™ N O
mg, 1,5 umol, 1,5 ul, 1,0 M) 1

askorbinianu sodu (0,6 mg, 3,0 umol, 3,0 ul, 1,0 M). Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej
przez 18 h i zatrzymano poprzez dodanie Na,EDTA (1,9 mg, 5,0 umol) i 700 ul H,O. Wytracony nadmiar
barwnika pirenowego zostat odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-
preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient
liniowy 0-100% w czasie 0-120 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,8 mg (0,8 umol) zwigzku B3-1 w postaci bialego proszku.
Wydajnos¢ HPLC: 80%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 37%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 989,2171,
obliczone dla C3sH4sN19O16P5: 989,2155.
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V1.1.4.15. m’GpsppOCsPy D1 (B4-1)

Roztwor wodny m’GpsppOCsHs; )
D1 (B4)w postaci soli amonowej N

HN | \>
(160 mg, 2,5 pmol, 025 M) . Ay

g ¢ 9 0~ ~N O
zmieszano z Py-Ns (2,80 mg, 6,7 R S W © o
umol, 0,17 M) w DMSO, a I I\?H4+NH4*NH4* N=N "
nastepnie dodano wodne O

roztwory CuSQO4-5H,0 (0,29 mg,

1,5 pmol, 1,5 ul, 1,00 M) i askorbinianu sodu (0,60 mg, 3,0 umol, 3,0 ul, 1,00 M). Reakcj¢ prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 18 h i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (1,86 mg, 5,0 umol) i 700
ul H20. Wytracony nadmiar barwnika pirenowego zostat odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent
B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0—120 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany
eluat zostat Kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,95 mg (0,9 pmol) zwigzku B4-1 w postaci biatego
proszku. Wydajnos¢ HPLC: 88%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 36%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z:
1006,1781, obliczone dla CssHa3NgO16P3S™: 1006,1767.

V1.1.4.16. m’GpsppOCsPy D2 (B5-1)
Roztwor wodny m’GpsppCsH; D2

(0]
(B5) w postaci soli amonowej (2,2 HN Ni*
mg, 3,4 umol, 0,34 M) zmieszano HZNAN | N> o o o o~ /\/H O
z Py-N3 (3,0 mg, 7,2 pmol, 0,18 e I S NI M ° o
M) w DMSO, a nastepnie dodano oo, ° NN "
wodne roztwory CuSO4-5H,0 (0,3 O

mg, 1,5 pmol, 1,5 pl, 1,0 M) i

askorbinianu sodu (0,6 mg, 3,0 umol, 3,0 ul, 1,0 M). Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej
przez 18 h i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (1,9 mg, 5,0 umol) i 700 ul H,0O. Wytragcony nadmiar
barwnika pirenowego zostal odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-
preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient
liniowy 0-100% w czasie 0-120 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,8 mg (0,8 umol) zwigzku B5-1 w postaci biatego proszku.
Wydajnos¢ HPLC: 79%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 24%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1006,1781,
obliczone dla CasH43NyO16P3S™: 1006,1767.

VI1.1.4.17. GTPC4Py

GTPC4Hs w postaci soli amonowej o

(2,0 mg, 3,3 umol) zmieszano z Py- p-ﬂ\;\ B H

Nz (2,1 mg, 5,0 pmol, 0,20 M) W NSy N 2 9 9 0~

DMSO, a nastgpnie dodano wodne MI R lN © Z, © Z,O ZMEN o &
roztwory CuSO4-5H,0 (0,5 mg, 2,2 OH OH  NH,*NH,"NH," N~ o
umol, 1,5 ul, 1,4 M), askorbinianu

sodu (1,3 mg, 6,6 umol, 6,0 ul, 1,1 M) oraz liganda THPTA (1,4 mg, 3,2 umol, 3,5 ul, 0,9 M). Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 4 h i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (3,7 mg, 10,0
umol) i 100 pl H,O. Wytrgcony nadmiar barwnika pirenowego zostal odwirowany. Produkt reakcji
oczyszczono z wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9,
Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T).
Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 1,9 mg (1,8 umol) zwiazku GTPC4Py w
postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 91%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 56%. HR MS (-)ESI
zmierzone m/z: 974,2058, obliczone dla C3gH43NgO16P37: 974,2046.
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VI1.1.4.18. CTPC4Py

Roztwor wodny CTPC4Hs w postaci soli NHz

amonowej (3,6 mg, 6,3 umol, 0,21 M) j\/ | "
zmieszano z Py-Ns (4,2 mg, 10,1 pmol, o”™N 2 9 9 0o

0,25 M) w DMSO, a nastepnie dodano wo Z. © Z. © EMEN ° b‘i
wodne roztwory CuSO4-5H,0 (0,8 mg, OH OH  NH; NH NH;S N O
3,3 umol, 3,3 pl, 1,0 M) i askorbinianu

sodu (1,3 mg, 6,6 pmol, 6,6 pl, 1,0 M). Reakcje prowadzono w temperaturze 30°C przez 18 h i zatrzymano
poprzez dodanie Na;EDTA (11,2 mg, 30,0 umol) i 400 ul H>O. Wytracony nadmiar barwnika pirenowego
zostal odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A:
0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min;
kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 1,4 mg
(1,4 umol) zwigzku CTPC4Py w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 90%. Wydajnos$¢ po
oczyszczaniu: 22%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 934,2001, obliczone dla Cs7H43sN7O16P3: 934,1985.

V1.1.4.19. ATPC4Py

Roztwor wodny ATPCsHs w postaci soli
amonowej (3,8 mg, 6,4 pumol, 0,43 M) R o o o
N N

zmieszano z Py-Ns (4,0 mg, 9,6 umol, 0,24 Uo—é—o—%—o—éVNNO\/\o/\/N g O‘

(@) O (0]

- - - |
=N
OH OH  NH," NH * NH,* N '

NH,
N7 N

M) w DMSO, a nastgpnie dodano wodne O™
roztwory CuSO.5H,0 (0,6 mg, 2,3 pumol, O
2,3 ul, 1,00 M) i askorbinianu sodu (1,2 mg,

5,9 umol, 5,9 ul, 1,00 M). Do uzyskanej mieszaniny dodano 20 ul DMSO. Reakcje prowadzono w
temperaturze 30°C przez 20 h i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (7,44 mg, 20,0 pmol) i 500 pl
H.O. Wytragcony nadmiar barwnika pirenowego zostat odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z
wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN;
gradient liniowy 0-100% w czasie 0—15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T). Zebrany eluat zostat
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 1,6 mg (1,6 umol) zwigzku ATPC4Py w postaci biatego proszku.
Wydajnos¢ HPLC: 89%. Wydajnos$¢ po oczyszczaniu: 25%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 958,2112,
obliczone dla C3sH43NgO15P5: 958,2097.

V1.1.4.20. pC4Py

H

Roztwor  wodny  pCsHs w  postaci  soli o NP O
trietyloamoniowej (5,0 mg 50% czystego, 1,9 pmol, N’ RN g ° o

0,54 M) zmieszano z Py-N3 (2,1 mg, 5,0 pmol, 0,06 M) e NN "
w DMSO, a nastgpnie dodano wodne roztwory o

CuS0O45H,0 (0,90 mg, 3,6 umol, 3,6 pl, 1,00 M) i

askorbinianu sodu (1,9 mg, 9,7 umol, 9,7 ul, 1,00 M). Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej
przez 8 dni i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (3,7 mg, 10,0 pmol) i 700 pl H>O. Wytracony
nadmiar barwnika pirenowego zostal odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem
analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy
0-100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T). Zebrany eluat zostal kilkukrotnie
zliofilizowany. Otrzymano 0,2 mg (0,3 umol) zwiazku pC4Py w postaci biatego proszku. Wydajno$¢ po
oczyszczaniu: 18%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 549,1913, obliczone dla CzsH3oN4OgP™: 549,1908.
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VI.1. Synteza modyfikowanych nukleotydow

V1.1.4.21. GpsA-3°O-Py (C1-1)

Roztwor wodny GpsA-3’-O-cp (C1) w postaci soli amonowej
(1,0 mg, 1,1 pmol, 40 pl, 0,027 M) zmieszano z Py-Ns (1,8 mg,
4,6 umol, 0,087 M) w 50 ul DMSO, a nastepnie dodano wodne
roztwory CuSQO4-5H.0 (0,75 mg, 3,0 pmol, 3,0 pul, 1,0 M) i
askorbinianu sodu (1,2 mg, 6,0 umol, 6,0 ul, 1,0 M). Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 4,5 h i
zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (3,7 mg, 10 pmol) w
0,9 ml H,0O. Wytrgcony nadmiar barwnika pirenowego zostat
odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem
semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu
amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w
czasie 0-120 min; kolumna Discovery RP Amide C-16).
Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano
0,5 mg (0,38 pumol) zwigzku C1-1 w postaci bialego proszku.
Wydajnos¢ HPLC: 89%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 34%. HR

o)
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MS (-)ESI zmierzone m/z: 1268,2778, obliczone dla CgHs3sN15021P37: 1268,2759.

V1.1.4.22. GpsA-3°O-Py3 (C1-2)

Roztwor wodny GpsA-3°-0O-cp (C1) w postaci soli amonowej
(2,2 mg, 2,4 umol, 6 ul, 0,40 M) zmieszano z Py3-Ns (2,0 mg,
4,5 pmol, 0,09 M) w 50 pul DMSO, a nastepnie dodano wodne
roztwory CuSQO4-5H,0 (0,75 mg, 3,0 umol, 3,0 ul, 1,00 M) i
askorbinianu sodu (1,2 mg, 6,0 umol, 6,0 ul, 1,00 M). Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 5,5 h i zatrzymano
poprzez dodanie Na;EDTA (7,4 mg, 20 umol) w 0,7 ml H20.
Wytracony nadmiar barwnika pirenowego zostat odwirowany.
Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-
preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu
amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w
czasie 0-120 min; kolumna Grace Vision HT C18 HL). Zebrany
eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 2,0 mg (1,4
umol) zwigzku C1-2 w postaci biatego proszku. Wydajnosé¢
HPLC: 94%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 61%. HR MS (-)ESI
zmierzone m/z: 1296,3072, obliczone dla CsogHs7N1502:P3™:
1296,3072.

V1.1.4.23. GpsA-3°0-Pe (C1-3)

GpsA-3’-O-cp (C1) w postaci soli amonowej (0,7 mg, 0,77
umol) zmieszano z Pe-N3 (1,3 mg, 2,9 umol, 0,057 M) w 50 pul
DMSO, a nast¢pnie dodano wodne roztwory CuSO4-5H,0 (0,75
mg, 3,0 pmol, 3,0 pl, 1,0 M) i askorbinianu sodu (1,2 mg, 6,0
umol, 6,0 pl, 1,0 M). Reakcje prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 22 h i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA
(7,4 mg, 20 umol) w 0,4 ml H,O. Wytragcony nadmiar barwnika
perylenowego zostatl odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono
z wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M
bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0—
100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T).
Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,1
mg (0,08 pumol) zwigzku C1-3 w postaci zoltego proszku.
Wydajnos¢ HPLC: 85%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 10,5%.
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HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1304,2762, obliczone dla CsiHs3N15021P3: 1304,2759.

242



VI.1. Synteza modyfikowanych nukleotydow

VI1.1.4.24. GpsA-3’O-BDP-FL (C1-4)
o NH,

Roztwor wodny GpsA-3’-O-cp (C1) w postaci soli amonowej A
(1,00 mg, 1,1 pmol, 40 pl, 0,03 M) zmieszano z BDP-FL-Nj; (2,00 \JNIN\>
mg, 5,3 umol, 0,11 M) w 50 pl DMSO, a nastepnie dodano wodne

P
o o o <|/)

N
HaN 0-P-0-b-0-F-0 N

o O O
roztwory CuSO4-5H.0 (0,75 mg, 3,0 pmol, 3,0 ul, 1,00 M) i OH OH  NH' NH,' NHono OH
askorbinianu sodu (1,20 mg, 6,0 umol, 6,0 ul, 1,00 M). Reakcje NH
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 7,5 h i zatrzymano %N
poprzez dodanie Na;EDTA (5,6 mg, 15 pmol) w 0,95 ml H20. H WN*N
Wytracony nadmiar barwnika BDP-FL-N3 zostal odwirowany. B
Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi- [ oF °
preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu L F

amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w

czasie 0—120 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany.
Otrzymano 0,75 mg (0,59 umol) zwigzku C1-4 w postaci pomaranczowego proszku. Wydajnos¢ HPLC:
93%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 53%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1226,2768, obliczone dla
Ca1Hs0BF2N17019P37: 1226,2748.

