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| Wprowadzenie

| Wprowadzenie

Z chemicznego punktu widzenia kwasy rybonukleinowe (RNA) sg polimerami
zbudowanymi z rybonukleozyddéw potgczonych wigzaniem 3’,5’- fosfodiestrowym. W sktad
rybonukleozydéw budujgcych RNA wchodzg rybozydy zasad purynowych: adenozyna (A) i
guanozyna (G) oraz rybozydy zasad pirymidynowych: cytozyna (C) i urydyna (U). Z
biologicznego punktu widzenia, RNA sg biopolimerami, powstatymi w procesie transkrypcji na
matrycy DNA. Jednym z przedstawicieli RNA jest informacyjne RNA — mRNA (ang. messenger
RNA), ktérego funkcjg jest przechowywanie informacji genetycznej. Informacjg zakodowanag
w mMRNA jest sekwencja aminokwasow budujgcych funkcjonalne biatko, ktére jest
biosyntezowane w procesie translacji. Na koncu 5’ eukariotycznego mRNA znajduje sie
struktura zwana czapeczkg (kapem). Jest to zazwyczaj dodatnio naladowana 7-
metyloguanozyna (m’G) potgczona z pierwszym transkrybowanym nukleotydem mostkiem
5’,5-trifosforanowym (m’GpppN'pN?). Kap bierze udziat w wielu waznych procesach
biologicznych zachodzgcych w komdérkach eukariotycznych, takich jak dojrzewanie czy
transport mRNA. Kap chroni mRNA przed przedwczesng degradacjg przez 5’-egzonukelazy,
reguluje proces translacji mRNA, a takze odgrywa kluczowg role w rozpoznawaniu
komodrkowego i obcego mRNA przez uktad immunologiczny. Z powodu petnienia tak istotnych
funkcji, struktura kapu oraz jej pochodne staty sie bardzo interesujgcym obiektem chemicznych
modyfikacji. Chemiczne modyfikowane analogi i pochodne kapu sg obecnie wykorzystywane
do monitorowania proceséw komérkowych zwigzanych z mRNA, jako narzedzia molekularne
do badania biatek rozpoznajgcych strukture kapu, jako reagenty do produkcji szczepionek
MRNA, a takze majg wiele innych potencjalnych zastosowan terapeutycznych, m.in. w

terapiach przeciwnowotworowych.

Gtéwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta synteza nowych, chemicznie
modyfikowanych analogéw nukleotyddw, ktére mogtyby umozliwi¢ badania wybranych

proceséw zwigzanych z metabolizmem konca 5 mRNA (kapu).

Swojg uwage skupitem na analogach kapu i jego pochodnych, ktére mozna wykorzystaé
do badania procesu translacji mMRNA oraz degradacji metabolitow konca 5 mRNA. Translacja
oraz degradacja mMRNA sg to bardzo ztozone procesy, w ktdre zaangazowane jest szereg
biatek. W pierwszej czesci niniejszej rozprawy wykorzystatem analogi 5’-monofosforanu 7-
metyloguanozyny (m’GMP) do badania roli ludzkiego enzymu cytozolowej 5’-nukleotydazy 111B
(cN-IlIB). Cytozolowa &5-nukleotydaza 11IB (cN-1lIB), jest niedawno odkrytym enzymem
nalezgcym do rodziny 5’-nukleotydaz. Rolg 5'-nukleotydaz jest kontrolowanie stezenia 5'-

monofosforanéw nukleozydéw (NMP) w komodrkach poprzez katalizowanie reakcji ich

13



defosforylacji. W komérkach organizméw eukariotycznych do tej pory zidentyfikowano szes¢
cytozolowych 5’-nukleotydaz, ktore rdznig sie specyficznoscig substratowa. Enzym cN-IIIB jest
unikalng 5’-nukleotydazg z punktu widzenia specyficznosci substratowej, poniewaz katalizuje
on reakcje defosforylacji 5-monofosforanu 7-metyloguanozyny, ktory jest jednym =z
metabolitow konca 5° mRNA. Do tej pory, rola enzymu cN-IIIB nie zostata w petni poznana.
Jednak jego specyficzno$é substratowa sugeruje, ze moze on bra¢ udziat w jednym z
koncowych etapow degradacji konca 5 mRNA, a takze w dezaktywacji aktywnych form
terapeutykdéw pochodzenia nukleozydowego. W czesci rozprawy dotyczacej enzymu cN-IIIB,
skupitem sie na poszukiwaniu inhibitorow enzymu cN-IlIB. Wstepne badania nad tym
zagadnieniem rozpoczatem jeszcze na studiach pierwszego i drugiego stopnia odkrywajgc
pierwszy inhibitor tego enzymu, o umiarkowanej aktywnosci. Podczas studiow doktoranckich,
na podstawie doniesieh literaturowych i wczeéniejszych badan wiasnych, skonstruowatem
biblioteke potencjalnych inhibitoréw (tzw. biblioteke | generacji) enzymu cN-IIIB i zbadatem ich
wiasciwosci inhibitorowe w stosunku do rekombinowanego enzymu. Wytypowatem szes$é
struktur wiodgcych, na podstawie ktorych skonstruowatem biblioteke inhibitoréw Il generaciji.
Wyselekcjonowane, najsilniejsze inhibitory Il generacji zostaty zastosowane jako narzedzia do
badan w lizatach komérkowych, majgcych na celu weryfikacje roli enzymu cN-111B w degradac;ji
metabolitow struktury kapu. Najsilniejsze inhibitory enzymu cN-IlIB zostaty rowniez
wykorzystane do badan strukturalnych, dzieki ktoérym otrzymano pierwszg strukture
krystalograficzng ludzkiego enzymu cN-1lIB wraz z ligandem. Wyselekcjonowane inhibitory
enzymu cN-IlIB przeksztatcitem réwniez w pronukleotydy, ktére mogg przenikaé przez btone
komérkowg do wnetrza komodrki. Na koniec, zbadatem wiasciwosci inhibitorowe nowych
analogdw m’GMP, zaprojektowanych na podstawie struktury znalezionych przeze mnie
inhibitoréw, posiadajgcych grupe funkcyjng umozliwiajgcg tworzenie wigzania kowalencyjnego
w kieszeni wigzgcej enzymu cN-IlIIB. Dzieki tym badaniom zidentyfikowatem inhibitor
kowalencyjny, ktory wykazat niemal 100 krotnie wiekszg aktywnos¢ in vitro niz inhibitory

niekowalencyjne.

Druga czes$¢ niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczyta opracowania syntezy nowych,
trinukleotydowych analogéw kapu przy uzyciu reakcji typu ,click” i wykorzystanie otrzymanych
analogéw kapu do badania procesu kap-zaleznej translacji (ang. cap-dependent translation)
MRNA. Chemicznie modyfikowane analogi kapu sg powszechnie stosowane jako narzedzia
molekularne stuzgce do badania proceséw komodrkowych kontrolowanych przez biatka
rozpoznajgce strukture 7-metyloguanoyzny (biatka kap-zalezne). Jednym z biatek kap-
zaleznych jest eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E (ang. eukaryotic initiation translation
factor 4E), w skrécie elF4E. Rolg biatka elF4E jest regulowanie procesu kap-zaleznej translaciji

(ang. cap-dependent translation) mRNA. Biatko elF4E inicjuje proces translacji poprzez
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bezposrednie zwigzanie struktury kapu. Chemicznie modyfikowane analogi kapu powszechnie
wykorzystuje sie do monitorowania translacji i inhibicji translacji mRNA. W swoim projekcie
doktorskim skupitem sie na badaniu procesu kap-zaleznej ftranslacji. W tym celu
zaprojektowatem i zsyntezowatem 15 triazolowych tri- i tetranukleotydowych analogéw kapu.
Zwigzki te zostaly zaprojektowane i zsyntezowane w oparciu o dotychczasowg wiedze na
temat triazolowych analogéw konica 5° mRNA i w potgczeniu ich z technologig trinukleotyddw.
Zaprojektowana przeze mnie sciezka syntetyczna, wykorzystywata chemie typu ,click”, ktéra
miata na celu przyspieszenie i uproszczenie syntezy tri- i tetranukleotydowych analogoéw kapu,
a otrzymane przeze mnie zwigzki miaty wydajnie wbudowywac sie do mRNA oraz promowac
proces translacji takiego mRNA. Otrzymane przeze mnie analogi kapu wbudowatem w reakcji
transkrypciji in vitro do mRNA, ktére nastepnie postuzyto do badania wptywu wprowadzonych
przeze mnie modyfikacji na proces translacji mRNA zaréwno in vitro, jak i w zywych

komorkach.

Opisany w niniejszej rozprawie projekt doktorski byt projektem interdyscyplinarnym, w
ktérym zajmowatem sie zaréwno syntezg chemiczng pochodnych koinca 5 mRNA jak i ich

charakterystykg za pomocg testow biofizyczno-biochemicznych i biologicznych.
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II. Czes¢ literaturowa

Il Czes¢ literaturowa
[1.1 Metabolizm konca 5° mRNA

Stowo metabolizm pochodzi od greckiego stowa ,metabole — gr. MeraBoAn”, ktére w
dostownym tltumaczeniu oznacza ,zmiang”. Z biologicznego punktu widzenia, metabolizm jest
zbiorem reakcji chemicznych prowadzgcych do przemiany jednego zwigzku w jego pochodna,
ktérym towarzyszy uwolnienie lub wytworzenie energii. W przypadku czgsteczki mRNA,
metabolizm obejmuje procesy takie jak transkrypcja, splicing (skladanie), modyfikacje,
transport wewnatrz komoérkowy, a takze proces translacji i degradacji mRNA. W niniejszej
rozprawie doktorskiej skupitem sie na badaniu translacji mMRNA oraz degradacji metabolitow
konca 5 mRNA. Doktadne zrozumienie i poznanie mechanizméw reakcji zwigzanych z tymi
dwoma procesami jest kluczowe do zaprojektowania potencjalnych lekow bazujgcych na

terapiach mRNA i jego pochodnych.

