Streszczenie rozprawy doktorskiej

Fluorofosforanowe analogi (oligo)nukleotydow jako narzedzia do badan procesow
biologicznych

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

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

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

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