V1.1.4.25. GpsA-3°O-(5)FAM2 (C1-5)

GpsA-3°-0-cp (C1) w postaci soli amonowej (0,70 mg, 0,77 g v
pmol) zmieszano z (5)FAM2-N3 (0,70 mg, 1,58 pmol, 0,05 M) w NHN\)NEN? o o o <’Nf/N
30 ul DMSO, a nastepnie dodano wodne roztwory CuSOs-5H,0 S bkl Koj
(0,75 mg, 3,0 umol, 3,0 pul, 1,00 M) i askorbinianu sodu (1,20 mg, OH™ OH  NH{"NHJNH' 6™ On

6,0 umol, 6,0 ul, 1,00 M). Reakcj¢ prowadzono w temperaturze NH
pokojowej przez 3 h i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA /[N

N-N

(74 mg, 20 pmol). Wytracony nadmiar barwnika
fluoresceinowego  zostal odwirowany. Produkt reakcji
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC
(Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN;
gradient liniowy 0-100% w czasie 0-120 min; kolumna Grace
Vision HT C18 HL). Zebrany eluat zostal kilkukrotnie
zliofilizowany. Otrzymano 0,54 mg (0,4 pmol) zwigzku C1-5 w
postaci zottego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 83%. Wydajno$¢ po
oczyszczaniu: 52%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1296,1993, obliczone dla C47HasN15024P3: 1296,1980.

V1.1.4.26. GpsA-3°0-Cy3 (C1-6)

Roztwor wodny GpsA-3’-O-cp (C1) w postaci soli amonowej (0,85 HNJIN\> (N]‘\AN
mg, 0,94 pmol, 10 pul, 0,09 M) zmieszano z Cy3-Ns (1,20 mg, 2,1 N SN ? 8 2 NN

0-P-0-P-0-F-0
umol, 0,05 M) w 40 ul DMSO, a nastepnie dodano wodne roztwory M NN e T
CuS045H,0 (0,75 mg, 3,0 umol, 3,0 ul, 1,00 M) i askorbinianu TH
sodu (1,20 mg, 6,0 pmol, 6,0 ul, 1,00 M). Reakcj¢ prowadzono w /[N
temperaturze pokojowej przez 21 h i zatrzymano poprzez dodanie N-N
Na;EDTA (7,4 mg, 20 umol) w 0,7 ml H.O. Wytragcony nadmiar
barwnika cyjaninowego zostal odwirowany. Produkt reakcji NH

oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC
(Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN;
gradient liniowy 0-100% w czasie 0-120 min; kolumna Discovery
RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany.
Otrzymano 0,12 mg (0,08 upmol) zwigzku C1-6 w postaci
czerwonego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 79%. Wydajnos¢ po
oczyszczaniu: 9%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1390,4354,
obliczone dla Cs7H71N17019P5™: 1390,4330.
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VI1.1. Synteza modyfikowanych nukleotydow

V1.1.4.27. GpsA-3°O-Cy5 (C1-7)

GpsA-3’-0O-cp (C1l) w postaci soli amonowej (1,1 mg, 1,21 umol)
zmieszano z Cy5-Ns (2,5 mg, 4,16 umol, 0,08 M) w 50 ul DMSO, a
nastepnie dodano wodne roztwory CuSO4-5H20 (0,8 mg, 3,0 umol, 3,0
ul, 1,00 M) i askorbinianu sodu (1,2 mg, 6,0 umol, 6,0 ul, 1,00 M).
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 4 h i zatrzymano
poprzez dodanie Na;EDTA (7,4 mg, 20 umol) w 0,4 ml HO.
Wytracony nadmiar barwnika cyjaninowego zostal odwirowany.
Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem analitycznego RP
HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN;
gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil
LC-18-T). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany.
Otrzymano 0,2 mg (0,12 umol) zwiazku C1-7 w postaci niebieskiego
proszku. Wydajno§¢ HPLC: 72%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 10%.
HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1416,4506, obliczone dla
CsoH73N17019P37: 1416,4487.

V1.1.4.28. m'GpsA-3’0-Py (C2-1)

Roztwor wodny m’GpsA-3°-0O-cp (C2) w postaci soli amonowej
(0,50 mg, 0,54 umol, 10 ul, 0,54 M) zmieszano z Py-N3 (2,00 mg,
4,8 pmol, 0,07 M) w 70 pl DMSO, a nastgpnie dodano wodne
roztwory CuSO45H,0 (0,75 mg, 3,0 pmol, 3,0 pl, 1,00 M) i
askorbinianu sodu (1,20 mg, 6,0 umol, 6,0 ul, 1,00 M). Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 4,5 h i zatrzymano
poprzez dodanie Na;EDTA (5,6 mg, 15 umol) w 0,95 ml H>O.
Wytracony nadmiar barwnika pirenowego zostal odwirowany.
Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-
preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu
pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-120
min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,48 mg (0,31 pmol)
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zwiazku C2-1 w postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 65%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 43%.
HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1282,2929, obliczone dla CagHssN15021P3: 1282,2915.

V1.1.4.29. m’GpsA-3°0-Py3 (C2-2)

Roztwor wodny m’GpsA-3°-O-cp (C2) w postaci soli amonowej
(0,3 mg, 0,36 umol, 0,07 M) zmieszano z Py3-N3 (0,6 mg, 1,4
pmol, 0,03 M) w 50 pul DMSO, a nastgpnie dodano wodne
roztwory CuSOs5H,0 (0,8 mg, 3,0 umol, 3,0 ul, 1,00 M) i
askorbinianu sodu (1,2 mg, 6,0 umol, 6,0 ul, 1,00 M). Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 3 h i zatrzymano
poprzez dodanie Na;EDTA (7,4 mg, 20 umol) w 0,7 ml H,O.
Wytracony nadmiar barwnika pirenowego zostal odwirowany.
Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-
preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu
pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-120
min; kolumna Grace Vision HT C18 HL). Zebrany eluat zostat
kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,2 mg (0,15 umol)
zwiagzku C2-2 w postaci biatego proszku. Wydajno§¢ HPLC: 88%.
Wydajnosé po oczyszczaniu: 41%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z:
1311,3257, obliczone dla C52H61N15020P3': 1311,3301.
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VI.1. Synteza modyfikowanych nukleotydow

VI1.1.4.30. 2°-0/3’-O-Py-GpsA (C3-1) ]

2°-0/3°-0-cp-GpsA (C3) w postaci soli amonowej (0,5 mg, 0,55 “LJN\/I[N» o o o el
pmol) zmieszano z Py-Ns3 (1,5 mg, 3,6 pmol, 0,07 M) w 50 pl 0-F-0-7-0-R-0—_o

roT Q9 s
DMSO, a nastgpnie dodano wodne roztwory CuSO4-5H,0 (0,8 OYOOOH NH," NHG"NHE - SO
mg, 3,0 umol, 3,0 pl, 1,00 M) i askorbinianu sodu (1,2 mg, 6,0 N + izomer 3-0

umol, 6,0 ul, 1,00 M). Reakcj¢ prowadzono w temperaturze i
pokojowej przez 20 h i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA S

(7,4 mg, 20 pmol) w 0,7 ml H>O. Wytragcony nadmiar barwnika Q
pirenowego zostal odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z {)
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 §

M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy ™,
0-100% w czasie 0-120 min; kolumna Grace Vision HT C18 HL). ()
Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,2 QQQ
mg (0,16 pmol) zwigzku C3-1 w postaci biatego proszku.

Wydajnos¢ HPLC: 92%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 28%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1268,2759,
obliczone dla CagHs3N150,1 P53 1268,2759

V1.1.4.31. GpsA(N6)-Py (C4-1)

Roztwor wodny GpsA(N6)prop (C4) w N=N
postaci soli amonowej (1,50 mg, 1,8 pumol, o o
0,06 M) zmieszano z Py-N; (1,20 mg, 2,9 HN)tN\ N A Ho

umol, 0,10 M) w 30 ul DMSO, a nastepnie wusia’ 9 ¢ o G A e
dodano wodne roztwory CuSO45H:0 (0,38 A A S

mg, 1,5 pmol, 1,5 ul, 1,00 M) i askorbinianu O on FRCHRCEAC o on O
sodu (0,60 mg, 3,0 pmol, 3,0 pl, 1,00 M). OQ
Reakcje  prowadzono w  temperaturze

pokojowej przez 48 h i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA (7,4 mg, 20 umol) w 0,7 ml H20.
Wytracony nadmiar barwnika pirenowego zostal odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z
wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent
B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0—120 min; kolumna Grace Vision HT C18 HL). Zebrany
eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,82 mg (0,64 umol) zwigzku C4-1 w postaci bialego
proszku. Wydajnos¢ HPLC: 96%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 37%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z:
1225,2700, obliczone dla C47Hs2N14020P37: 1225,2701.

V1.1.4.32. GpsG(N1)-Py (C5-1)

Roztwor wodny GpsG(N1)prop (C5) w . i

postaci soli trietyloamonowej (1,70 mg, 1,9 N“f’;\[p o o o «NfN,iNHNjN,NxO

umol, 0,04 M) zmieszano z Py-Ns (1,80 mg, RN {Oj ’ -~

43 umol, 0,10 M) w 45 ul DMSO, a O on - NNy N 5, by
nastgpnie  dodano  wodne  roztwory OO
CuS0O45H,0 (0,38 mg, 1,5 umol, 1,5 pl, OQ

1,00 M) i askorbinianu sodu (0,60 mg, 3,0

umol, 3,0 pl, 1,00 M). Reakcje¢ prowadzono w temperaturze pokojowej przez 48 h i zatrzymano poprzez
dodanie Na;EDTA (7,40 mg, 20,0 umol) w 0,7 ml H,0O. Wytrgcony nadmiar barwnika pirenowego zostat
odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A:
0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-120 min;
kolumna Grace Vision HT C18 HL). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 1,05
mg (0,82 umol) zwigzku C5-1 w postaci biatego proszku. Wydajno$¢ HPLC: 92%. Wydajnos¢ po
oczyszczaniu: 42%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1241,2653, obliczone dla Cs7H5:N14021P3: 1241,2650.
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V1.1.4.33. GpCH2zppA-3’-0-Py3 (C6-1)

GpCHzppA-3°-0-cp (C6) w postaci soli amonowej (0,70 mg, 0,78
umol) zmieszano z Py3-Ns (1,8 mg, 4,3 umol, 0,10 M) w 45 pul
DMSO, a nastepnie dodano wodne roztwory CuSO4-5H,0 (0,38
mg, 1,5 pmol, 1,5 pl, 1,00 M) i askorbinianu sodu (0,60 mg, 3,0
umol, 3,0 ul, 1,00 M). Reakcj¢ prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 48 h i zatrzymano poprzez dodanie Na;EDTA
(7,40 mg, 20,0 pmol) w 0,7 ml H.O. Wytracony nadmiar
barwnika pirenowego zostal odwirowany. Produkt reakcji
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC
(Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN;
gradient liniowy 0-100% w czasie 0-120 min; kolumna Grace
Vision HT C18 HL). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie
zliofilizowany. Otrzymano 0,82 mg (0,61 pmol) zwigzku C6-1 w
postaci biatego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 92%. Wydajno$¢ po
oczyszczaniu: 78%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 1294,3286,
obliczone dla Cs1Hs50N15020P5: 1294,3279

VI.1.4.34. GTP,SBDP-FL (D1-1)

GTP,S (D1) w postaci soli trietyloamonowej (7,5 mg, 8,9
umol) zmieszano z jodoacetamidem BDP-FL (1,0 mg, 2,4
pumol) w 113 pul DMSO. Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej przez 1 h 15 min i zatrzymano
poprzez dodanie 1 ml H,O. Wytragcone pozostatosci

HN
. . 3 LY
barwnika zostaty odwirowane. Produkt reakcji oczyszczono HN SN ¢ 2 9~

z wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05
M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient

o NH,

HN N N~SN
> <l
H. N/k\N N> 9 qu 9 /)

(]

NTSN
0-P-C P-0-P-0— o
| 1 |
0 NI N N
OH OH NH NH NH o E— L

NH
7 "N

N-N

0-P-0-P-0-P-5 0
K MU TS

(IDHO OH  NHe' NHg NH,"

liniowy 0-100% w czasie 015 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie
zliofilizowany. Otrzymano 1,5 mg (1,7 pumol) zwigzku D1-1 w postaci pomaranczowego proszku.
Wydajnos¢ HPLC: 100%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 71%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 827,0821,

obliczone dla CasH29BF2NgO13P5S™: 827,0803.
V1.1.4.35. m7GTPYSBDP-FL (D2-1)

m’GTP,S (D2) w postaci soli trietyloamonowej (7,5 mg, 8,8
umol) zmieszano z jodoacetamidem BDP-FL (1,0 mg, 2,4
pmol) w 113 ul DMSO. Reakcj¢ prowadzono w

temperaturze pokojowej przez 1 h i zatrzymano poprzez *\N\ N\> o o o

dodanie 0,85 ml H.O. Wytracone pozostatosci barwnika
zostalty odwirowane. Produkt reakcji oczyszczono z
wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05

o - O O
OH OH NH4" NH,* NH,*

M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0—15 min; kolumna
(RP)Supelcosil LC-18-T). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,5 mg (0,6 umol)
zwigzku D2-1 w postaci pomaranczowego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 58%. Wydajno$¢ po
oczyszczaniu: 25%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 841,0976, obliczone dla CzsH31BF2:NgO14P3S™:

841,0960.
V1.1.4.36. Gp2Ca(5)FAM2 (D3-1)

Roztwor wodny Gp.C;H (D3) w postaci soli
trietyloamonowej (3,0 mg, 4,6 umol, 0,17 M)

zmieszano z amidem 5-N-(2-azydoetylo)-
fluoresceiny (5)FAM2-Ns (2,8 mg, 6,3 pmol, o
0,18 M) w 35 ul DMSO, a nastepnie dodano HNT
wodne roztwory CuSOs5H:0 (0,6 Mg, 24 Sk N

umol, 2,4 ul, 1,00 M) i askorbinianu sodu (0,9 o
(0]
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mg, 4,6 umol, 4,6 ul, 1,00 M). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 2 h i zatrzymano
poprzez dodanie Na,EDTA (0,85 mg, 2,3 umol). Wytragcony nadmiar barwnika fluoresceinowego zostat
odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A:
0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient liniowy 0-50% w
czasie 0—240 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany.
Otrzymano 1,2 mg (1,3 umol) zwigzku D3-1 w postaci zottego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 77%.
Wydajnosé¢ po oczyszczaniu: 28%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 849,1303, obliczone dla C3sH3zoNgO16P2
: 849,1291.