II.L1.1 Biosynteza eukariotycznego mRNA oraz jego elementy
strukturalne

Informacyjne RNA (ang. Messenger RNA, mRNA) jest jedng z najwazniejszych
biomolekut niezbednych do ekspresji genu. Podczas gdy DNA jest odpowiedzialne za
przechowywanie informacji genetycznej, mMRNA jest odpowiedzialne za jej przekazywanie w
procesie ekspresji genul. Ekspresja genu polega na syntezie funkcjonalnego biatka na
podstawie informacji zakodowanej we fragmencie DNA — genie, na matrycy mRNA. U
organizméw eukariotycznych proces ekspresji genu sktada sie z dwoch gtéwnych procesow:
transkrypcji — biosyntezy RNA na matrycy DNA oraz translacji — syntezy funkcjonalnego biatka
na podstawie matrycy mRNA. Transkrypcja i translacja sg bardzo ztozonymi procesami,

ktérych doktadany przebieg zostat opisany w kolejnych podrozdziatach.

11.L1.2 Transkrypcja — synteza pre-mRNA

Transkrypcja jest pierwszym etapem ekspresji genu u organizmdéw eukariotycznych.
Jest to proces zachodzgcy w jgdrze komorkowym, polegajgcy na skopiowaniu informacji
genetycznej zakodowanej w DNA i przepisaniu jej na jednoniciowe prekursorowe matrycowe
RNA (pre-mRNA). Transkrypcja sktada sie z trzech etapéw — inicjacji, elongacji i terminacji2.
Transkrypcja rozpoczyna sie od etapu inicjacji, w ktérym polimeraza RNA 1l (ang. RNA
polymersare Il, RNAP II) zalezna od DNA wraz z dodatkowymi czynnikami transkrypcyjnymi
wigzg dwuniciowg ni¢ DNA, tworzgc hybryde biatko-DNAZ Po zwigzaniu dwuniciowego
tancucha DNA, RNAP Il przesuwa sie wzdtuz tancucha poszukujgc sekwencji inicjujgcej

proces transkrypcji. Sekwencja ta nosi nazwe promotora. Po rozpoznaniu sekwencji
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promotora, RNAP Il rozplata fragment dwuniciowej helisy DNA, po czym rozpoczyna synteze
RNA na matrycy DNA. Polimeraza RNA wydtuza ni¢ RNA dotgczajgc kolejne nukleotydy,
tworzgc komplementarng do matrycy ni¢ RNA. Po etapie inicjacji nastepuje etap wydtuzania
tancucha RNA, czyli etap elongaciji, ktéry rozpoczyna sie po wytworzeniu pierwszego wigzania
3,5’ fosfodiestrowego. Podczas elongacji, polimeraza RNA Il przesuwa sie po nici DNA w
kierunku 3-5" wydtuzajgc ni¢ pre-mRNA (od 5 do 3’ konca). Po potagczeniu okoto 20
nukleotydow, na koncu 5 wydluzajgcej sie ciggle nici pre-mRNA, dosyntetyzowana jest
struktura kapu. Synteza kapu odbywa sie przy udziale trzech enzyméw — fosfatazy, transferazy
guanylynowej oraz N7-metylotransferazy. Polimeraza RNA Il konczy syntezowa¢ pre-mRNA
w momencie dotgczenia do nici pre-mRNA sygnatu poliadenylacji — sekwencji (AAUAAA),
ktéra wystepuje po sekwencji sygnatu stop (rejonu bogatego w pary G-C). Po dodaniu do
syntezowanej nici mMRNA sekwencji sygnatu poliadenylacji, mRNA zostaje odciete od

polimerazy przez odcinajgcy/poliadenylujgcy kompleks biatek, uwalniajgc mRNA? 3,

11.L1.3 Ko-transkrypcyjne modyfikacje mRNA - dojrzewanie pre-
MRNA

Podczas transkrypcji, syntezowane pre-mRNA zostaje poddane modyfikacjom
prowadzgcym do powstania funkcjonalnego mRNA, ulegajgcego translacji na pdzniejszym
etapie ekspresji genu. Modyfikacje, ktéorym zostaje poddane prekursorowe mRNA nazwano
procesem dojrzewania mRNA. Wyrdznia sie trzy gtdbwne etapy dojrzewania: kaping (ang.

capping) mMRNA, splicing oraz poliadenylacja mRNA*,

1I.1.4 Biosynteza konca 5’ mRNA — kapu oraz jego budowa

Pierwszg ko-transkrypcyjng modyfikacjg niedojrzatego mRNA (pre-mRNA) jest dotgczenie na
koncu 5’ struktury zwanej czapeczkg lub kapem (spolszczona nazwa pochodzgca od
angielskiego stowa cap). Dotgczenie struktury kapu na koncu 5 pre-mRNA, zwane kapingiem
MRNA, jest jednym z najwazniejszych etapdw dojrzewania mRNA*. Struktura kapu sktada sie
z pozytywnie natadowanej 7-metyloguanozyny (m’G) potgczonej z mRNA, niespotykanym w
innych  kwasach nukleinowych, wigzaniem 5’5 -trifosforanowym. Kap (m’G) jest
charakterystyczng strukturg wystepujgca na koncu 5’ eukariotycznych i niektorych wirusowych
mRNAS. U organizmoéw eukariotycznych biosynteza kapu (m’G) sktada sie z trzech etapow,
katalizowanych przez trzy rozne enzymy. W pierwszym etapie biosyntezy kapu, pre-mRNA
zakonczone na koncu 5’ resztg trifosforanowg, zostaje poddane reakcji hydrolizy, podczas
ktorej usunieta zostaje terminalna grupa fosforanowa (grupa fosforanowa y). Produktem
reakcji hydrolizy wigzania pirofosforanowego jest pre-mRNA zakonczone na koncu 5’ grupag
difosforanowg. Enzymem odpowiedzialnym za przeprowadzenie tej reakcji jest fosfataza. W

kolejnym etapie biosyntezy kapu, transferaza guanylynowa dotgcza do pre-mRNA 5'-
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monofosforan guanozyny (GMP) tgczgc go mostkiem 5',5'-trifosforanowym z pierwszym
transkrybowanym nukleotydem®. Ostatnim etapem biosyntezy kapu jest metylacja N7 pozycji
guanozyny, za ktérg to odpowiedzialna jest N7-metylotransferaza przenoszgca grupe
metylowg z S-adenozylometioiny (SAM) na azot w pozycji N7 guanozyny®. Opisana, do tego
momentu, biosynteza kapu opisuje synteze kapu 0 o wzorze ogdlnym m’GpppN (Rysunek 1).

Kap 0 wystepuje u nizszych organizmoéw eukariotycznych wliczajgc w to drozdze’.
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Rysunek 1. Biosynteza kapu 0 podczas dojrzewania pre-mRNA

W komdrkach eukariotycznych ssaczych, w tym ludzkich, kap 0, ktérym zakonczone jest pre-
MRNA, ulega dalszym modyfikacjom. Modyfikacjami tymi jest metylacja pierwszego
transkrybowanego nukleotydu w pozycji 2’-OH rybozy. Reakcja metylacji pozycji 2-OH,
pierwszego transkrybowanego nukleotydu jest katalizowana przez enzym nalezacy do rodziny
metylotransferaz — 2’-O-metylotranseraza 1 (ang. cap 2-O-methyltransferaze 1, CMTR1)®.
Kap, ktéry posiada dodatkowg metylacje w pozycji 2-OH pierwszego transkrybowanego
nukleotydu nosi nazwe kap 1 — m’GpppNm > 8. Pre-mRNA zakonczone kapem 1 moze ulega¢
dodatkowej metylacji — metylacji grupy 2’-OH drugiego transkrybowanego nukleotydu. Za
metylacje drugiego transkrybowanego nukleotydu odpowiada 2’-O-metylotransferaza 2 (ang.
ang. cap 2-O-methyltransferaze 2, CMTR2)°. Kap, o0 wzorze m’GpppNmNm, w ktérym dwa
kolejne nukleotydy posiadajg metylacje w obrebie pozycji 2’-OH rybozy, nazywany jest kapem
2 (Rysunek 2A)°. Oprécz modyfikacji (metylacji) wystepujacych w obrebie rybozy pierwszego

oraz drugiego transkrybowanego nukleotydu, w czgsteczcce mRNA moze wystepowac
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dodatkowa metylacja w obrebie zasady azotowej. Najczes$ciej wystepujgcg modyfikacig mRNA
jest metylacja adenozyny w pozycji N6 zasady azotowej — N6-metyloadenozyna (™A). Ta
modyfikacja adenozyny zostata po raz pierwszy odkryta w latach 70 XX wieku i ma ona wptyw
na wiele etapow metabolizmu mRNA® 11, Badania transkryptomu wykazaty, ze podwojnie
metylowana adenozyna w pozycji N6 i 2’-OH (2’-O,N6-dimetyloadenozyna — ™A,) moze
wystepowac réwniez na koncu 5 mRNA jako pierwszy transkrybowany nukleotyd. Enzymem
odpowiedzialnym za dodatkowg metylacje w pozycji N6 adenozyny jest adenozyno kap-
specyficzna N6 metylotransferaza (ang. Cap-specific adenosine N6 Methyltransferase,
CAPAM) kodowana przez gen PCIF1'? (Rysunek 2B). Dodatkowa metylacja adenozyny w
strukturze kapu zwieksza stabilno$¢ czasteczki mMRNA poprzez zwiekszenie odpornosci na

degradacje przez enzymy dekapujgce (Dcpl/Dcp2)s.
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Rysunek 2. A. Enzymatyczna synteza kapu 1 oraz kapu 2 z udziatem 2’-O-metylotransferaz 1 oraz 2.B.
Enzymatyczna synteza kapu 1 ™6An, z udziatem CAPAM.