V1.1.4.37. GpCa(5)FAM2 (D4-1)

Roztwor wodny Gp2CsHs (D4) w postaci soli
trietyloamonowej (4,7 mg, 6,6 pmol, 0,20 M)

zmieszano z amidem 5-N-(2-azydoetylo)- 0
fluoresceiny (5)FAM2-Ns (3,2 mg, 7,2 umol, NN

. X I > (0] o
0,09 M) w 80 ul DMSO, a nastgpnie dodano H.N""N" "N o-P-o-b N~
wodne roztwory CuSO4-5H,0 (1,6 mg, 6,4 pmol, To c‘>—+ 6%;,
6,4 ul, 1,00 M) i askorbinianu sodu (2,8 mg, 14,1 Of - NH™ NH,

umol, 14,1 ul, 1,00 M). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 2,5 h i zatrzymano poprzez
dodanie Na;EDTA (2,4 mg, 6,4 pmol). Wytracony nadmiar barwnika fluoresceinowego zostat
odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A:
0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient liniowy 0-50% w
czasie 0—240 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany.
Otrzymano 2,1 mg (2,2 umol) zwiazku D4-1 w postaci zoltego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 69%.
Wydajnosé¢ po oczyszczaniu: 32%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 922,1620, obliczone dla C37H34NgO16P2"
: 922,1604.

V1.1.4.38. GpsCa(5)FAM2 (D5-1)

Roztwor wodny GpsCoH (D5) w postaci soli
trietyloamonowej (4,1 mg, 4,9 umol, 0,27 M)

zmieszano z amidem 5-N-(2-azydoetylo)-
fluoresceiny (5)FAM2-Nj3 (3,3 mg, 7,4 umol, i

0,3 M) w 25 ul DMSO, a nastgpnie dodano H)N\)i S 6 o o
wodne roztwory CuSO45H,0 (0,6 mg, 2,3 HN™ N7 N 0—-P-0—P-0—p
umol, 2,3 ul, 1,0 M) i askorbinianu sodu (1,0 o & o o
mg, 5,0 umol, 5,0 ul, 1,0 M). Reakcje OH OH - NH&™ NH,™ NH,"
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 2 h i zatrzymano poprzez dodanie Na,;EDTA (0,85 mg, 2,3
umol). Wytragcony nadmiar barwnika fluoresceinowego zostat odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono
z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent
B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient liniowy 0-50% w czasie 0-240 min; kolumna Discovery RP
Amide C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 1,1 mg (1,1 umol) zwigzku
D5-1 w postaci zottego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 87%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 22%. HR MS (-
)ESI zmierzone m/z: 974,0970, obliczone dla CssHz1NgO19P37: 974,0955.

V1.1.4.39. GpsCa(5)FAM4 (D5-2)

Roztwor wodny GpsCzH (D5) w postaci
soli trietyloamonowej (1,1 mg, 1,3 pmol,
0,14 M) zmieszano z amidem 5-N-(2-

azydobutylo)-fluoresceiny (5)FAM4-N3 9

(0.7 mg, 1,5 pmol, 0,05 M) w 30 pl ™™™ .
DMSO, a nastgpnic dodano wodne HN" N7 N o0—B_o—B_o_p
roztwory CuSO.5H,0O (0,75 mg, 3,0 & & O

o}
OH OH  NHs" NH,* NH,*

umol, 3,0 ul, 1,00 M) i askorbinianu sodu
(1,2 mg, 6,0 umol, 6,0 ul, 1,00 M). Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej przez 5 h i
zatrzymano poprzez dodanie 400ul wodnego roztworu Na,EDTA (7,4 mg, 20 umol). Wytracony nadmiar
barwnika fluoresceinowego zostal odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem Ssemi-
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preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30%
ACN; gradient liniowy 0-50% w czasie 0—60 min; kolumna Grace Vision HT C18 HL). Zebrany eluat
zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,2 mg (0,2 pumol) zwigzku D5-2 w postaci zottego
proszku. Wydajnos¢ HPLC: 91%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 16%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z:
500,5591 (z = 2), obliczone dla Cs7H3sN9O19P3>: 500,5597 (z = 2).

V1.1.4.40. Gp3C2(5)FAM6 (D5-3)

Roztwor wodny GpsCzH (D5) w postaci

soli trietyloamonowej (1,1 mg, 1,3 pmol,

0,14 M) zmieszano z amidem 5-N-(2-
azydoheksylo)-fluoresceiny (5)FAMG6-N3 o
(0,9 mg, 1,8 pmol, 0,05 M) w 35 ul HNJIN\>

DMSO, a nastgpnic dodano wodne H,N" NN Ojfojfoj /N
roztwory CuSO4-5H,0 (0,8 mg, 3,0 pmol, W NOH o ‘5ﬁN
3,0 pl, 1,00 M) i askorbinianu sodu (1,2 OH O THa N e

mg, 6,0 pmol, 6,0 ul, 1,00 M). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 5 h i zatrzymano
poprzez dodanie 400ul wodnego roztworu Na;EDTA (7,4 mg, 20 umol). Wytrgcony nadmiar barwnika
fluoresceinowego zostat odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem Semi-
preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30%
ACN; gradient liniowy 0-50% w czasie 0—60 min; kolumna Grace Vision HT C18 HL). Zebrany eluat
zostal kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,1 mg (0,1 umol) zwigzku D5-3 w postaci zottego
proszku. Wydajnos¢ HPLC: 51%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 7%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z:
514,5747 (z = 2), obliczone dla C3gH3sNgO19P32: 514,5754 (z = 2).

VI1.1.4.41. GpsC2(6)FAM6 (D5-4)

Roztwor wodny GpsC:H (D5) w
postaci soli trietyloamonowej (1,0 mg,
1,2 umol, 0,13 M) zmieszano z

amidem 6-N-(2-azydoheksylo)- 2

fluoresceiny (6)FAMB-N; (1,2mg, 24 ™ N 0 o .
umol, 0,07 M) w 35 ul DMSO, a HN" "N "N o0—P_o—p_o_b_/ N
nastgpnie dodano wodne roztwory o Nlé-i-* N(Z'+ N('DH‘+ =N
CuS04-5H,0 (0,8 mg, 3,0 umol, 3,0 pl, OH OH foTe T

1,00 M) i askorbinianu sodu (1,2 mg, 6,0 umol, 6,0 ul, 1,00 M). Reakcje¢ prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 5 h i zatrzymano poprzez dodanie 400ul wodnego roztworu Na;EDTA (7,4 mg, 20
umol). Wytracony nadmiar barwnika fluoresceinowego zostat odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono
z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent
B: 70% eluentu A/30% ACN; gradient liniowy 0-50% w czasie 0—60 min; kolumna Grace Vision HT
C18 HL). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,1 mg (0,1 umol) zwigzku D5-4
w postaci zottego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 40%. Wydajnos$¢ po oczyszczaniu: 8%. HR MS (-)ESI
zmierzone m/z: 514,5747 (z = 2), obliczone dla CssH39NgO19P3%: 514,5754 (z = 2).

V1.1.4.42. GpsCa(5)FAM2 (D6-1)

Roztwor wodny GpsCsHs (D6) w postaci
soli trietyloamonowej (4,6 mg, 5,4 umol,
0,3 M) zmieszano z amidem 5-N-(2- N
azydoetylo)-fluoresceiny (5)FAM2-N; (3,6 "l T Y o o o

mg, 7,9 umol, 0,3 M) w 26 ul DMSO, a "™ M 0-P-0-P-0—P N~
nastepnie  dodano  wodne  roztwory @6; N(:';+ N‘L’4+ NOH;\—({\‘:N
CuS0.5H,0 (0,7 mg, 2,8 umol, 2,8 ul, 1,0

M) i askorbinianu sodu (1,1 mg, 5,6 umol, 5,6 ul, 1,0 M). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowe;j
przez 3 h i zatrzymano poprzez dodanie Na,EDTA (1,0 mg, 2,8 umol). Wytracony nadmiar barwnika
fluoresceinowego zostat odwirowany. Produkt reakcji oczyszczono z wykorzystaniem Semi-
preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9, Eluent B: 70% eluentu A/30%
ACN; gradient liniowy 0-50% w czasie 0—240 min; kolumna Discovery RP Amide C-16). Zebrany eluat
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zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 1,9 mg (1,8 pumol) zwigzku D6-1 w postaci zéttego
proszku. Wydajnos¢ HPLC: 98%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 34%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z:
1002,1281, obliczone dla C37H3sNgO19P37: 1002,1268.

V1.1.4.43. GpCH2ppCa(5)FAM2 (D7-1)

Roztwor wodny GpCHoppCoH (D7) w
postaci soli amonowej (4,0 mg, 6,9
umol, 0,2 M) zmieszano z amidem 5-N-

(2-azydoetylo)-fluoresceiny (5)FAM2- 0

Nz (2,1 mg, 4,7 umol, 0,3 M) w 40 ul HN N

DMSO, a nastepniec dodano wodne HZN*\N l N> 9 9

roztwory CuSOs5H.O (1,8 mg, 7,2 Wofgfc ot

umol, 7,2 pl, 1,0 M) i askorbinianu sodu O OH  NH NH,* NH,*

(2,9 mg, 14,5 umol, 14,5 ul, 1,0 M).

Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 7 h i zatrzymano poprzez dodanie Na,EDTA (3,7
mg, 10,0 umol). Wytrgcony nadmiar barwnika fluoresceinowego zostat odwirowany. Produkt reakcji
oczyszczono z wykorzystaniem semi-preparatywnego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu
pH 5,9, Eluent B: ACN; gradient liniowy 0-100% w czasie 0—120 min; kolumna Discovery RP Amide
C-16). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 1,0 mg (1,0 umol) zwigzku D7-1 w
postaci zottego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 62%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 21%. HR MS (-)ESI
zmierzone m/z: 972,1159, obliczone dla C3sH33NgO1gP37: 972,1162.

V1.1.4.44. GpsppC2(5)FAM2 D1 (D8-1)

Roztwor wodny GpsppCzH D1 (D8) w
postaci soli amonowej (1,5 mg, 2,5
pumol, 0,1 M) zmieszano z amidem 5-N-

(2-azydoetylo)-fluoresceiny (5)FAM2- o

Ns (1,2 mg, 2,8 pmol, 0,5 M) w 5,4 ul HNJIN\

DMSO, a nastgpnie dodano wodne NJ\\N | N> N
roztwory CuSOs5H,0 (0,2 mg, 09 °‘P_‘°‘P‘°‘Piﬁ
umol, 0,9 ul, 1,0 M) i askorbinianu sodu OF OH Nfu N(I)-u NH,*

04 mg, 1,8 pumol, 1,8 pl, 1,0 M).

Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 24 h i zatrzymano poprzez dodanie Na,EDTA (0,3
mg, 0,9 umol). Wytragcony nadmiar barwnika fluoresceinowego zostat odwirowany. Produkt reakcji
oczyszczono z wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9,
Eluent B: MeOH; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T).
Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,2 mg (0,2 umol) zwigzku D8-1 w postaci
z6ltego proszku. Wydajno$¢ HPLC: 41%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 9%. HR MS (-)ESI zmierzone
m/z: 494,5320 (z = 2), obliczone dla C3sH3oNgO1sP3S?*: 494,5327 (z = 2).

V1.1.4.45. GpsppC2(5)FAM2 D2 (D9-1)

Roztwor wodny GpsppCoH D2 (D9) w

postaci soli amonowej (2,8 mg, 4,7

umol, 0,2 M) zmieszano z amidem 5-N-
(2-azydoetylo)-fluoresceiny (5)FAM2- o)

N3 (1,8 mg, 4,0 umol, 0,9 M) w 4,5 ul ,.Dj\)iN\>

DMSO, a nastepnic dodano wodne |, \ A~~~y ¢ 9 9
roztwory CuSO.5H,0 (1,0 mg, 4,0 O—f-o—h-o=f-
umol, 4,0 ul, 1,0 M) i askorbinianu sodu OH OH SH[ rc\l)H4+ ng

(1,6 mg, 8,0 umol, 8,0 ul, 1,0 M).

Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 48 h i zatrzymano poprzez dodanie Na,EDTA (1,5
mg, 4,0 umol). Wytrgcony nadmiar barwnika fluoresceinowego zostat odwirowany. Produkt reakcji
oczyszczono z wykorzystaniem analitycznego RP HPLC (Eluent A: 0,05 M bufor octanu amonu pH 5,9,
Eluent B: MeOH; gradient liniowy 0-100% w czasie 0-15 min; kolumna (RP)Supelcosil LC-18-T).
Zebrany eluat zostat kilkukrotnie zliofilizowany. Otrzymano 0,3 mg (0,3 umol) zwigzku D9-1 w postaci
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76ttego proszku. Wydajnos¢ HPLC: 68%. Wydajnos¢ po oczyszczaniu: 7,5%. HR MS (-)ESI zmierzone
m/z: 494,5320 (z = 2), obliczone dla C3sH3oNsO1sP3S?: 494,5327 (z = 2).

VI.1.5. Znaczniki fluorescencyjne
VI1.1.5.1. (5)FAM4-N3

Mieszaning 5- i 6-karboksyfluoresceiny (42,0 mg, 112,0 umol)
rozpuszczono w 0,45 ml DMSO, po czym dodano TEA (21 ul, 150,0
umol) i TSTU (116,0 mg, 313,0 umol). Reakcj¢ mieszano w
temperaturze pokojowej przez 30 min. Nastgpnie dodano 1-azydo-
4-butanoaming (35 pl, 313,0 pmol) i prowadzono reakcje przez 20
h. Produkty reakcji ((5)FAM4-Ns i (6)FAMA4-N3) oczyszczono
wstepnie z wykorzystaniem preparatywnej ptytki TLC (warunki
rozdziatu: chloroform:metanol 4:1, elucja ze zdrapanego ztoza metanolem). Odparowano metanol, a
powstaly pomaranczowy proszek rozpuszczono w roztworze H;O:ACN w stosunku 7:3. Izomer 5 FAM4-
N3z wyizolowano z uzyciem semi-preparatywnego RP HPLC (elucja izokratyczna 0,05 M buforu octanu
amonu pH 5,9/30% ACN; kolumna Grace Vision HT C18). Zebrany eluat zostat kilkukrotnie
zliofilizowany. Otrzymano 6,4 mg (13,4 umol) zwigzku (5)FAM4-Nz: w postaci pomaranczowego
proszku. Wydajnos¢ HPLC: 55%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: 24%. HR MS (-)ESI zmierzone m/z:
471,1311, obliczone dla C2sH19N4Og: 471,1300; *H NMR (500 MHz, DMSO-d6): 6 10,15 (br, 2H, s, OH),
8,94 (1H, d, J = 5,6 Hz, NH), 8,56 (1H, d, J = 1,4 Hz, H9), 8,32 (1H, dd, J: = 8,0 Hz, J,= 1,4 Hz, H8),
7,46 (1H, d, J = 8,0 Hz, H7), 6,77 (d, J = 2,3 Hz, 2H, H1, H4), 6,69 (2H, d, J = 8,7 Hz, H3, H6), 6,64
(2H, dd, J: = 8,7 Hz, J, = 2,3 Hz, H2, H5), 3,49 (2H, m, Ha), 1,72 (4H, m, Hb, Hd), 1,60 (2H, m Hc).

VI.1.5.2. (5)FAM6-N3 i (6)FAM6-N3

Mieszaning 5- i 6-karboksyfluoresceiny (37,0 mg, 98,0 umol)
rozpuszczono w 0,45 ml DMSO, po czym dodano TEA (35
pl, 252,0 pmol) i TSTU (141,0 mg, 468,0 umol). Reakcje
mieszano w temperaturze pokojowej przez 30 min. Nastepnie
dodano 1-azydo-6-heksanoaming (35 pl, 251,0 pmol) i
prowadzono reakcje przez 48 h. Produkty reakcji ((5)FAM6-
N3 i (6)FAM6-N3) oczyszczono wstepnie z wykorzystaniem
preparatywnej  plytki ~ TLC  (warunki  rozdziatu:
chloroform:metanol 4:1, elucja ze zdrapanego ztoza
metanolem).  Odparowano  metanol, a  powstaly
pomaranczowy proszek rozpuszczono W  roztworze
H2O:ACN w stosunku 7:3. Nastepnie rozdzielono izomery z
uzyciem  semi-preparatywnego  RP  HPLC  (elucja
izokratyczna 0,05 M buforu octanu amonu pH 5,9/30% ACN;
kolumna Grace Vision HT C18). Zebrany eluat zostat
kilkukrotnie zliofilizowany z uzyskaniem 1,3 mg (2,6 pmol) zwiazku (5)FAM6-Nz i1 1,7 mg (3,4 pmol)
(6)FAMG6-N3 w postaci pomaranczowych proszkow. Wydajnos¢ HPLC: (5)FAM6-N3 —53%, (6)FAM6-
N3z — 40%. Wydajno$¢ po oczyszczaniu: (5)FAM6-N3z —5,5%, (6)FAM6-N3z — 7%.

(5)FAMG6-N3z: HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 499,1628, obliczone dla C27H24N4Og: 499,1623; *H NMR
(500 MHz, DMSO-ds): 6 = 10,32 (br, 1H, s, OH), 9,47 (br, 1H, s, OH), 8,87 (1H, t, J = 5,5 Hz, NH), 8,55
(1H,d, J=1,1 Hz, H9), 8,26 (1H, d, J = 8,0 Hz, H8), 7,43 (1H, d, J = 8,0 Hz, H7), 6,70 (4H, m, H1, H3,
H4, H6), 6,59 (2H, d, J = 8,4 Hz, H2, H5), 3,43 (4H, m, Ha, Hf), 1,66 (4H, m, Hb, He), 1,47 (4H, m, Hc,
Hd).

(6)FAM6-Nz: HR MS (-)ESI zmierzone m/z: 499,1626, obliczone dla Cz7H24N4Os: 499,1623;'H NMR
(500 MHz, D,0): ¢ = 10,29 (br, 1H, s, OH), 9,31(br, 1H, s, OH), 8,74 (1H, t, J = 5,5 Hz, NH), 8,23 (1H,
dd, J; =8,1,J,=1,1Hz, H8), 8,16 (1H, d, J = 8,1 Hz, H9), 7,75 (1H, s, H7), 6,73 (2H, m, H1, H4), 6,70
(2H, d, J=8,8 Hz, H3, H6), 6,61 (2H, dd, J; = 8,8 Hz, J, = 2,3 Hz, H2, H5), 3,38 (2H, t, J = 7,1 Hz, Ha),
3,29 (2H, q,J = 7,1 Hz, Hf), 1,58 (4H, p, J = 7,1 Hz, Hb, He), 1,38 (4H, m, Hc, Hd).
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V1.2. Synteza modyfikowanych nanomateriatow

Wszystkie rozpuszczalniki, reagenty chemiczne oraz grafit wykorzystane w syntezie zostaty zakupione z
Sigma Aldrich i wykorzystane bez obrobki wstgpne;.

VI.2.1. Synteza tlenku grafenu (GO)

Grafit w postaci proszku < 45 um (0,3 g) zawieszono w mieszaninie 4 ml 85% H3POa i 36 ml 95-98%
H.SO, w kolbie o objetosci 250 ml. Nastepnie powoli, porcjami dodano KMnOs (1,8 g). Kolbg
umieszczono w tazni wodnej w temperaturze 50°C. Reakcje prowadzono przez noc i zakonczono poprzez
dodanie 250 ml 30% H>0,. Osad zostal odwirowany i przemyty wielokrotnie woda do pH 7 zawiesiny
wodnej. Nastepnie przeprowadzono dializ¢ 100 mg GO w 5 ml wody. Roztwoér poddano sonikacji, a
nastgpnie umieszczono w szczelnie zamknigtym woreczku do dializy. Woreczek przeniesiono do 500 ml
zlewki z woda, ktorg wymieniano po 1,5 oraz 14 h. Po 30 h roztwor z woreczka zostal odwirowany, a
osad przemyty kilkukrotnie wodg. Otrzymano w ten sposob tlenek grafenu (GO) w postaci brazowego
proszku.

V1.2.2. Synteza GO modyfikowanego grupg alkinowa(GO-alkynyl)

Tlenek grafenu GO (10,7 mg) zawieszono w DMF (5 ml) i sonikowano przez lh w tazni wodnej w
temperaturze 30°C, po czym dodano propargiloaming (27 mg, 31 ul). Nastepnie dodawano porcjami DCC
(400 mg) oraz DMAP (30 mg) przez 30 min. Reakcj¢ prowadzono przez 16 h w temperaturze pokojowe;j,
po czym zakonczono jg poprzez dodanie 3 ml DMF odwirowanie oraz kilkukrotne przemycie woda. Po
liofilizacji uzyskano GO-alkynyl w postaci bragzowego proszku.

V1.2.3. Synteza GO modyfikowanego grupg azydkowa (GO-N3)

Tlenek grafenu GO (16 mg) zawieszono w H,O (16 ml) oraz poddano sonikacji przez 45 min w tazni
wodnej w temperaturze 30°C. Nastgpnie mieszaning schtodzono do 10°C i dodano NaNs (12,8 mg).
Reakcj¢ prowadzono przez 1 h, a nastepnie poddano liofilizacji w celu odparowania rozpuszczalnika.
Uzyskany proszek zawieszono ponownie w wodzie, a osad odwirowano wraz z pigciokrotnym
przemywaniem zimng woda. Po liofilizacji uzyskano GO-Nz W postaci brazowego proszku.

VI.2.4. Synteza GO modyfikowanego grupa azydkowa na brzegach platkow
(GOpN3)

Tlenek grafenu GO (5 mg) zawieszono w 670 pl H.O (7,5 mg/ml), a nastgpnie dodano 1-azydo-3-
propanoaming (50 mg), EDC (32 mg) i NHS (16 mg). Reakcje prowadzono przez 24 h w temperaturze
pokojowej. Nastepnie odwirowano osad i pieciokrotnie przemywano go woda. Po ostatnim wirowaniu
produkt zawieszono w wodzie i zliofilizowano. Otrzymano GOpN3 w postaci brazowego proszku.

V1.2.5. Synteza koniugatu GO z m’GTP

Bromek miedzi (1) CuBr (12 mg, 83,6 umol) oraz TBTA (10 mg, 18,8 umol) rozpuszczono w DMF (0,4
ml) i inkubowano w temperaturze 30°C przez 30 min z mieszaniem 800 rpm. Nastgpnie dodano analog
m’GTP modyfikowany grupg propargilowg m’GTPOCsH3 w postaci soli amonowej (3,5 mg, 5,6 umol)
oraz utleniony grafen modyfikowany grupg azydkowa na brzegach ptatkéw GOpNs (1,5 mg). Reakcje
prowadzono przez 5 h w temperaturze 60°C w atmosferze argonu. Osad odwirowano oraz inkubowano w
DMF (12 ml) w 37°C przez noc, w celu pozbycia sie resztek CuBr. Po odwirowaniu osadu oraz liofilizacji
otrzymano koniugat GO z m’GTPOC;H; (GO-m’GTP) w postaci czarnego proszku. Brak substratu
nukleotydowego w supernatancie potwierdzono poprzez rejestracj¢ profilu RP HPLC.