II.1.5 Biologiczna rola konca 5> mRNA - kapu

Koniec 5’ eukariotycznego mRNA (kap) odgrywa kluczowg role w metabolizmie catego
MRNA. Bierze on udziat w dojrzewaniu, transporcie oraz degradacji mRNA. Kap obecny na
konncu 5" mRNA chroni mRNA przed przedwczesng degradacjg przez 5’-egozonukleazy oraz
bierze udziat w procesie inicjacji biosyntezy biatka (translacji mMRNA). Obecnosc¢ kapu na koncu
5" mRNA umozliwia biatkom biorgcym udziat w translacji (kompleks biatek elF4F) rozpoznanie
konca 5 mRNA i zwigzanie go, co rozpoczyna ztozony proces biosyntezy biatka. Ostatnie
badania pokazujg, ze kap, a dokladniej kap 1 — m’GpppNmN, odgrywa kluczowg role w

rozréznianiu komoérkowego i obcego mRNAM,

11.L1.6 Splicing mRNA oraz 3’-poliadenylacja mRNA

Splicing mRNA, czyli wycinanie fragmentéw niekodujgcych z nici mRNA, jest drugim
etapem dojrzewania pre-mRNA. U organizméw eukariotycznych geny nie sg ciggte, co
oznacza, ze syntezowana ni¢ pre-mRNA sktada sie z fragmentéw sekwencji kodujgcych dany
gen — eksondw oraz sekwencji niekodujgcych — intronéw?. W czasie trwania transkrypcji, po
dotfgczeniu kapu na koncu &’ syntezowanej nici pre-mRNA, introny sg wycinane z nici mRNA.
Splicing rozpoczyna sie po zwigzaniu konca 5’ pre-mRNA (kapu) przez kompleks wigzacy kap
(ang. cap-binding complex, CBC). Po zwigzaniu kapu, kompleks biatek i RNA, zwany
spliceosomem, rozpoczyna proces wycinania introndw z nici pre-mRNA oraz fgczenia
fragmentdéw kodujgcych gen — eksonow (Rysunek 3)% °, Splicing determinuje ostateczng
sekwencje nukleotydow w nici mRNA. Jest on rowniez ostatnim etapem, na ktérym moze dojsé

do kontroli sekwencji MRNA?: 17,

Ostatnim etapem dojrzewania pre-mRNA jest 3’-poliadenylacja. Jest to proces, w
ktérym na koncu 3’ odtgczonego od RNAP Il mRNA, dotgczana jest sekwencja sktadajgca sie
z ciggu adenozyn (od 50 do 250)!8. Etap 3’-poliadenylacji nastepuje po etapie terminaciji
procesu transkrypcji pre-mRNA. Terminacja transkrpycji nastepuje po rozpoznaniu przez
RNAP Il sekwencji sygnatu poliadenylacji?. Jest to sekwencja rozpoznawana roéwniez przez
specyficzne endonukleazy, ktére odcinajg prekursorowy transkrpyt od polimerazy. Nastepnie
polimeraza poliadenylowa (ang. 3-poly(A) polymerase, PAP) dobudowuje na koncu 3
powstatego pre-mRNA cigg adenozyn, zwany ogonem poliadenylowym (ogon poli(A))> *'.
Ogon poli(A) stabilizuje czasteczke mRNA, chroni je przed przedwczesng degradacjg, a takze

odgrywa kluczowa role w translacji mRNA (Rysunek 3)*°.

Dojrzate mRNA zostaje przetransportowane z jadra komoérkowego do cytoplazmy,

gdzie ulega kolejnemu etapowi ekspresji genu — translaciji.
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Rysunek 3. Dojrzewanie mMRNA w komdrce eukariotycznej. Rysunek zaczerpnieto z pracy Jean-Clement Mars i
wsp. 4 z drobnymi modyfikacjami.

II.L1.7 Translacja mRNA

Dojrzate i w pemni funkcjonalne mRNA zostaje przetransportowane z jadra komérkowego
do cytoplazmy, gdzie ulega translacji. Translacja mMRNA jest kolejnym etapem ekspresji genu,
w ktérym na matrycy mRNA syntezowane jest funkcjonalne biatko. Proces translacji jest scisle
regulowany przez wiele biatek, co umozliwia prawidtowe funkcjonowanie komorek. Niestety,
pomimo wielu lat badan, proces regulacji translacji nie zostat jeszcze w petni poznany®. W
niniejszym rozdziale przedstawie dotychczasowg wiedze na temat procesu translacji mMRNA u
organizméw eukariotycznych, ze szczegdélnym uwzglednieniem procesow istotnych z punktu

widzenia badanh wtasnych prezentowanych w niniejszej rozprawie.

11.1.8 Translacja zalezna od kapu

U organizméw eukariotycznych wystepuje wiele mechanizméw inicjujgcych proces
translacji mRNA. Jednakze inicjacja zalezna od kapu (ang. cap-dependent translation) jest
najczesciej wystepujgcym mechanizmem inicjacji translacji w komérce. Uwaza sie, ze nawet
95% komorkowego mRNA ulega translacji zaleznej od kapu?l. W translacji zaleznej od kapu
etapem limitujgcym caty proces jest zwigzanie struktury kapu przez eukariotyczny czynnik
inicjujgcy translacje 4E (ang. eukaryotic translation initiation factor 4E, elF4E). Zwigzanie
struktury kapu przez biatko elF4E inicjuje proces tworzenia kompleksu elF4F, sktadajgcego
sie z mRNA zwigzanego z biatkiem elF4E, biatka elF4A (bedacego helikazg RNA) oraz biatka
elF4G, ktory stanowi rusztowanie do oddziatywania z innymi biatkami wchodzacymi w skfad
maszynerii translacyjnej. Wytworzony kompleks elF4F oddziatuje dodatkowo z biatkiem PABP
(ang. polyA binding protein), ktére wigze ogon poly(A). Biatko PABP, po zwigzaniu z ogonem

poli(A), oddziatuje z biatkiem elF4G, co prowadzi do utworzenia petli mRNA. Utworzony
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kompleks elF4F wraz z mRNA wigze sie, poprzez biatko elF4G, z kompleksem preinicjacyjnym
43S, w ktérego sktad wchodzg biatka elF3, elF1A i elF2, uczestniczgcego w wigzanie tRNAMe!
(incjatorowe tRNA odpowiadajgce z transport metioniny). Dodatkowo w sktad kompleksu 43S
wchodzi mata podjednostka rybosomu 40S. Kompleks 43S wraz z kompleksem elF4F tworzy
kompleks 48S, ktéry skanuje mRNA w poszukiwaniu kodonu start — kodonu AUG
rozpoczynjgcego proces translacji. Po znalezieniu, przez kompleks 48S, kodonu start,
rekrutowana jest do niego duza podjednostka rybosomu 60S, co skutkuje powstaniem
kompleksu inicjacyjnego 80S. Podczas tworzenia sie kompleksu inicjacyjnego 80S,
aktywowana jest GTPaza (enzymy hydrolizujacy GTP), w wyniku czego GTP hydrolizowane
jest do GDP, co skutkuje oddysocjowaniem z kompleksu 48S biatka elF2, dzieki czemu

mozliwe jest zrekrutowanie podjednostki rybosomu 60S (Rysunek 4)* 2022, 23,19,

40S ribosome

G elF1, elF1A, w
/ﬁ elF3, elF5 ] mRNA, elF4E, AUG
—; elF4A, elF4G
[
Initiator tRNA, By
elF2 43S pre-initiation complex

J+ Pi

elF2 and other
initiation factors

dissocintez

60S ribosomal
Subunit joins

Rysunek 4. Schemat przedstawiajgcy inicjacje translacji wedtug mechanizmu zaleznego od kapu. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Hyun-Jung Kim?4,

Po wytworzeniu kompleksu inicjacyjnego 80S rozpoczyna sie proces elongacji, czyli
wydiuzania tahcucha polipeptydowego. Translacja jest kontynuowana do momentu
rozpoznania przez kompleks 80S kodonu stop. Po zakohczeniu takiej rundy translacji, mRNA
moze zosta¢ uzyte do kolejnej rundy translacji lub zostaje skierowane na sciezke degradacji,

ktéra konczy etap ekspresiji genu.