VI1.2.6. Synteza koniugatu GO z GTP

Tlenek grafenu modyfikowany grupg azydkowg na brzegach GOpN3 (1 mg) zawieszono w DMF (0,3 ml),
a nastgpnie dodano analog GTP modyfikowany grupa propargilowa GTPOC3H3 w postaci soli amonowej
(3,8 mg, 6,8 umol), bromek miedzi (I) (12 mg, 83,6 umol) oraz TBTA (11 mg, 20,7 umol). Reakcje
prowadzono przez 2,5 h w temperaturze 60°C w atmosferze argonu. Osad odwirowano oraz inkubowano
w DMF (12 ml) w 37°C przez noc, w celu pozbycia si¢ resztek CuBr. Po odwirowaniu osadu oraz
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liofilizacji otrzymano koniugat GO z GTPOC;H3; (GO-GTP) w postaci czarnego proszku. Brak substratu
nukleotydowego w supernatancie potwierdzono poprzez rejestracje profilu RP HPLC.

V1.3. Materiaty biologiczne
VI1.3.1. elF4E

Biatko elF4E stosowane w badanich zostalo otrzymane oraz oczyszczone przez mgr Katarzyng
Mokrzewska oraz dr Dorot¢ Kubacka w Laboratorium Chemii Bioorganicznej, Centrum Nowych
Technologii Uniwersytetu Warszawskiego. Ekspresje mysiego biatka eIF4E (miejsca 28—-217) wykonano
w E. coli oraz oczyszczono zgodnie z procedury literaturowa.®?] Wysoki poziom ekspresji elF4E
uzyskano poprzez indukcje formowania ciatek inkluzyjnych w warunkach 0,5 mM izopropylo-p-D-
tiogalaktopiranozydu (IPTG) w 37°C. Ciatka inkluzyjne zawierajace elF4E rozpuszczono w buforze 50
mM HEPES-KOH pH 7,2, zawierajacym 10% glicerolu, 6 M chlorowodorku guanidyny oraz2 mM DTT.
Biatko nastepnie poddano zwijaniu poprzez dwuetapowa dializ¢ z buforem zawierajagcym malejace
stezenie chlorowodorku guanidyny, w obecnosci 100 mM KCI. Nastgpnie eIF4E oczyszczono metoda
FPLC na kolumnie jonowymiennej HiTrap SP HP (GE Healthcare) z elucja liniowym gradientem KCI od
0,1 do 1 M. Ostatecznie biatka poddano odsalaniu poprzez wykonanie filtracji zelowj na kolumnie HiLoad
16/60 Superdex 75 pg (GE Healthcare), stosujac bufor 50 mM HEPES-KOH pH 7,2, zawierajacy 100
mM KCI, 0,5 mM EDTA oraz 2 mM DTT. Otrzymane biatko elF4E przechowywano w stezeniu 79 uM
w roztworze 10% glicerolu, w temperaturze -80°C. Stezenie biatka wyznaczono spektrofotometrycznie z
uzyciem spektrofotometru NanoDrop™ 2000c¢ (Thermo Scientific), stosujagc wspotezynnik ekstynkcji &g
= 52940 M cm?, obliczony narzedziem ProtParam (serwer ExPASy). Kazdorazowo przez uzyciem
elF4E w eksperymentach roztwor biatka odwirowywano na kolumnie PVDP Durapore® o érednicy porow
0,45 um, w temperaturze 4°C, przez 2 min w w 3000 g.

V1.3.2. DcpS

Biatko DcpS stosowane w badanich zostalo otrzymane oraz oczyszczone przez mgr Katarzyne
Mokrzewska oraz dr Dorote Kubacka w Laboratorium Chemii Bioorganicznej, Centrum Nowych
Technologii Uniwersytetu Warszawskiego. Ekspresje rekombinowanego ludzkiego enzymu DcpS z
sekwencja His-tag, przeprowadzono w komoérkach BL21(DE3) RIL z indukcjg przez noc w 18°C z 0,5
mM IPTG. Komorki zebrano i zawieszono w buforze (50 mM Tris—HCI pH 7,6, zawierajacym 500 mM
NaCli20 mM imidazolu) z lizozymem (0,1 mg/g osadu komorek) oraz inhibitorem proteaz (1 mM PMSF,
1 uM Pepstatyny A, 0,3 mM Aprotyniny), a nastepnie poddano lizie poprzez sonikacj¢. Lizat poddano
wirowaniu w 35000 g przez 40 min w temperaturze 4°C. Supernatant 0CzysSzczono z wykorzystaniem
kolumny powinowactwa 5 ml HisTrap HP (GE Healthcare) ze ztozem Ni-NTA, a nastgpnie
przeprowadzono elucje buforem 50 mM Tris—HCI o pH 7,6, zawierajacym 500 mM NaCl i 400 mM
imidazolu. Enzym DcpS ponownie oczyszczono wykonujac filtracje zelowa na kolumnie HiLoad 16/600
Superdex 200 pg (GE Healthcare) stosujac ufor 50 mM Tris—HCI pH 7,6, zawierajacym 200 mM NaCl i
2 mM DTT. Biatko przechowywano w stezeniach 10 uM lub 51,4 uM (5 uM lub 25,7 uM stezenia
dimeru) w roztworze 10% glicerolu w -80°C. Stezenie biatka wyznaczono spektrofotometrycznie z
uzyciem spektrofotometru NanoDrop™ 2000c¢ (Thermo Scientific), stosujgc wspotezynnik ekstynkcji e2s0
= 30370 M cm (dla monomeru), obliczony narzedziem ProtParam (serwer ExPASy). Kazdorazowo
przed eksperymentem roztwor enzymu inkubowano przez 15 minut w temperaturze 30°C z mieszaniem
300 rpm.

V1.3.3. PDE-I

PDE-I z jadu C. adamenteus (EC 3.1.4.1) zostat zakupiony w Sigma-Aldrich w postaci liofilizatu. Proszek
rozpuszczono w buforze 50 mM Tris—HCI o pH 8,9, zawierajacym 110 mM NaCl, 15 mM MgCl; oraz
50% glicerolu, w stezeniu 1 mg/ml. Roztwor enzymu przechowywano w temperaturze -20°C.

VI1.3.4. Ecml

Biatko Ecml stosowane w badanich zostalo otrzymane oraz oczyszczone przez dr Mirostawa
Smietanskiego w Laboratorium Chemii Bioorganicznej, Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu
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Warszawskiego. Nadekspresje biatka Ecml przeprowadzono w formie biatka fuzyjnego z biatkiem
SUMO oraz sekwencja His-tag w komodrkach BL21(DE3)pLysS. Do indukeji uzyto 0,3 mM IPTG do
gestosci optycznej 0,8, po czym kontynuowano hodowle komorek przez 16 h w 18°C. Nastgpnie dodano
bufor 50 mM Tris—-HCI o pH 8,0 do lizy, zawierajacy 100 mM NaCl, 5% glicerolu, 5 mM -
merkaptoetanolu, 10 mM imidazolu, 1 mg/ml lizozymu oraz inhibitory proteaz. Po 30 minutach
zwickszono stezenie NaCl do 500 mM, lizat sonikowano oraz odwirowano. Przefiltrowany supernatant
oczyszczono na kolumnie HisTrap Crude (GE Healthcare), zrownowazonej buforem 50 mM Tris—HCI
pH 8,0, zawierajacym 10 mM imidazolu, 500 mM NacCl, 5% glicerolu oraz 5 mM B-merkaptoetanolu.
6xHis-SUMO-Ecm1 eluowano 300 mM imidazolem. W celu usuniecia biatka SUMO z N-konca Ecm1l
zastosowano proteaz¢ MCLAB. Mieszanine poddano dializie przez noc w temperaturze 4°C, z buforem
50 mM Tris—HCI o pH 8,0, zawierajacym 500 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5% glicerolu, 0,5 mM DTT
oraz 10 mM imidazolu. Biatko oczyszczono z uzyciem kolumny HisTrap-Crude, zrownowazonej buforem
do dializy oraz zebrano w postaci Ecml bez N-koncowego SUMO-6xHis. Enzym Ecml ponownie
oczyszczono wykonujgc filtracje zelowa na kolumnie HiLoad 16/600 Superdex 200 pg (GE Healthcare).
Zebrane frakcje N-metylotransferazy Ecm1 zageszczono do 10,5 uM w buforze 50 mM Tris—HCI o pH
8,0, zawierajagcym 200 mM NacCl, 5% glicerolu, 0,5 mM EDTA i 0,5 mM DTT, a nastgpnie zamrozono
w -80°C. Stezenie biatka wyznaczono spektrofotometrycznie z uzyciem spektrofotometru NanoDrop™
2000c (Thermo Scientific).

V1.3.5. RNMT-RAM

Ludzka N7—metylotransferaze w kompleksie z biatkiem aktywujacym RAM otrzymano od prof. Victorii
H. Cowling z Centrum Regulacji i Ekspresji Genu, Szkoty Nauk o Zyciu, Uniwersytetu w Dundee. Enzym
otrzymano zgodnie z procedurg literaturowg.[*!] Rekombinowany ludzki enzym His-RNMT FL oraz GST-
RAM w stezeniu 0,4 mg/ml (2,7 uM) jest przechowywany w buforze 50 mM Tris—HCI o pH 7,5,
zawierajagcym 150 mM NaCl, 0,03% Brij-35 (eter laurylowy polioksyetylenu), 1 mM DTT i 10%
glicerolu, w temperaturze -80°C.

V1.3.6. VCE

Enzym VCE zostat zakupiony w New England BioLabs w stezeniu 10000 U/ml, w buforze 20 mM Tris—
HCI o pH 8,0, zawierajagcym 100 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% glicerolu oraz 0,1% Triton®
X-100. Zgodnie z informacjami podanymi przez producenta jedna jednostka VCE (1 U) oznacza ilo$¢
enzymu wymagang do wprowadzenia 10 pmol (a*?P)GTP do 80-nukleotydowego transkryptu w ciagu 1
h w temperaturze 37°C.

VI.3.7. TG2

Ekspresje i oczyszczanie biatka przeprowadzita Autorka pracy wraz z dr Chrisophem Hauserem w
laboratorium dr Marusa Pietscha na Uniwersytecie w Kolonii. Ekspresj¢ ludzkiej transglutaminazy 11 z
sekwencjg Strep-tag przeprowadzono w bakteriach E. coli, uprzednio transformowanych plazmidem,
zawierajacym gen TG2, pod kontrola operonu laktozowego. Hodowle nocna prowadzono w temperaturze
37°C. Nastepnie hodowle rozcienczono w roztworze pozywki LB i inkubowano przez 3 h w temperaturze
37°C z mieszaniem 200 rpm. Indukcj¢ przeprowadzono poprzez dodanie 100 pl 120 mg/ml IPTG na
kazde 75 ml hodowli, po czym powtdrzono inkubacj¢ 3 h w temperaturze 37°C z mieszaniem 200 rpm.
Osad bakterii zostal odwirowany i zamrozony w -80°C. Po rozmrozeniu przeprowadzono liz¢ w
warunkach: 1 ml roztworu lizozymu w 50% glicerolu w wodzie (10 mg/ml) oraz 100 ul PMSF w
izopropanolu (17,4 mg/ml) na 10 ml zawiesiny E. coli (inkubacja 30 min w 37°C z mieszaniem 200 rpm).
Nastepnie dodano roztwor wodny MgSO4 (250 mg/ml) w ilosci 1 ml, 200 pl roztworu DNazy | w 50%
glicerolu w wodzie (5 mg/ml) na kaze 10 ml zawiesiny E. coli (30 min inkubacji w 37°C z mieszaniem
200 rpm). Bakterie nastgpnie zamrozono w -80°C i rozmrozono w temperaturze pokojowej (szok
termiczny w celu poprawy lizy komorek). Bakterie odwirowano w temperaturze 4°C (20 min z 19000
rpm), a supernatant oczyszczono z uzyciem FPLC. Do oczyszczania wykorzystano kolumne¢ Strep-
Tactin® Superflow® (Merck) 5 ml, zrbwnowazong buforem 100 mM Tris—HCI o pH 7,4, zawierajagcym
150 mM NaCl, 1 mM EDTA oraz 1 mM EGTA. Do elucji zastosowano bufor 100 mM Tris—HCI o pH
7,4, zawierajagcym 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA oraz 1 mg/ml D-destiobiotyny. Zebrane frakcje
biatka TG2 zageszczono na kolumnie Amicon®Ultra 15 (Merck; 4°C, 10 min, 5000 rpm). Na tej same;j
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kolumnie wykonano wymian¢ buforu na 100 mM MOPS o pH 8,0, zawierajacy 50 puM EDTA, 20%
glicerolu oraz 10 mM DTT. SteZenie biatka wyznaczano kazdorazowo metodg Bradforda. 2%

VI1.3.8. Lizaty komorkowe

Lizaty cytoplazmatyczne z komoérek HeLa oraz HEK 293 otrzymata mgr Karolina Kaczmarska w
Laboratorium Chemii Bioorganicznej, Centrum Nowych Technologii UW. Komoérki HeLa (ang. Human
cervical carcinoma) hodowano w DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium; Gibco) z2 mM L-
glutaminy, 10% FBS (Sigma) oraz 1% penicyliny/streptamycyny (Gibco) w warunkach 5% CO; i
temperaturze 37°C. Ekstrakty cytoplazmatyczne przygotowano zgodnie z procedurg literaturowg. 3%
Komorki HeLa dwukrotnie przemyto PBS, zebrano do PBS i odwirowano. Osad przemyto PBS i buforem
A (10 MM HEPES-KOH o pH 7.9, zawierajacy 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCIl, 1 mM DTT i 1 mM PSTF),
a nastepnie zawieszono w 3 PCV (ang. pellet cell volume) buforu A i inkubowano na lodzie przez 10 min.
Komorki rozerwano w homogenizatorze, a lizat odwirowano przez 15 min w 4°C i 2000 g. Supernatant
(frakcja cytoplazmatyczna) zebrano, a nastgpnie dodano 0,1 1 objetosci buforu B (0,3 M HEPES-KOH o
pH 7,9, zawierajacy 30 mM MgCl. i 1,4 M KCI). Przygotowany ekstrakt odwirowano w 16000 g przez
30 min w 4°C, a supernatant z dodatkiem 10% glicerolu poddano lizie przez 2 h z buforem C (20 mM
HEPES-KOH o pH 7,9, zawierajacym 20% (v/v) glicerolu, 100 mM KCI, 0,2 M EDTA i 1 mM DTT).

Komorki 293-F (Gibco) hodowano w pozywce CD 293 z 4 mM L-glutaminy w warunkach 5% CO; i
temperatury 37°C. Pozostala procedura otrzymywania ekstraktow cytoplazmatycznych HEK 293 jest
analogiczna do HelLa.

V1.4, Pomiary spektroskopowe

VI1.4.1. UV-Vis

Widma absorpcyjne rejestrowano z uzyciem spektrofotometru Shimadzu UV-1800 z przystawka CPS-
100 do kontroli temperatury oraz kuwety kwarcowej 10x2 mm. Widma emisji i wzbudzania fluorescencji
zmierzono na spektrofluorymetrze Cary Eclipse (Agilent) wyposazonym w lampe¢ ksenonows, w
kontrolowanej temperaturze i kuwecie kwarcowej 10x4 mm. Pomiary wykonywano w temperaturze
30°C. W zalezno$ci od badanego biatka pomiary wykonywano w r6znych buforach:

e 50 mM HEPES-KOH, 100 mM KCl, 0,5 mM EDTA o pH 7,2 (elF4E);

e 50 mM Tris—HCI, 200 mM KCI, 0,5 mM EDTA o pH 7,6 (DcpS);

e 50 mM Tris—HCI, pH 7,5 (N7-MTazy: Ecm1, RNMT-RAM i VCE).

e 200 MM MOPS, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2% glicerolu, 1 mM DTT o pH 7,3 (TG2);
Przed kazdym pomiarem bufor byt odgazowany z wykorzystaniem eksykatora prozniowego.
Wydajnosci kwantowe (QY) znakowanych fluorescencyjnie nukleotydow wyznaczono korzystajac z
metody wzglednej poréwnania do wzorca, zgodnie z procedurg literaturow.?*! Eksperymenty wykonano
w kuwecie kwarcowej 10 x10 mm w temperaturze 25°C. Zwiazki z serii A i B badano w buforze 50 mM
HEPES-KOH, 100 mM KCl, 0,5 mM EDTA o pH 7,6, a zwiazki z serii C w 50 mM Tris—HCl o pH 7,5.
Przed kazdym pomiarem bufor byl odgazowany z wykorzystaniem eksykatora préozniowego. Wartosci
QY wyznaczono poprzez pomiar widm absorpcyjnych i emisyjnych w tej samej kuwecie. Zastosowano
takie same dtugosci fali wzbudzania oraz szerokosci szczelin spektrofluorymetru dla fluorescencyjnych
nukleotydow, jak i odpowiadajacych im znacznikéw. W celu zminimalizowania wplywu reabsorpcji
stezenia probek dobierano w ten sposob, aby absorpcja w dlugosci fali wzbudzania stosowanego do
pomiaru widm emisji byta nizsza niz 0,1.

Tabela VI.1. Zestawienie znacznikoéw fluorescencyjnych wykorzystanych do znakowania nukleotydow
oraz referencji, ktore zastosowano do wyznaczania wydajnosci kwantowych QY, wraz z ich warto$ciami
literaturowymi QY er.

Znacznik Jexc (NM) Referencja QY ref (%)
Py, Py3 345 QSw 0,1 M H,SO4 54[1]
PEP 367 QSw0,1 M H,SO,4 541331
Pe 435 Pe-Ns; w EtOH 1000
BDP-FL, (5)FAM 475 fluoresceina w 0,1 M NaOH 798%2
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(6)FAM 450 fluoresceina w 0,1 M NaOH 79132
Cy3 520 Cy3-N3 w EtOH 310
Cy5 610 Cy5-N3 w EtOH 200

&l zgodnie z danymi zapewnionymi przez producenta (https://www.lumiprobe.com/)

Do obliczenia warto$ci QY wykorzystano nastgpujace rownanie:

Sprobki fref T);Zgrébki
Yoropki = QVper 22 ' '
Q probki Q ref Sref [fprobki Tlfef ()

gdzie S oznacza powierzchni¢ pod widmem emisji, 7 wspotczynnik zatamania uzytego rozpuszczalnika,
a f to wspotczynnik absorpcji, zdefiniowany, jako:

f =1- 10_A(/13xc) , (2)

V1.4.2. Czytnik ptytek — pomiary FLINT

Eksperymenty badania wigzania bezposredniego i kompetycyjnego, a takze inhibicji (wlaczajac HTS)
przeprowadzono z uzyciem czytnika ptytek Synergy™ H1 w 96-dotkowych, czarnych, niewigzacych
ptytkach Greiner o ptaskim dnie. Wykonywano punktowe pomiary intensywnosci fluorescencji dla
dhugosci fali wzbudzania i emisji, charakterystycznych dla badanego znacznika. W przypadku pomiarow

z udziatem nukleotydéw znakowanych pirenem uktad wzbudzano w 345 nm, a emisj¢ rejestrowano w

378 nm lub 398 nm w przypadku eksperymentow w lizatach komorkowych. Intensywno$¢ fluorescencji

rejestrowano w odstgpach czasowych co 1 minutg, lub co 5-10 minut w eksperymentach z udziatem

lizatow komorkowych. Do inkubacji i wytrzasania ptytek stosowano termomikser Thermo-Shaker PST-
60-HL-4 firmy Biosan (r6zne temperatury inkubacji, predko$¢ obrotow 300 rpm).

Warunki gtéwnych eksperymentéw wykonanych w ramach pracy doktorskiej sa nastgpujace:

e Wigzanie bezposrednie kap-elF4E: 10 nM analogu kapu znakowanego pirenem (Al-1-A3-1 oraz B4-
1) lub 2 nM (A4-1), 0-10 uM elF4E, temperatura 20, 30 i 37°C, bufor 50 mM HEPES-KOH pH 7,2,
zawierajacy 100 mM KCl1i 0,5 mM EDTA, 15 min inkubacji w termomikserze z 300 rpm. Catkowita
obj¢tos¢ mieszaniny w dotku to 150 ul. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm, emisja 378 nm,
rejestracja intensywnosci fluorescencji na czytniku plytek co 1 minute;

e Wigzanie kompetycyjne kap-elF4E: 75 nM sondy A2-1, 400 nM elF4E, lub 10 nM sondy A3-1, 100
nM elF4E, lub 10 nM A4-1, 75 nM elF4E, stezenie niefluoryzujacego liganda 1 nM do 31,6 uM
(rozcienczenia half log), temperatura 20, 30 i 37°C, bufor 50 mM HEPES-KOH pH 7,2, zawierajacy
100 mM KCI i 0,5 mM EDTA, 15 min inkubacji w termomikserze z 300 rpm. Calkowita objetos$é
mieszaniny w dotku to 150 ul. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm, emisja 378 nm, rejestracja
intensywnosci fluorescencji na czytniku ptytek co 1 minute;

e z-factor metody PyFLINT-B dla elF4E: kontrola pozytywna: 10 nM A4-1, 75 nM elF4E, kontrola
negatywna: 10 nM A4-1, 75 nM elF4E, 100 uM m’GDP. Temperatura 20, 30 i 37°C, bufor 50 mM
HEPES-KOH pH 7,2, zawierajacy 100 mM KCl1 0,5 mM EDTA, 15 min inkubacji w termomikserze
z 300 rpm. Calkowita objeto$¢ mieszaniny w dotku to 150 pl. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm,
emisja 378 nm, rejestracja intensywnosci fluorescencji na czytniku ptytek co 1 minute;

o Wyznaczanie parametréw kinetycznych degradacji kapu przez DepS: A2-1 (0,1, 0,2, 0,5, 0,75, 1, 2, 4,
5,61 10 uM), 10 nM DcpS (dimer), temperatura 30°C, bufor 50 mM Tris—HCI o pH 7,6, zawierajacy
200 mM KCI'i 0,5 mM EDTA, 15 min inkubacji w termomikserze bez enzymu. Catkowita objetos¢
mieszaniny w dotku to 150 ul. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm, emisja 378 nm, rejestracja
intensywnosci fluorescencji na czytniku ptytek co 1 minute;

e Wyznaczanie ICso metoda PyFLINT-HA dla DcpS: 5 uM sondy A2-1, 10 nM DcpS (dimer), stgzenie
niefluoryzujacego inhibitora 1 nM do 31,6 uM Iub 3,2 nM do 100 uM (rozcienczenia half log),
temperatura 30°C, bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,6, zawierajacy 200 mM KCl i 0,5 mM EDTA, 15 min
inkubacji w termomikserze z 300 rpm bez enzymu. Catkowita objeto$¢ mieszaniny w dotku to 150 pl.
Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm, emisja 378 nm, rejestracja intensywnosci fluorescencji na
czytniku ptytek co 1 minute;
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o z-factor metody PyFLINT-HA dla DcpS: kontrola pozytywna: 5 uM A2-1, 75 nM DcpS, kontrola
negatywna: 5 uM A2-1, 75 nM DcpS, 200 pM m’GDP. Temperatura 30°C, bufor 50 mM Tris—HCI
pH 7,6, zawierajacy 200 mM KCl i 0,5 mM EDTA, 15 min inkubacji w termomikserze z 300 rpm bez
enzymu. Catkowita objeto$¢ mieszaniny w dotku to 150 ul. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm,
emisja 378 nm, rejestracja intensywnosci fluorescencji na czytniku ptytek co 1 minute;

e Wyznaczanie ICso w lizatach komoérkowych metodg PyFLINT-HA dla DcpS: 5 uM sondy A2-1, 10 ul
lizatu HeLa (Cpiatek = 3 mg/ml) lub HEK 293 (Coiatek = 6,35 mg/ml), stgzenie niefluoryzujacego
inhibitora 3,2 nM do 100 uM (rozcienczenia half log). Temperatura 30°C, bufor 50 mM Tris—HCI pH
7,6, zawierajacy 200 mM KCl i 0,5 mM EDTA, 15 min inkubacji w termomikserze z 300 rpm bez
enzymu. Catkowita objeto$¢ mieszaniny w dotku to 150 ul. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm,
emisja 398 nm, rejestracja intensywnosci fluorescencji na czytniku ptytek co 5 minut;

e Wigzanie bezposrednie kap-DcpS: 10 nM analogu kapu znakowanego pirenem (B1-1-B3-1) lub 5 nM
(B4-1), 0—1 uM DcpS (dimer), temperatura 20, 30 i 37°C, bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,6, zawierajacy
200 mM KCli 0,5 mM EDTA, 15 min inkubacji w termomikserze z 300 rpm. Catkowita objetosc
mieszaniny w dotku to 150 pl. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm, emisja 378 nm, rejestracja
intensywnosci fluorescencji na czytniku ptytek co 1 minutg;

e Wigzanie kompetycyjne kap-DcpS: 10 nM sondy B1-1, 200 nM DcpS (dimer), lub 10 nM sondy B2-
1, B3-1 lub B5-1, 150 nM DcpS (dimer), lub 10 nM B4-1, 75 nM DcpS (dimer), st¢zenie
niefluoryzujacego liganda 1 nM do 31,6 uM lub 3,16 nM do 100 uM (rozcienczenia half log),
temperatura 20, 30 1 37°C, bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,6, zawierajacy 200 mM KCl11i 0,5 mM EDTA,
15 min inkubacji w termomikserze z 300 rpm. Calkowita objetos¢ mieszaniny w dotku to 150 pl.
Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm, emisja 378 nm, rejestracja intensywnosci fluorescencji na
czytniku ptytek co 1 minute;