11.1.9 Degradacja mRNA

Degradacja mRNA jest jednym z bardzo waznych procesow regulujgcych ekspresje
genow. Etap ten determinuje czas péttrwania mRNA w komorce, ktory wynosi od kilku minut
do ponad 24 h. To, w ktérym momencie mRNA zostanie skierowane na droge degradacji ma
wptyw na pule mRNA dostepng dla maszynerii translacyjnej, co w rezultacie determinuje ilos¢

wyprodukowanego biatka podczas ekspresji genu?: 26,
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11.1.9.1 Sciezki degradacji mRNA

W komorkach eukariotycznych degradacja mRNA moze przebiega¢ wedtug dwéch
alternatywnych szlakéw: degradacji w kierunku 5° = 3’ lub 3° = 5?7, W obu przypadkach
degradacja mRNA rozpoczynana jest od skrocenia ogona poli(A) transkryptu, co czesto jest
etapem limitujgcym proces degradacji nRNAZ. Za degradacje ogona poli(A) odpowiadajg dwa
odrebne kompleksy enzymatyczne: Ccr4-Not, ktorego rdzeniem katalitycznym jest kompleks
Ccr4-Caf1?® lub kompleks Pan, bedacy heterodimerem, w ktorym funkcje katalityczng petni
kompleks Pan2-Pan3%® 31, Oba kompleksy Ccr4-Not i Pan2-Pan3 sg rekrutowane przez dwa
mechanizmy. Pierwszy mechanizm obejmuje oddziatywanie tych komplekséw z biatkiem
PABP (ang. PolyA Binding Protein). W drugim mechanizmie kompleksy degradujgce ogon
poli(A) sg rekrutowane przez biatka wigzgce sie do specyficznych sekwencji mRNA (ang. RNA
binding proteins) lub przez maszynerie odpowiedzialng za wyciszanie genu, w ktorej udziat
bierze mikroRNA (Rysunek 5)%2,

A . E
TOB ) c Pan2-Pan3
Ccrd-Not
PABPC1 ~
1G A/ NI NIANININININT ) AAAAAAAA Pan2-Pan3 RNA-BP TO8 )
G NN AAMAAAAAA S
Pan2-Pan3
D
( )
Ccrd-Not
RNA-BP ¢ GW182
,,,,,,,,,,,,,,,,,, AAAAAAAA

(e
&

Pan2-Pan3
Rysunek 5. Mechanizm rekrutowania kompleksow Ccr4-Not oraz Pan2-Pan3 odpowiedzialnych za degradacje
ogona poli(A).

Po skréceniu ogona poli(A), do okoto 10 nukleotydéw?®, mRNA kierowane jest na dalszy etap
degradaciji, od konca 5’ lub 3’ (Rysunek 6). W degradacji od konca 5 (5> 3’), pierwszym
etapem jest zwigzanie kompleksu Lsm1-7 z koAcem 3° mRNA. Wytworzenie kompleksu Lsm1-
7 z mRNA inicjuje etap usuwania struktury kapu (dekapingu) przez kompleks enzymatyczny
Dcpl-Dep2 (Dcpl/2). Kompleks Dcpl/2 przecina mostek 5',5-trifosforanowy w pozycji a-3,
odcinajgc od struktury kapu m’GDP. Produktem reakcji enzymatycznej katalizowanej przez
kompleks Dcpl/2 jest m’GDP oraz transkrypt mRNA zakonczony grupg 5'-
monofosforanowg®3. Wolny od struktury kapu transkrypt mRNA zostaje zdegradowany przez
5-egoznukleaze Xrn-1, ktéra hydrolizuje mRNA na pojedyncze 5’-monofosforany

nukleozydow?,

Drugg mozliwg sciezkg degradacji mRNA jest degradacja od 3’ konca (3° > 5’). W tej
$ciezce degradacyjnej, mRNA po usuniecie ogona poli(A), jest degradowane od 3’ korica przez

egzosom — kompleks enzymatyczny sktadajacy sie z 10-12 podjednostek. Egzosom degraduje
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mMRNA od konca 3'. Egzosom degraduje mRNA do momentu natrafienia na strukture kapu na
koncu 5° RNA, ktory ze wzgledu na swojg unikalng strukture (mostek 5’,5’-trifosforanowy) nie
jest substratem dla egzosomu. Struktury kapu uwolnione podczas degradacji mMRNA 3'>5’, sg
usuwane przez enzym DcpS (ang. Decapping Scavenger), ktéry przecina mostek 5',5'-
trifosforanowy pomiedzy grupami fosforanowymi w pozycji B-y, czego produktem jest
m’GMP34,

W obu sciezkach degradacji mRNA kap znajdujgcy sie na koricu 5° mRNA jest usuwany
poprzez przeciecie mostka 5’,5'-trifosforanowego. W zaleznosci od sciezki degradacji mRNA,
w wyniku usuwania struktury kapu powstaje m’GDP lub m’GMP. Podczas gdy od dawna
Znane sg sciezki degradacyjna pozostatych metabolitbw mRNA, to dalsze etapy degradacji
metabolitdw kapu nie zostaty w literaturze opisane. W 2014 roku odkryto enzym mogacy brac
udziat w koncowym etapie degradacji metabolitbw mRNA. Jest to cytozolowa 5’-nukleotydaza
IIB (cN-IlIB), ktéra wykazuje wysokie powinowactwo do pochodnej 7-metyloguanozyny —
m’GMP i nieco nizsze powinowactwo do m’GDP. Te wstepne badania sugeruja, ze enzym ten
moze miec udziat w obu $ciezkach degradacyjnych mRNA3 3¢ ale obserwacije te nie zostaty

jeszcze potwierdzone w badaniach na uktadach komoérkowych.

m’GpppNpN — "] ORF ST [AAARARA |
Deadenylacja l
()
m’GpppNpN = SUTR @ap 5 ) Cord-Not lub Pan2/3
F’:PNPN% |_T LSN“ -{ ) mTGppprN% ORF 33

\ - jo J Egzosom
' — &y

l Fragmenty mRNA
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Rysunek 6. Schemat ogdlny przedstawiajgcy sciezki degradacyjne mRNA wraz z potencjalng rolg enzymu cN-I11B
w degradacji metabolitéw konca 5° mRNA. Rysunek przygotowano na podstawie pracy Graneau i wsp.3’

II.2 Biatka zaangazowane w metabolizm nukleotydéw
Nukleotydy sg bardzo istotnymi biomolekutami z punktu widzenia prawidtowego
funkcjonowania komorek. Sg one budulcem kwasow nukleinowych: DNA oraz RNA i zostajg

uwolnione w procesie ich degradaciji. Wolne, niezwigzane nukleotydy sg zaangazowane we
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wszystkie gtéwne szlaki metaboliczne w komérkach. Biorg one udziat w purynergicznym
transferze energii oraz dziatajg jako czgsteczki sygnatowe. 5-Trifosforan guanozyny (GTP)
odgrywa kluczowg role podczas syntezy biatek. Nukleotydy wykorzystywane sg jako
potprodukty podczas syntezy weglowodanodw i lipidéw, jak réwniez sg waznymi skiadnikami
koenzymow. Liczba funkcji jakie petnig nukleotydy w komodrce, sprawia, ze ich poziom jest
starannie i nieustanie kontrolowany przez wiele enzymow. Zaburzenie metabolizmu

nukleotydéw moze by¢ niebezpieczne dla komdrek i moze prowadzi¢ do ich $mierci®.

II.2.1 Enzymy odpowiedzialne za metabolizm nukleotydéw - 5%’
nukleotydazy

Grupg enzymow odpowiedzialnych za regulacje poziomu nukleotydéw wewnatrz oraz
zewnatrz komorkowych sg 5’-nukleotydazy. Aktywnos¢ 5’-nukleotydaz zostata po raz pierwszy
zidentyfikowana w miesniach serca oraz miesniach szkieletowych niemal 90 lat temu®®. 5'-
Nukleotydazy to grupa enzymow, ktéra jest odpowiedzialna za katalizowanie reakcji
defosforylacji niecyklicznych 5’-monofosforanéw (2’-deoksy)rybonukleozydow (5°-NMP) do
odpowiedniego (2’-deoksy)rybonukleozydu oraz nieorganicznego fosforanu (Rysunek 7).
Gtéwng rolg 5’-nukleotydaz jest kontrolowanie stezenia nukleotyddw otrzymanych wewnatrz

komorki de novo lub w wyniku szlaku rezerwowego (ang. Salvage pathway)*.

Zasada azotowa :A G U, C T Zasada azotowa :A G, U, C, T
1 0
HO- F" -0 1) 5-nukleotydazy, Mg?* HO 0 T
o + H,0 - + HO-P-OH
OH R OH R Q
5-NMP Nukleozyd Nieorganiczny
R: -H lub -OH R -H lub ~OH fosforan

Rysunek 7. Schemat reakcji katalizowanej przez 5'-nukleotydazy.

Dotychczas w ludzkich komoérkach zidentyfikowano osiem enzymow nalezgcych do
rodziny 5-nukleotydaz. Enzymy te sg klasyfikowane ze wzgledu na swojg specyficznosé
substratowg, lokalizacjg w komorce oraz ich aktywnos¢ wzgledem 5’-monofosforanéw
nukleozydéw®. Najwiecej nukleotydaz zlokalizowanych jest wewnatrz komorki — w
cytoplazmie — sg to cytozolowe 5-nukleotydazy. 5’-nukleotydazy zlokalizowano réwniez w
mitochondrium (mitochondrialna 5’-nukleotydaza) oraz po zewnetrznej stronie bfony
komorkowej (ekto 5’-nukleotydaza). Zaburzenie aktywnosci $5’-nukleotydaz zostato
skorelowane z wieloma chorobami, ktére sg spowodowane poprzez zaktdécenie gospodarki

nukleozyddw i nukleotydow w komdrkach?43,

5’-nukleotydazy, oprécz powinowactwa do naturalnie wystepujgcych nukleozyddw,

wykazujg rowniez aktywnos¢ wzgledem modyfikowanych nukleotydow stosowanych w wielu
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terapiach przeciwwirusowych oraz przeciwnowotworowych?**. Z powodu waznych funkcji jakie
5’-nukleotydazy petniag w komorkach staly sie one interesujgcym obiektem badawczym, a

niektore z nich takze celem terapeutycznym w leczeniu choréb nowotworowych?:,

[1.2.1.1 Ekto- i mitochondrialna 5’-nukleotydaza

Zakotwiczona po zewnetrznej stronie blony komorkowej, za pomoca
glikozylofosfatydyloinozytolowej (GPI) kotwicy, ekto 5’-nukleotydaza jest zaangazowana w
usuwanie zewnatrzkomorkowych nukleotydow. Ekto 5-nukleotydaza wystepuje rowniez w
formie rozpuszczalnej w surowicy. Obie formy enzymu wykazujg najwieksze powinowactwo
wzgledem 5’-monofosforanu adenozyny (AMP), katalizujgc tym samym hydrolize AMP do
adenozyny i nieorganicznego fosforanu. Poprzez kontrolowanie stezenia AMP, na zewnatrz
komorki, ekto 5-nukleotydaza jest odpowiedzialna za modulowanie transdukcji sygnatowe;
purynergicznego transferu energii*. Wzmozona aktywnos$é ekto 5’-nukleotydazy jest rowniez
kluczowa w przewlektych chorobach zapalnych. Ekto 5-nukleotydaza zwieksza stezenie
adenozyny, ktéra jest odpowiedzialna za ttumienie stanu zapalnego®. Jednakze w przypadku
choréb nowotworowych, nadaktywnosc¢ i zwiekszone stezenie ekto 5’-nukleotydazy w mikro
srodowisku guza przeciwdziata naturalnej obronie organizmu przed nowotworem. Z tego
powodu ekto 5-nukleotydaza stata sie jednym celéw terapeutycznych skierowanych
przeciwko chorobom nowotworowym, w ktorych wykorzystuje sie pochodne nukleotyddw jako

terapeutyki®.

Mitochondrialna 5’-nukleotydaza (mdN), znajdujgca sie wewngtrz mitochondrium, jest
de facto 5’-(3’)-deoksynukleotydazg, poniewaz jej substratami sg 5’,(3’)-monofosforany 2’-
deoksynukleozydéw. Mitochondrialna  5’-nukleotydaza jest homologiem enzymu
wystepujgcego w cytoplazmie — cytozolowej 5-deoksynukleotydazy. Oba enzymy sa
kodowane przez ten sam gen znajdujgcy sie na 17 chromosomie. Sekwencja obu enzymow
jest identyczna w 52%. Mitochondrialna 5’-nukleotydaza wykazuje preferencje wzgledem
5'(3’)-monofosforandéw tymidyny oraz urydyny (dTMP oraz dUMP). Rolg tego enzymu jest
regulowanie poziomu dTTP wewnatrz mitochondrium. Regulowanie poziomu odbywa sie
poprzez defosforylacje 5-monofosforanéw 2’-deoksynukleozydéw (dTMP). Mitochondrialna
5’-nukleotydaza swojg aktywnoscig zapobiega akumulacji dTTP wewnatrz mitochondrium.
Jest to niezwykle istotne z punktu widzenia procesu replikacji mitochondrialnego DNA.
Nagromadzenie dTTP, spowodowane nieprawidtowym funkcjonowaniem mdN, moze
powodowac¢ defekty w replikacji DNA, co jest powigzane z autosomalng chorobg recesywna,

zwang encefalomiopatig*’-°.

11.2.1.2 Cytozolowe 5’-nukletoydazy
Najwiekszg pule enzymdéw nalezgcych do rodziny 5’-nukleotydaz zidentyfikowano w

cytoplazmie. Do tej pory w cytoplazmie znaleziono szesciu przedstawicieli tej grupy enzymow.
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S3a to 5’-deokynukleotydaza (5’-cdN), bedgca homologiem wczes$niej wspomnianego enzymu
mdN, oraz 5-nukleotydazy IA, 1B, II, IIA, IlIB (cN-IA, cN-IB, cN-Il, cN-llIA oraz cN-IlIB).
Cytozolowe 5’-nukleotydazy przynalezg do superrodziny enzyméw (ang. superfamily
enzymes) haloacid dehalogenase (HAD), posiadajgcych dwie domeny: core domaine —
zawierajgcej zmodyfikowany Rossman fold oraz CAP domaine. Obie domeny, wspdlnie,
tworzg miejsce katalityczne enzymow. Aktywnosé katalityczna 5’-nukleotydaz zalezy od
obecnosci dwuwartosciowych jonéw metali — w przypadku 5’-nukleotydaz jonami tymi sg jony
Mg?®*. Dwuwarto$ciowe jony magnezu koordynujg wigzanie reszty fosforanowej nukleotyddw

wewnatrz centrum katalitycznego®’.

Cytozolowe 5-nukleotydazy sg zréznicowane ze wzgledu na swojg specyficznosé
substratowg. Specyficznos¢ substratowa 5-nukleotydaz determinuje ich miejsce
wystepowania. 5’-nukleotydaza |A, zwana réwniez AMP-specyficzng nukleotydazg, petni
kluczowg role w regulacji poziomu purynowych nukleotydéw i wystepuje w komoérkach migsni
szkieletowych, gdzie jest odpowiedzialna za wytwarzania adenozyny z AMP w warunkach
niedokrwienia®’. cN-IA oprocz swojej roli katalitycznej, moze pei¢ role autoantygenu w
chorobach miesniowych, ktére majg powigzanie z nowotworem piersi*?. Ciekawym
przedstawicielem 5’-nukleotydaz jest enzym cN-ll. Enzym cN-1I wykazuje wysokie
powinowactwo do IMP (5’-monofosforan inozyny). Oprocz aktywnosci hydrolitycznej, enzym
ten wykazuje rowniez aktywno$¢ fosfotransferazy. W odpowiednich warunkach
fizjologicznych, cN-Il, przenosi reszte fosforanowg z purynowych nukleotydéw na inozyne lub
guanozyne. Aktywno$¢ fosfotransferazy zostata wykorzystana w chemii medycznej do
aktywowania przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych terapeutykéw pochodzenia
nukleozydowego®. Jednakze cN-lIl moze réwniez deaktywowaé analogi nukleotydow

powszechnie stosowane jako terapeutyki**.

II.2.2 Cytozolowa 5’-nukleotydaza IlIB i jej potencjalny udziat w
metabolizmie pochodnych konca 5° mRNA

W komoérkach eukariotycznych, oprocz naturalnych nukleotydéw, wystepujg rowniez
modyfikowane nukleotydy. Jednym z przyktaddw modyfikowanych nukleotydow jest 5'-
monofosforan 7-metyloguanozyny (m’GMP). m’GMP tak jak naturalne nukleotydy, musi
ulega¢ metabolizmowi w celu zachowania homeostazy w komoérce. Do nie dawna, nie byto
wiadomo jaki enzym odpowiada ze degradacje tego zwigzku w komérce. Sytuacja ta zmienita
sie na poczatku 2013 roku, kiedy to w pracy Buschmann i wsp. przedstawiono po raz pierwszy
cytozolowa 5’-nukleotydaze 11IB (cN-111B). Enzym cN-I1IB wykazuje powinowactwo do m’GMP
i katalizuje reakcje jego defosforylacji do 7-metyloguanozyny i nieorganicznego fosforanu
(Rysunek 8)°.