o z-factor metody PYFLINT-B dla DcpS: kontrola pozytywna: 10 nM B4-1, 75 nM DcpS (dimer),
kontrola negatywna: 10 nM B4-1, 75 nM DcpS (dimer), 100 uM m’GDP. Temperatura 20, 30 i 37°C,
bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,6, zawierajacy 200 mM KCl i 0,5 mM EDTA, 15 min inkubacji w
termomikserze z 300 rpm. Catkowita objetos¢ mieszaniny w dotku to 150 pl. Warunki pomiaru:
wzbudzanie 345 nm, emisja 378 nm, rejestracja intensywnos$ci fluorescencji na czytniku ptytek co 1
minute;

e Wyznaczanie parametrow kinetycznych N7—metylacji przez Ecml: C1-2 (0-15 uM), 10 nM Ecml,
50 uM SAM, temperatura 30°C, bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,5, 15 min inkubacji w termomikserze z
300 rpm bez enzymu oraz 20 min inkubacji wraz z pomiarem (bez enzymu) na czytniku ptytek.
Catkowita obj¢to$¢ mieszaniny w dotku to 150 pl. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm, emisja 378
nm, rejestracja intensywnosci fluorescencji na czytniku ptytek co 1 minute;

e Wyznaczanie parametrow kinetycznych N7—metylacji przez RNMT-RAM: C1-2 (0-15 uM), 20 nM
RNMT-RAM, 20 uM SAM, temperatura 30°C, bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,5, 15 min inkubacji w
termomikserze z 300 rpm bez enzymu oraz 20 min inkubacji wraz z pomiarem (bez enzymu) na
czytniku ptytek. Catkowita objetos¢ mieszaniny w dotku to 150 pl. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345
nm, emisja 378 nm, rejestracja intensywnosci fluorescencji na czytniku plytek co 1 minute;

o Wyznaczanie 1Csy metodg PyFLINT-M dla Ecm1: 2 uM sondy C1-2, 10 nM Ecml, 50 uM SAM,
stezenie niefluoryzujacego inhibitora 1 nM do 31,6 pM lub 3,2 nM do 100 uM (rozcienczenia half
log), temperatura 30°C, bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,5, 15 min inkubacji w termomikserze z 300 rpm
bez enzymu oraz 20 min inkubacji wraz z pomiarem (bez enzymu) na czytniku ptytek. Catkowita
objetos¢ mieszaniny w dotku to 150 pl. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm, emisja 378 nm,
rejestracja intensywnosci fluorescencji na czytniku ptytek co 1 minute;

e Badania przesiewowe biblioteki LOPAC® z Ecm1: 2 uM sondy C1-2, 10 nM Ecm1, 50 uM SAM, 10
uM zwiazku z biblioteki LOPAC®, temperatura 30°C, bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,5 z 2% DMSO
(zwigzki z biblioteki LOPAC® rozpuszczone sg w czystym DMSO), 15 min inkubacji w
termomikserze z 300 rpm bez enzymu oraz 20 min inkubacji wraz z pomiarem (bez enzymu) na
czytniku ptytek. Catkowita objetos¢ mieszaniny w dotku to 150 pl. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345
nm, emisja 378 nm, rejestracja intensywnosci fluorescencji na czytniku ptytek co 1 minutg;

o Wyznaczanie I1Csp metodg PyFLINT-M dla RNMT-RAM: 2 uM sondy C1-2, 20 nM RNMT-RAM,
20 uM SAM, stezenie niefluoryzujgcego inhibitora 1 nM do 31,6 uM lub 3,2 nM do 100 uM
(rozcienczenia half log), temperatura 30°C, bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,5, 15 min inkubacji w

256



V1.4. Pomiary spektroskopowe

termomikserze z 300 rpm bez enzymu oraz 20 min inkubacji wraz z pomiarem (bez enzymu) na
czytniku ptytek. Catkowita objeto$¢ mieszaniny w dotku to 150 pl. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345
nm, emisja 378 nm, rejestracja intensywnosci fluorescencji na czytniku ptytek co 1 minute;

o Wyznaczanie 1Csp metodg PyFLINT-M dla VCE: 2 uM sondy C1-2, 5U VCE, 50 uM SAM, stezenie
niefluoryzujacego inhibitora 1 nM do 31,6 uM (rozcienczenia half log), temperatura 30°C, bufor 50
mM Tris—HCI pH 7,5, 15 min inkubacji w termomikserze z 300 rpm bez enzymu oraz 20 min inkubacji
wraz z pomiarem (bez enzymu) na czytniku ptytek. Catkowita obj¢tos¢ mieszaniny w dotku to 150 pl.
Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm, emisja 378 nm, rejestracja intensywnosci fluorescencji na
czytniku ptytek co 1 minute;

o z-factor metody PyFLINT-M dla Ecm1: kontrola pozytywna: 2 uM C1-2, 10 nM Ecm1, 50 uM SAM,
kontrola negatywna: 2 uM C1-2, 10 nM Ecml, 50 uM SAM, 25 uM sinefunginy. Temperatura 30°C,
bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,5, 15 min inkubacji w termomikserze z 300 rpm bez enzymu oraz 20 min
inkubacji wraz z pomiarem (bez enzymu) na czytniku ptytek. Catkowita objeto$é mieszaniny w dotku
to 150 pl. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm, emisja 378 nm, rejestracja intensywnos$ci
fluorescencji na czytniku plytek co 1 minutg;

e z-factor metody PyFLINT-M dla RNMT-RAM: kontrola pozytywna: 2 uM C1-2, 20 nM RNMT-
RAM, 20 uM SAM, kontrola negatywna: 2 uM C1-2, 20 nM RNMT-RAM, 20 uM SAM, 30 uM
sinefunginy. Temperatura 30°C, bufor 50 mM Tris—HCI pH 7,5, 15 min inkubacji w termomikserze z
300 rpm bez enzymu oraz 20 min inkubacji wraz z pomiarem (bez enzymu) na czytniku ptytek.
Catkowita obj¢to$¢ mieszaniny w dotku to 150 pl. Warunki pomiaru: wzbudzanie 345 nm, emisja 378
nm, rejestracja intensywnosci fluorescencji na czytniku plytek co 1 minute.

V1.4.3. Czytnik ptytek — pomiary FA

Eksperymenty badania wigzania bezposredniego i kompetycyjnego przeprowadzono z uzyciem czytnika
ptytek BioTek Synergy 2 w 96-dotkowych czarnych ptytkach BRANDplates pureGrade o ptaskim dnie.
Wykonywano punktowe pomiary intensywnos$ci fluorescencji dla dlugosci fali wzbudzania i emisji,
charakterystycznych dla badanego znacznika. Eksperymenty wykonano wraz z dr Christophem Hauserem
w laboratorium dr Markusa Pietscha z Instytutu II Farmakologii, Centrum Farmakologii Wydziatu
Medycznego Uniwersytetu w Kolonii.

e Wigzanie bezposrednie nukleotyd-TG2: 50 nM sondy D1-1, D3-1-D9-1 lub D5-2-D5-4, , 0,1-1000
nM TG2, bufor 200 mM MOPS pH 7,3, zawierajacy 1| mM EDTA, 1 mM DTT, 5% DMSO oraz 2%
glicerolu, temperatura 30°C. Catkowita obj¢to$¢ mieszaniny w dotku to 100 pl. Warunki pomiaru:
wzbudzanie 485/20 nm, emisja 528/20 nm, rejestracja anizotropii oraz intensywnos$ci fluorescencji na
czytniku ptytek po 0, 30 i 60 minutach inkubacji;

o Wigzanie kompetycyjne nukleotyd-TG2: 50 nM D5-1, 300 nM TG2, stezenie inhibitora 0-100 pM.
Temperatura 30°C, bufor 200 mM MOPS pH 7,3, zawierajacy 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM
DTT, 5% DMSO oraz 2% glicerolu. Catkowita objetos¢ mieszaniny w dotku to 100 ul. Warunki
pomiaru: wzbudzanie 485/20 nm, emisja 528/20 nm, rejestracja anizotropii oraz intensywnosci
fluorescencji na czytniku ptytek po 60 minutach inkubacji;

o z-factor metody FA dla TG2: kontrola pozytywna: 50 nM D5-1, 300 nM TG2, kontrola negatywna: 50
nM D5-1, 300 nM TG2, 30 uM GTP,S. Temperatura 30°C, bufor 200 mM MOPS pH 7,3, zawierajacy
1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 5% DMSO oraz 2% glicerolu. Catkowita objetosé
mieszaniny w dotku to 100 pl. Warunki pomiaru: wzbudzanie 485/20 nm, emisja 528/20 nm,
rejestracja anizotropii oraz intensywnosci fluorescencji na czytniku ptytek po 0, 30 i 60 minutach
inkubacji.

VI0.4.4. MST

Eksperymenty mikroskalowej termoforezy MST przeprowadzono na urzadzeniu Monolith NT.115 firmy
NanoTemper Technologies, w kapilarach Monolith NT.115 Premium Coated Capillaries. Otrzymane
dane zanalizowano z wykorzystaniem oprogramowania MO Affinity Analysis software v. 2.1.3 z
NanoTemper Technologies, stosujac dane MST z 1s (cold region start -1 s, hot region start 4 s). W celu
wyznaczenia wartosci Kp wykorzystano oprogramowanie GraphPad Prism® 7 lub Origin® 2019b.
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e Wigzanie bezposrednie m’Gp,Ca(6)FAM2-eIF4E: 25 nM sondy m’Gp,C4(6)FAM?2, eIF4E w stezeniu
0d 0,61 nM do 20 uM, temperatura 25°C, bufor 50 mM HEPES-KOH o pH 7,2, zawierajacy 100 mM
KCI, 1 mg/ml BSA i 0,05% Tween-20;

e Wigzanie kompetycyjne m’GMP/m’G-t-p-elF4E: 25 nM sondy m’Gp,Cs(6)FAM2, 1 uM elF4E,
stezenie niefluoryzujgcego liganda od 15,2 nM do 500 pM (rozcienczenia potdwkowe), temperatura
25°C, bufor 50 mM HEPES-KOH o pH 7,2, zawierajacy 100 mM KCI, 1 mg/ml BSA i 0,05% Tween-
20;

e Wigzanie kompetycyjne nukleotyd-elF4E: 10 nM sondy m’GpsOCs(5)FAM2, 50 nM elF4E, stezenie
niefluoryzujacego liganda od 15,2 nM do 500 uM (dinukleotydy) lub od 0,05 nM do 1,75 uM (krotkie
kapowane RNA), temperatura 25°C, bufor 50 mM HEPES-KOH o pH 7,2, zawierajacy 100 mM KCl,
1 mg/ml BSA i 0,05% Tween-20.

V145 FTIR

Widma FTIR zarejestrowano na aparacie IRPrestige-21 firmy Shimadzu z detektorem DLaTGS z
przystawka ATR (Miracle™ firmy PIKE Technologies z krysztalem diamentowym), lub z przystawka
przeznaczong do metody rozproszonego odbicia (DiffusIR™ firmy PIKE Technologies). Wszystkie
probki badano w postaci ciata statego w temperaturze pokojowej. Rejestrowano absorbancje probki w
zakresie 500-4000 cm™* (krok skanowania 0,5 cm™).

V1.4.6. Spektroskopia ramanowska

Widma ramanowskie pochodnych grafenu w proszku oraz mapy ramanowskie ptytek SiC z warstwa
grafenu, charakteryzowano na spektrometrze Renishaw InVia. W pomiarach wykorzystano laser pracy
cigglej Nd:YAG o dlugosci fali 532 nm. Moc pobudzania dobrano tak (ok. 0,1-2 mW), zeby nie uszkodzi¢
probki, ogniskujac $wiatto z wykorzystaniem obiektywu 100 x. Wielko$¢ plamkKi lasera na probce miata
$rednice ponizej 1 mikrometra. Widma rejestrowano w zakresie 400-3000 cm™. Dla kazdego z
fragmentdw ptytek zastosowano inne odstepy pomiedzy punktami na powierzchni, z ktérych rejestrowano
widma ramanowskie (Tabela I1V.2).

Tabela VI1.2. Zestawienie parametrow pomiarowych map ramanowskich ptytek SiC z monowarstwa
grafenu.

Prébka Krok x/y (um/pm) Liczba punktéw

2562G2C1 579,5/650 288
2562G2C1 | 290,6/302,6 340
2562G2C1 Il 303,125/325 323
2562G2C1 11l 282,2/250 336
2562G2C1 IV 217/217 306
2562G2C1 | po utlenianiu 290,6/302,6 340
2562G2C1 11 po utlenianiu 303,125/325 323
2562_62_(:1 I11 kontrola 282.5/250 244
utleniania

2562G2C1 _I po utlenianiu i 290.6/302,6 340
azydkowaniu

Analize map ramanowskich przeprowadzono w programie Origin® 2019b.