27



v 9 0

h: \
NH
< | A
9 N N’)\NHz <N N)\NH
HO-P-0— eN-1lIB, Mg?* HO o ¢z 0
& +  H,0 + HO-P-OH
OH OH OH OH o

Rysunek 8. Reakcja enzymatycznej defosforylacji m’GMP przez enzymy cN-111B

Enzym cN-IIIB jest homologiem innej cytozolowej 5’-nukleotydazy — 5’-nukleotydazy
IIA (cN-111A). Identycznosc¢ i podobienstwo sekwencji obu enzymow wynosi odpowiednio 59%
i 80%. Co ciekawe, pomimo podobienstwa w sekwencji enzyméw cN-IlIA i [lIB, ich
specyficzno$¢ substratowa znaczaco sie rozni®*®. Enzym cN-llIA katalizuje reakcje
defosforylacji gtéwnie nukleotyddéw pirymidynowych. Enzym ten zostat zlokalizowany w
komérkach czerwonych krwinek (erytrocytach). Brak lub obnizona aktywnos¢ enzymu cN-I1IA
w komorkach czerwonych krwinek skutkuje nagromadzeniem sie nukleotydow
pirymidynowych, co zostato powigzane z hemolityczng anemig®. W odréznieniu od cN-IlIA,
enzym cN-IlIB katalizuje reakcje defosforylacji zaréowno purynowych (GMP i AMP) jak i
pirymidynowych (UMP i CMP) nukleotydéw. Unikalnos¢ enzymu cN-IlIB wzgledem
pozostatych 5’-nukleotydaz polega na tym, ze enzym ten katalizuje réwniez reakcje
defosforylacji modyfikowanego nukleotydu m’GMP, do ktérego wykazuje najwyzsze
powinowactwo (Kn= 7.8 uM). Preferencje substratowe enzymu cN-IlIB zostaty wyttumaczone
w 2014 roku na podstawie struktury krystalograficznej enzymu cN-IlIB wraz z produktem
reakcji enzymatycznej katalizowanej przez ten enzym — 7-metyloguanozyng. Pierwsza
struktura krystalograficzna enzymu cN-IIIB pochodzita z enzymu wyizolowanego z Drosophila
melanogaster (muszki owocowki) (Rysunek 9)*. W kieszeni wigzgcej enzymu cN-IIIB z
Drosophila znajduje sie pie¢ aminokwaséw bezposrednio oddziatujgcych z 7-
metyloguanozyng. Sg to kwas glutaminowy (Glu103), seryna (Ser 124) oraz trzy aminokwasy
aromatyczne: fenyloalanina (Phe 75) i dwa tryptofany (Trp120 i Trp121). Kwas glutaminowy i
seryna sg akceptorami i donorami wigzan wodorowych. Aminokwasy te oddziatujg z grupami
hydroksylowymi w pozycji 2’ i 3’ rybozy oraz z tlenem w pozycji 6 guaniny. Preferencje enzymu
cN-11IB do dodatnio natadowanej 7-metyloguanozyny wyjasnia sposéb utozenia pierscieni
aminokwasow aromatycznych w kieszeni wigzgcej. Pierscienie aromatyczny fenyloalaniny 75
oraz tryptofanu 120 sg ustawione réwnolegle wzgledem siebie w odlegtosci 3.5A tworzac
typowy motyw oddziatywania warstwowego, tzw. motyw kanapki (ang. -1 stacking, sandwich
motif). Uktad pierscieni aromatycznych fenyloalaniny 75 i tryptofanu 120 oddziatuje warstwowo
z uktadem 1T elektronowym 7-metyloguainy, stabilizujgc jg w kieszeni wigzgcej enzymu cN-
IIIB. Uktad T elektronowy tych aminokwasow oddziatuje dodatkowo z kationem w pozycji N7

pierscienia zasady azotowej poprzez kulombowskie oddziatywanie warstwowe (ang. cation- 17
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stacking coulomb interaction). Tryptofan 121, ktory lezy w ptaszczyznie prostopadtej do
fenyloalaniny 75 i tryptofanu 120, dodatkowo stabilizuje pierscien 7-metyloguaniny poprzez
oddziatywanie warstwowe (ang. T-Shaped Edge-to-face) z grupg metylowag® (Rysunek 9A).
Ukfad pierscieni aminokwasow aromatycznych w kieszeni wigzgcej enzymu cN-IlIB jest
charakterystyczny dla biatek rozpoznajgcych strukture 7-metyloguanozyny — podobny uktad

jest widoczny w strukturach krystalograficznych biatka elF4E oraz enzymu DcpS*6.
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Rysunek 9. Kieszen wigzgca enzymu cN-IIIB na podstawie struktury krystalograficznej uzyskanej dla enzymu
pochodzgcego z muszki owocowki. A. Kieszen wigzgca enzymu cN-11IB wraz z m’G (produkt reakcji
enzymatycznej). B. Kieszen wigzgca enzymu cN-IIIB wraz z cytozyna (produkt reakcji enzymatycznej). Rysunek
zaczerpnieto z pracy Monecke i wsp.3®

11.2.2.1 Pierwsze nukleotydowe inhibitory enzymu cN-I11B

Wysokie powinowactwo enzymu cN-IlIB do m’GMP sugeruje, ze enzym ten moze
odgrywac bardzo wazna role w koncowym etapie metabolizmu konca 5’ mRNA, zapobiegajac
tym samym akumulacji m’GMP w komorce. Co wiecej, enzym cN-1IIB, tak jak pozostate
enzymy z rodziny 5’-nukleotydaz, moze bra¢ udziat w degradacji pochodnych nukleotydéw o
znaczeniu terapeutycznym, gtéwnie pochodnych 7-metyloguanzyny. Jednakze do chwili
obecnej, rola tego enzymu nie zostata do konca wyjasniona. Poza klasycznymi metodami
biologii molekularnej i genetyki, w przyblizeniu roli enzymu cN-IlIB pomocne mogg by¢
narzedzia molekularne takie jak specyficzne inhibitory czy probniki. Do roku 2017, w literaturze
brak byto jakichkolwiek doniesiehr dotyczgcych syntezy inhibitoréw enzymu cN-I1IB. Pierwsze
inhibitory enzymu cN-IIIB zostaty opracowane i opublikowane w roku 2017 przez autora
niniejszej rozprawy®3. W pracy tej jako szkielet do syntezy inhibitorow enzymu cN-IIIB,
wykorzystano m’GMP. Wzorujgc sie na strukturze 7-metyloguanozyny, zapewniajgcej wysokie
powinowactwo do enzymu cN-IIIB oraz selektywno$¢ wzgledem pozostatych 5’-nukleotydaz,
zaprojektowano i zsyntezowano cztery analogi m’GMP. Zaprojektowane zwigzki posiadaty
modyfikacje w obrebie reszty fosforanowej w pozycji 5 rybozy. Celem wprowadzonych
modyfikacji byto uodpornienie tych zwigzkéw na degradacje enzymatyczng katalizowang

przez enzym cN-llIB. Analogi m’GMP otrzymano przy uzyciu reakcji azydkowo-alkinowej
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cykloaddycji katalizowanej jonami miedzi (I) (ang. Copper Catalyzed Azide-Alkyne
Cycloaddition- CUAAC) (Rysunek 10A). Otrzymane zwigzki zbadano pod katem ich stabilnosci
chemicznej, enzymatycznej oraz selektywnosci wzgledem biatek rozpoznajgcych strukture
kapu — biatko elF4E oraz DcpS. Wykazano, ze zwigzki, w ktoérych grupe fosforanowg
zastgpiono grupg 1,2,3-triazolofosfonianowg byly odporne na degradacje enzymatyczna.
Natomiast zwigzek, do ktérego wprowadzono ugrupowanie 1,2,3-triazolofosforanowe okazat
sie by¢ dobrym substratem enzymu cN-IIIB. Ponadto, zwigzek ten byt szybciej degradowany
przez enzym cN-IlIB niz naturalny substrat tego enzymu — m’GMP. Jeden sposrod
otrzymanych zwigzkéw okazat sie by¢ mikromolarnym inhibitorem enzymu cN-IIIB (Rysunek
10B). Ponadto, zwigzek ten wykazywat selektywnos¢ wzgledem cNIII-B, poniewaz nie
oddziatywat efektywnie z biatkami elF4E i DcpS. Wstepne badania przedstawione w tej prac
pokazaty réwniez, ze w warunkach in vitro enzym cN-IlIB degraduje metabolity konca 5° mRNA

powstate w wyniku dziatania na strukture kapu enzymem DcpS (Rysunek 10C,D)%2,
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Rysunek 10. Pierwsze inhibitory enzymu cN-I1IB — synteza i wtasciwosci. A. Struktury zsyntezowanych inhibitoréw
enzymu cN-IlIB; B. Badanie wtasnosci inhibitorowych triazolowych inhibitoréw enzymu cN-IlIB; C,D, Badanie

selektywnosci pierwszego inhibitora enzymu cN-111B wzgledem biatka elF4E i DCPS. Rysunek zaczerpnieto z pracy
Kozarski i wsp.53

1I.3 Inne biatka zaangazowane w metabolizm konca 5 mRNA
jako cele terapeutyczne

5’-nukleotydaza IlIB, ktdrego rola zostata szczegdtowo opisana w powyzszym rozdziale,
bierze udziat w jednym z ostatnich etapow metabolizmu kornica 5° mRNA. W komodrkach
eukariotycznych istniejg enzymy katalizujgce reakcje degradacji bardziej ztozonych struktur

nukleotydowych niz 5’-monofosforany nukleozydéw. Tymi enzymami sg enzymy DcpS (ang.
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Scavenger decapping enzyme) oraz kompleks enzymow Dcpl-Dcp2 (Dcpl/2). Oba enzymy
odgrywajg kluczowg role w regulacji ekspresji genu. Dodatkowo, aktywno$¢ enzymu DcpS i
kompleksu Dcpl/2 zostata skorelowana z rdzeniowym zanikiem miesni (ang. spinal muscular
atrophy, SMA)** %5, Z tego powodu oba enzymy znalazty sie w centrum zainteresowan wielu

grup badawczych.

Metabolizm konca 5 mRNA obejmuje zaréwno proces jego degradacji przez enzymy
dekapujgce, jak i proces translacji. Proces translacji mRNA jest regulowany przez kompleks
biatek oddziatujgcych ze strukturg kapu (ang. cap-binding complex, CBC). Jednym z biatek
nalezacych do tego kompleksu, jest eukariotyczny czynnik inicjujgcy translacje 4E (elF4E).
Badania dotyczace biatka elF4E wykazaty, ze biatko to jest nadeksprymowane w komérkach
nowotworowych, w ktérych proces translacji jest ciggle na wysokim poziomie®. Fakt ten
spowodowat, ze biatko elF4E stato sie celem terapeutycznym w leczeniu choréb

nowotworowych.

1.4 Synteza naturalnych i modyfikowanych nukleotydéw

oraz kwasow nukleinowych

Nukleotydy (mono-, di- oraz trifosforany nukleozydéw), zaraz po nukleozydach, sg
najbardziej podstawowymi jednostkami budujgcymi ztozone biopolimery kwasow
nukleinowych. Petnig one réwniez liczne funkcje niezbedne do prawidiowego funkcjonowania
komérek. Z tego powodu nukleotydy i ich pochodne staly sie interesujgcym obiektem
badawczym — zaczeto rozwija¢ wiele metod syntetycznych majacych na celu synteze
naturalnych i modyfikowanych nukleotydéw. W ponizszych rozdziatach opisze powszechnie
stosowane metody syntezy chemicznej nukleotydéw, zaréwno naturalnych jak i

modyfikowanych, oraz kwasoéw nukleinowych.

1I.4.1 Synteza mono-, di- oraz trifosforanéw nukleozydéw
[1.4.1.1 Reakcje fosforylacji nukleozydéw

Jedng z najbardziej powszechnych reakcji stosowanych w chemii nukleotydéw jest
reakcja 5’-fosforylacji nukleozydéw. Celem tej reakcji jest otrzymanie 5-monofosforanu
nukleozydu. Do tego celu najczesciej stosowang reakcjg jest reakcja fosforylacji Yoshikawy®’.
Reakcja fosforylacji Yoshikawy jest szybkg i wydajng reakcjg, w ktérej jako odczynnik
fosforylujgcy wykorzystuje sie trichlorek fosforylu (POCIs) oraz fosforan trimetylu ((CHz0)sPO)
jako rozpuszczalnik. W reakcji fosforylacji Yoshikawy fosforan trimetylu, w pierwszej kolejnosci
reaguje z trichlorkiem fosforylu, tworzgc kompleks, ktéry nastepnie reaguje z grupag
hydroksylowg w pozycji 5 rybozy. Zattoczenie steryczne spowodowane duzym rozmiarem
powstatego kompleksu, utrudnia przytgczenie trichlorku fosforylu w pozycjach 2’ i 37 i

warunkuje jej regioselektywnosé. Spowolnienie reakcji poprzez obnizenie temperatury do 0 °C
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dodatkowo zwieksza regioselektywnos¢ tej reakcji®’. Mechanizm reakcji fosforylacji Yoshikawy

przedstawia Rysunek 11.

Zasada 0
Il
HO o POCl ,  ci—P-0
(MeO),PO, 0 °C Cl
OH OH OH ©OH OH QOH
nukleozyd Produkt przejsciowy 5'-monofosforan nukleozydu
Cl. .
Cl E Cl \O g o - " _’-p:,oo" cr
. * \ G o-pr0
Cl 0 o \
Trichlorek fosforyl ik — -
fic ylu Rozpuszczalnik Odczynnik oaforylulecy

fosfaran trimetylu

Rysunek 11. Schemat reakcji fosforylacji nukleozyddéw z wyréznionym etapem tworzenia odczynnika
fosforylujgcego. Otrzymywanie 5'-monofosforandw nukleozyddw przy uzyciu reakcji Yoshikawy>’

11.4.1.2 Reakcje wydtuzania tancucha fosforanowego

W wyniku reakcji fosforylacji otrzymywany jest 5’-monofosforan nukleozydu (5’-NMP),
ktéry mozna poddac dalszym reakcjom, majgcym na celu wydtuzenie ftancucha fosforanowego
poprzez dotgczenie kolejnych grup fosforanowych. Kolejne grupy fosforanowe mogg zostac
przytgczone do nukleotydu m.in. za pomoca reakcji sprzegania, w ktérej biorg udziat pochodna
NMP z aktywowang grupg fosforanowa, oraz nieorganiczny fosforan lub jego pochodne.
Czesto, grupe fosforanowg NMP aktywuje sie w reakcji Mukaiyamy-Hashimoto do 5’-P-
imidazolidu (5’-NMP-Im). W reakcji Mukaiyamy-Hashimoto resztg fosforanowg nukleozydu
aktywowany jest imidazolem w obecnosci trifenylofosfiny (PhsP), trietyloaminy (TEA) oraz
ditiodipirydyny (DTDP)(Rysunek 12)%8.0Oprécz imidazolu stosowane sg réwniez inne grupy
aktywujgce grupe fosforanowg. Przyktadem takich grup aktywujgcych jest morfolina tworzaca
morfolinofosforan czy grupa amidowa tworzgca amidofosforan®%-5, Alternatywnym podejsciem
syntezy 5’-oligofosforandéw nukleozydow jest zastosowanie chemii fosforu (1), po raz pierwszy
zaproponowanej przez J. Ludwiga i F. Ecksteina®2. W tym podejsciu aktywowany triester
fosforynu nukleozydu ulega reakcji z pirofosforanem tworzac cykliczny trifosforan nukleozydu,

ktéry nastepnie ulega utlenieniu i hydrolizie tworzgc 5'-NTP®2,
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Rysunek 12. Aktywacja 5'-NMP za pomocg imidazolu. A. Schemat syntezy P-imidolizdu 5'-NMP; B. Mechanizm
reakcji imidazolowania 5'-NMP przy uzyciu reakcji Mukaiyamy-Hashimoto®®.

Aktywowany P-imidazolid NMP mozna nastepnie poddac¢ reakcji sprzegania z
nieorganicznym fosforanem lub pirofosforanem w obecnosci dwuwartosciowych jonéw metali

Mg?* lub Zn?* tworzac 5'-difosforan lub 5’-trifosforan nukleozydu (Rysunek 13)82,
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Rysunek 13. Schemat syntezy 5'-trifosforanéw nukleozyddw przy uzyciu aktywowanego P-imidazolidem 5'-NMP.

W analogiczny sposéb, stosujgc reakcje sprzegania oraz P-imidazolowg pochodng
nukleotydu, mozliwe jest potgczenie dwoch nukleotydédw mostkiem 5’,5-fosforanowym
(Rysunek 14)8,
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Rysunek 14. Schemat syntezy kap 0. Reakcja sprzegania m’GDP z imidazolowg pochodng pApG w obecnosci
dwuwartos$ciowych jonéw metali®.

[1.4.2 Synteza  7-metyloguanozyny oraz  5’-fosforanéw 7-
metyloguanozyny — reakcja metylacji
Jedng z cech charakterystycznych konca 5 mRNA jest dodatnio natadowana 7-

metyloguanozyna. Jest ona wprowadzana do mRNA na etapie syntezy i dojrzewania poprzez
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enzymatyczng metylacje guanozyny na koncu 5’ mRNA (Rozdziat 11.1.4.). 7-Metyloguanozyne
mozna otrzymac réwniez w warunkach laboratoryjnych, za pomocg reakcji chemicznych,
stosujgc odpowiednie odczynniki alkilujgce. Powszechnie stosowanymi odczynnikami
alkilujgcymi sg jodek metylu czy siarczan dimetylu, ktére w reakcji substytucji nukleofilowe;j
bezposrednio alkilujg nukleofilowy atom azotu w pozycji N7 guanozyny. W zaleznosci od
zastosowanego odczynnika alkilujgcego, reakcje metylacji prowadzi sie w réznych warunkach.
W przypadku reakcji z udziatem jodku metylu, reakcje metylacji prowadzi sie zazwyczaj w
DMSO. Natomiast w przypadku reakcji z udziatem siarczanu dimetylu, medium reakcyjnym
jest buforowany roztwér wodny. Ze wzgledu na nukleofilowy charakter atomu azotu w pozycji
N7, reakcja alkilacji przebiega w sposéb chemoselektywny, pod warunkiem, ze zachowane sg
odpowiednie warunki kwasowo-zasadowe (Rysunek 15). Zbyt dtugie prowadzenie reakdji
metylacji moze jednak powodowaé powstanie produktéw ubocznych, ktdrymi najczesciej sg

zwigzki posiadajgce dodatkowg grupe metylowg w obrebie reszty fosforanowe;j.
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Rysunek 15. Schemat reakcji N’-metylacji GMP dwiema niezaleznymi metodami - z wykorzystaniem Me2SO4 lub
CHeal.