V1.5. Wyznaczanie parametrow biofizycznych
VI.5.1. Wiazanie bezposrednie (Kp)

W celu wyznaczenia wartosci statych dysocjacji nukleotydéw do biatek eIF4E, DcpS i TG2 wykonano
pomiary intensywnosci fluorescencji (eIF4E, DcpS) badz anizotropii fluorescenciji (TG2). Eksperymenty
wykonano z uzyciem czytnika ptytek w 96-dotkowych, czarnych, niewigzacych ptytkach. Kazdy dotek
zawieral odpowiedni bufor (50 mM HEPES-KOH pH 7,2 z 100 mM KCI i 0,5 mM EDTA dla elF4E; 50
mM Tris—HCI pH 7,6 z 200 mM KCI i 0,5 mM EDTA dla DcpS; 200 mM MOPS, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 5% DMSO i 2% glicerolu dla TG2), biatko oraz sond¢ fluorescencyjng w stalym stezeniu. Do
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uzyskanych zaleznosci intensywnosci/skorygowanej anizotropii fluorescencji od stezenia biatka F([P{])
dopasowano rownanie, wyprowadzone z podstawowych regut wigzania bezposredniego biatko—ligand:

F — FO + (Fmax _ FO) [Pt]+[Lt]+KD_\/([Pztjll::t[]l’t]+KD)2_4[LC][PC] (3)

gdzie: Fo — minimalna zarejestrowana intensywno$c¢/skorygowana anizotropia fluorescencji, Fmax —
maksymalna zarejestrowana intensywnosc¢/skorygowana anizotropia fluorescencji, [Py] — catkowite
stezenie biatka, [L¢] — catkowite st¢zenie sondy fluorescencyjnej, Kp — stata dysocjacji kompleksu biatko—
sonda.

Krzywa opisang rownaniem (3) dopasowano do danych eksperymentalnych w programie Origin® 2019b
(elF4E, DcpS) lub GraphPad® Prism 7 (TG2).

V1.5.2. Wigzanie kompetycyjne (I1Cso, Kp)

W celu wyznaczenia wartosci statych dysocjacji niefluoryzujacych ligandow do biatek eIF4E, DcpS i
TG2 wykonano pomiary intensywno$ci (elF4E, DcpS) lub anizotropii (TG2) fluorescencji w
eksperymencie wigzania kompetycyjnego. Eksperymenty wykonano z uzyciem czytnika ptytek w 96-
dotkowych, czarnych, niewiazacych ptytkach. Kazdy dotek zawierat odpowiedni bufor (50 mM HEPES—
KOH pH 7,2 2 100 mM KCI i 0,5 mM EDTA dla elF4E; 50 mM Tris—HCI pH 7,6 z 200 mM KCI i 0,5
mM EDTA dla DcpS; 200 mM MOPS, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5% DMSO i 2% glicerolu dla TG2),
biatko w stalym stezeniu, sonde fluorescencyjng w statym stezeniu oraz badany ligand (rozcienczenia
half-log). Do uzyskanych zaleznosci intensywnosci/skorygowanej anizotropii fluorescencji od logarytmu
stezenia liganda F(log(Ciig)) dopasowano rownanie:

F, —F
F — F max 0 4
o 1+10(1080C50)-10g(Crig Jp )

gdzie: Fo — minimalna zarejestrowana intensywno$¢/skorygowana anizotropia fluorescencji, Fmax —
maksymalna zarejestrowana intensywnos¢/skorygowana anizotropia fluorescencji, ICso — stezenie
liganda/inhibitora wymagane do zastgpienia 50% sondy fluorescencyjnej z miejsca wigzacego biatka, Ciig
— stezenie liganda, p — wspotczynnik Hilla.

Analogicznie rownanie mozna zapisa¢ w formie zalezno$ci intensywno$ci/skorygowanej anizotropii
fluorescencji od stezenia liganda F(Ciig):

F=FO+M, (5)

Ci: \P
1+( “9')
ICsq

Korzystajac z wczeéniej wyprowadzonego réwnania, % obliczono state dysocjacji (inhibicji) Ki liganda
kompetycyjnego, na podstawie wyznaczonych wartosci ICso. Aby wyprowadzi¢ rownanie przyjgto
nastepujace zatozenia:

- catkowity sygnat fluorescenciji:

[PL]

L PL
7% + CLu = (Cpp, — CL)u'*'CL' (6)

F=Cp [Le] L]

gdzie CpL i Ci to wspotczynniki sygnatu fluorescencji kompleksu PL i sondy L.

- sygnal fluorescencji w 0% inhibicji to:

Fo = (Cp, — C1) [fL];]]O +Cp, (7)
- sygnatl fluorescencji w 100% inhibicji to:
Fio0 = Cy, 8
- sygnal fluorescencji w 50% inhibicji to:
Fso = (Cp — C1) %'FCL , )

- stezenia calkowite substancji:
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[P:] = [P]+ [PL] + [PI] , (10)
[L:] = [L]+[PL] , (11)
;] =]+ [PI], (12)
Korzystajac z tych zalozen uzyskuje si¢ rOwnanie:
[PL] = — | (13)
1+ﬁ(1+x—i)

gdzie Kp — stata dysocjacji kompleksu sonda—biatko (PL), a K;— stata dysocjacji kompleksu ligand—biatko
(PI). Oraz:

___ [
Ki = O, (14)
Kp Kp
Pozostale parametry mozna obliczy¢ z réwnan:
—Kp—[L¢]+[Pe]++/ (Kp+[Le]—[Pe]) % +4[Pe]K
[P, = p—[Le]+[Pe]+y Dz[t][t] [t]D, (15)
[Le]
[L]o = : (16)
4120
PL
[Llso = [Le] — 2 (17)
[s0 = 1Cs0 = [Pl + Kp yol= + 1200 (18)
2[L]so 2

Ostatecznie do obliczenia K, na podstawie 1Cso wykorzystano nastepujgce roOwnanie:

K

1€50=[Pe]+[PLIso (2 +1)

L= [Llso, [Plo ’
xp T Kp +1

(19)

gdzie: [Py] — calkowite st¢zenie biatka, [PL]so — stezenie kompleksu biatko—sonda w 50% inhibicji, [L]so
— stezenie wolnej sondy w 50% inhibicji, [P]o — stezenie wolnego biatka bez inhibicji.

V1.5.3. Kinetyka enzymatyczna

W celu wyznaczenia parametréw kinetycznych reakcji hydrolizy sondy A2-1 przez DcpS badz N7-—
metylacji sondy C1-2 przez Ecml i RNMT-RAM wykonano pomiary intensywnos$ci fluorescencji w
czasie trwania reakcji. Eksperymenty wykonano w temperaturze 30°C z uzyciem czytnika ptytek w 96-
dotkowych, czarnych, niewigzacych ptytkach. Kazdy dotek zawierat odpowiedni bufor (50 mM Tris—HCI
pH 7,6 z 200 mM KCI i 0,5 mM EDTA dla DcpS; 50 mM Tris—HCI pH 7,5 dla Ecm1 i RNMT-RAM),
sondg fluorescencyjng (0—10 uM A2-1 dla DcpS i 0-15 uM C1-2 dla Ecm1 i RNMT-RAM), biatko w
statym stezeniu (10 nM dimeru DcpS, 10 nM Ecml lub 20 nM RNMT-RAM) oraz w przypadku N7—
metylacji kosubstrat SAM (50 uM dla Ecm1 i 20 uM dla RNMT-RAM). Mieszaniny bez biatka byty
uprzednio inkubowane przez 15 min w 30°C z mieszaniem 300 rpm. Predkosci poczatkowe V obliczono
poprzez dopasowanie rownania prostej do prostoliniowego przebiegu zmian intensywnosci fluorescencji
w czasie (zwykle do 10-20 punktow). Do zalezno$ci predkosci poczatkowej od stezenia substratu
fluorescencyjnego V([S]) dopasowano rownanie Michaelisa-Menten:

V — Etkcat[s] (20)

Km+[S]
gdzie: E; — stezenie enzymu, Kcat — stata katalityczna, Kv — stata Michaelisa.

Krzywa opisang rownaniem (20) dopasowano do danych eksperymentalnych w programie Origin® 2019b.

V1.5.4. Inhibicja (I1Cso, K))

W celu wyznaczenia parametréw inhibicji reakcji enzymatycznej hydrolizy sondy A2-1 przez DcpS badz
N7-metylacji sondy C1-2 przez Ecml, RNMT-RAM i VCE wykonano pomiary intensywnoS$ci
fluorescencji w czasie trwania reakcji w obecnosci roznych stezen inhibitora. Eksperymenty wykonano
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w temperaturze 30°C z uzyciem czytnika ptytek w 96-dotkowych, czarnych, niewigzacych ptytkach.
Kazdy dotek zawierat odpowiedni bufor (50 mM Tris—HCI pH 7,6 z 200 mM KCI i 0,5 mM EDTA dla
DcpS; 50 mM Tris—HCI pH 7,5 dla Ecm1, RNMT-RAM i VCE), sondg fluorescencyjna w statym stezeniu
(5 uM A2-1 dla DepS i 2 uM C1-2 dla Ecm1, RNMT-RAM i VCE), biatko w stalym stgzeniu (10 nM
dimeru DcpS, 10 nM Ecml, 20 nM RNMT-RAM i 5 U VCE), badany inhibitor (rozcieficzenia half-log)
oraz kosubstrat SAM w przypadku N7—metylacji (50 uM dla Ecm1 i VCE lub 20 uM dla RNMT-RAM).
Mieszaniny bez biatka byly uprzednio inkubowane przez 15 min w 30°C z mieszaniem 300 rpm.
Predkosci poczatkowe V obliczono poprzez dopasowanie rdéwnania prostej do prostoliniowego przebiegu
zmian intensywnos$ci fluorescencji w czasie (zwykle do 10-20 punktow). Do zaleznosci stosunku
predkosci poczatkowej V do predkosci poczatkowej bez inhibitora Vo od logarytmu ze stezenia inhibitora
(VIVo(log(Cinn))) dopasowano rownanie analogiczne do roéwnania (4):
A2-A1
1+10(08UC50)-108(Cipnp )p ’

VIV, = Al +

(21)

gdzie: Vo — predkos¢ poczatkowa reakcji bez inhibitora, Al — dolna asymptota, A2 — gérna asymptota,
ICso — stgzenie inhibitora wymagane do zahamowania reakcji w 50%, Cinn. — st¢zenie inhibitora, p —
wspotczynnik Hilla.
Analogicznie rownanie mozna zapisaé w formie zalezno$ci stosunku predkosci poczatkowej V do
predkosci poczatkowej bez inhibitora Vo od stezenia inhibitora (V/Vo(Cinn.)):

A2-A1

Cinh. v

1+ (7R
W przypadku inhibitorow nukleotydowych, bedacych analogami substratu zalozono kompetycyjny model

inhibicji. Tym samym korzystajac z wyznaczone statej Michaelisa K reakcji oraz wartosci ICso obliczono
state inhibicji K| zgodnie z réwnaniem Cheng-Prusoffl333:

V/Vy=Al+ (22)

Ic
K - 50
1 1+ﬂ ’ (23)
Km
gdzie: [L] — stezenie sondy fluorescencyjne;.
VI.5.5. Parametr z
Parametr z obliczono stosujac ponizszy wzor:
7 =1 — 2postIneg) (24)
|ﬂpos_ﬂneg| '

gdzie o to odchylenie standardowe, a u wartosci $rednie rejestrowanego sygnatu (intensywnosé
fluorescencji, anizotropia fluorescencji, predko$¢ poczatkowa obliczona na podstawie zmian
intensywnosci fluorescencji) kontroli pozytywnej (pos) i negatywnej (neg).

V1.5.6. Korekcja anizotropii

W oparciu o zmiany intensywnosci fluorescencji zarejestrowane w trakcie wigzania sondy
fluorescencyjnej z biatkiem TG2 obliczono wspotczynnik wygaszania fluorescenciji (Q = Qu/Qy), ktory
wykorzystano do korekcji mierzonej anizotropii fluorescencji. Rejestrowane wartosci anizotropii
fluorecencji w metodzie badania wigzania nukleotydéw z biatkiem TG2 korygowano stosujac ponizsze
réwnanie:

A-Af Qf
A = maet A 25
corr = T " A-AF OF (25)
Ab-A'Qb

gdzie: A — rejestrowana anizotropia, As — wartos¢ anizotropii z dolnego plateau, A, — warto$¢ anizotropii
z gornego plateau, Qf — warto$¢ intensywno$ci fluorescencji z dolnego plateau, Qp — wartos¢
intensywnosci fluorescencji z gornego plateau.
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