11.4.3 Synteza oligonukleotydéw za pomocg syntezy na podiozu

stalym

Oligonukleotydy, czyli nukleotydy potgczone wigzaniem 3’,5’- fosfodiestrowym sg
wykorzystywane zaréwno w biologii molekularnej, jako narzedzia do badania procesow
zwigzanych z kwasami nukleinowymi, jak i w medycynie, gdzie sg podstawg wielu terapii, m.in.
jako oligonukleotydy antysensowne. Metody syntezy oligonukleotydéw eksplorowane sg od lat
50. XX wieku, kiedy to grupa profesora A.R. Todda zaprezentowata synteze dinukleotydu
pofgczonego wigzaniem 3’,5'-fosfodiestrowym przy uzyciu 3’-H-fosfonianéw nukleozydow®.
Praca ta stata sie inspiracjg dla innych grup badawczych, ktére rozwijaty r6zne metody syntezy
oligonukleotydéw, a takze opracowywaty udoskonalenia technologiczne, ktore ostatecznie
umozliwity petng automatyzacje syntezy. Obecnie najczesciej stosowang, a zarazem
najszybszg metodg stuzgcg do syntezy oligonukleotyddw, jest metoda na podtozu statym, w
ktérej blokami budulcowymi sg amidofosforyny. Powszechnie stosowanym podtozem statym
stosowanym podczas syntezy oligonukleotydéw, do ktérego przytaczony jest pierwszy
nukleozyd w syntezowanej sekwencji, jest miedzy innymi szkto o kontrolowanej porowato$ci

(ang. controlled-pore glass, CPG) lub odpowiednio spreparowany polistyren (PS).
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Synteza oligonukleotydow na podtozu statym skiada sie z czteroetapowego cyklu.
W pierwszym etapie cyklu, z nukleozydu przytwierdzonego do podtoza, usuwa sie grupe
zabezpieczajgcg — grupe dimetylotrytylowg (DMTr) z pozycji 5-OH. Grupe DMTr zwykle
usuwa sie za pomocg kwasu dichloro- lub trichlorooctowego w DCM (Rysunek 16A). Po
odbezpieczeniu pozycji 5’-OH, w drugim etapie cyklu — zwanym sprzeganiem, do nukleozydu
przytagczonego do podtoza przylgcza sie, w reakcji sprzegania, drugi (liczgc od konca 3’)
nukleozyd w sekwencji. Reakcja sprzegania zachodzi pomiedzy 3’-amidofosforynem
nukleozydu, a odbezpieczong grupg 5-OH, w obecnosci tak zwanego aktywatora.
Aktywatorem w reakcji sprzegania jest roztwor 5-(Benzyltio)-1H-tetrazolu, ktéry inicjuje reakcje
sprzegania poprzez aktywowanie amidofosforynu (Rysunek 16B). Po reakcji sprzegania,
kolejnym etapem w cyklu jest etap utleniania, w ktorym fosfor (Ill) utleniany jest do P(V).

Utleniaczem w tym etapie syntezy jest roztwor jodu w pirydynie (Rysunek 16C).
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Rysunek 16. Mechanizmy etapdw syntezy oligonukleotydéw za pomocg syntezy na podtozu statym A. Detrytylacja;
B. Sprzeganie; C. Utleniane
Ostatnim etapem w cyklu jest usuniecie grupy DMTr z pozycji 5 przylgczonego
nukleozydu. W jednym cyklu przytgczany jest zawsze jeden nukleozyd z sekwencji. W
przypadku przytgczenia kolejnych nukleozydow, cykl sie powtarza az do uzyskania sekwencji
zaprojektowanego oligonukleotydu. W przypadku syntezy sekwencji zawierajgcej wiecej niz

dwa nukleotydy, wymagany jest dodatkowy etap w cyklu. Etapem tym jest tak zwany capping.

35



Podczas cappingu nieprzereagowane nukleozydy posiadajgce odbezpieczong grupe 5'-
hydroksylowg, zabezpiecza sie ponownie przy uzyciu grupy acetylowej. Nukleozyd
zabezpieczony grupg acetylowg nie bedzie reagowac¢ w kolejnym cyklu sprzegania. Dzieki
etapowi cappingu ogranicza sie powstawania mutacji — delecji, w syntezowanej sekwencji
oligonukleotydu. Po przytgczeniu ostatniego nukleozydu, otrzymany oligonukleotyd odcina sie
od podtoza w warunkach zasadowych, np. przy uzyciu roztworu amoniaku i metyloaminy. Po
odcieciu od podtoza, ostatnim etapem syntezy oligonukleotydu jest usuniecie pozostatych grup

zabezpieczajgcych, ktore nie zostaty usuniete podczas syntezy (Rysunek 17),
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Rysunek 17. Synteza oligonukleotydéw za pomocg syntezy na podtozu statym. Czteroetapowy gtéwny cykl

syntezy uwzgledniajgcy etap detrytylacji, sprzegnia, ulteniania oraz dodatkowe etapy: , odcinanie oraz
odbezpieczania ostatecznego oligonukleotydu.
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11.4.4 Synteza mRNA - reakcja transkrypcji in vitro

Najszybszg metodg syntezy krotkich fragmentéw RNA jest synteza na podtozu statym,
opisana w poprzednim rozdziale. Za pomoca syntezy na podtozu statym mozliwa jest synteza
RNA o dlugosci maksymalnie 200 nukleotydéw. Przewazne jednak, metody syntezy RNA na
podiozu statym wykorzystuje sie do syntezy krétkich, ok. 20 nukleotydowych, fragmentéw
RNA®. Do syntezy dtuzszych, w peti funkcjonalnych fragmentéw RNA, uzywa sie reakc;ji
transkrypcji in vitro. Pierwsze doniesienia dotyczace syntezy RNA za pomocg reakcji
transkrypciji in vitro (ang. in vitro transcription, IVT) pochodzg z lat 90., XX wieku®’- %8, Reakcja
transkrypciji in vitro jest reakcjg enzymatyczna, w ktorej do syntezy RNA wykorzystywany jest
enzym — polimeraza RNA. Powszechnie stosowanymi polimerazami w reakcji IVT sa
polimerazy RNA z fagéw SP6 oraz T7%. Polimeraza RNA (ang. RNA polymerase, RNAP),
podczas reakcji IVT, syntezuje ni¢ RNA na liniowej matrycy DNA. Synteza RNA, podczas
reakcji IVT, przebiega w sposéb analogiczny jak to sie dzieje w komérkach. Polimeraza RNA,
po rozpoznaniu sekwencji promotora na nici DNA, wigze sie z dwuniciowym DNA (ang. double-
stranded DNA, dsDNA), po czym rozplata dwuniciowg ni¢ DNA w celu przeprowadzenia
syntezy RNA. RNA jest syntezowane przez RNAP w kierunku 5’-3’. Substratami polimerazy
RNA sg 5'-trifosforany nukleozydoéw (5-NTP). Polimeraza przesuwajgc sie po nici DNA,
wigcza do syntezowanej nici RNA §’-NTP zgodnie z kolejno$cig wynikajgcg z matrycy DNA
(Rysunek 18). Polimeraza tgczy ze sobg kolejne 5’-NTP wigzaniem 3’-5" fosfodiestrowym,
odigczajgc od 5-NTP pirofosforan(P.O-;*). Zakonczenie reakcji IVT moze nastgpi¢, gdy
polimeraza RNA natrafi na specjalng sekwencje nukleotydéw na matrycy dsDNA — sekwencje
stop lub po dotarciu do kohca zlinearyzowanej sekwencji matrycy dsDNA (tzw. transkrypcja
run-off)®®. W obu przypadkach polimeraza RNA uwalnia dsDNA oraz syntezowang ni¢ RNA.

Etap zakonczenie reakcji transkrpyc;ji in vitro zwany jest terminacjg transkrypcjice.
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Reakcja transkrypciji in vitro
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Rysunek 18. Schematyczny rysunek przebiegu reakcji in vitro transkrypcji. Rysunek zaczerpnieto z pracy Nance
K.D.iwsp.”®

W zaleznosci od warunkéw reakcji oraz dtugosci matrycy dsDNA, reakcja in vitro
transkrypcji trwa od kilku do nawet kilkunastu godzin. Po zakonczeniu reakcji in vitro
transkrypcji, z mieszaniny reakcyjnej usuwa sie matryce dsDNA. Do tego celu najczesciej
wykorzystuje sie odpowiedni enzym, ktéry selektywnie degraduje podwdjng ni¢ DNA.
Enzymem tym moze byé deoksyrybonukleaza | (Dnase ). Otrzymane RNA izoluje sig z
mieszaniny reakcyjnej za pomocg technik chromatograficznych lub poprzez selektywne

wytrgcanie RNA.

Na etapie reakcji in vitro transkrypcji, mozliwe jest ko-transkrypcyjne wprowadzanie
modyfikacji w obrebie RNA. W tym celu najczesciej stosuje sie modyfikowane nukleotydy,
ktére sg wbudowywane do nici RNA za pomocg polimerazy. Celem wprowadzanych
modyfikacji jest zmiana wtasciwosci fizycznych i biologicznych otrzymanych konstruktéw RNA.
Takie podejscie zastosowano miedzy innymi podczas syntezy szczepionek RNA, w ktorych

naturalne nukleotydy zastgpiono modyfikowanymi™: 72,

1.5 Synteza kapowanego RNA — mRNA

Eukariotyczne mRNA zakonczone jest na swoim koncu 5" kapem. W komorkach kap
dotgczany jest do syntezowanej nici RNA, podczas procesu dojrzewania mRNA (Rozdziat
[1.1.4.). Podczas syntezy mRNA w warunkach in vitro, kap moze by¢ dotgczany do nici mMRNA

na dwa sposoby post- oraz ko-transkrypcyjnie’® 7.

W pierwszej metodzie, post-transkrypcyjnej, kap wprowadzany jest do nici mRNA po etapie

transkrypciji in vitro. W metodzie tej kap wprowadzany jest na kohcu 5 mRNA enzymatycznie.
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Enzymami biorgcymi udziat w kapingu mRNA sg RNA 5’-fosfataza (RTase) — usuwajgca
terminalng grupe fosforanowa, RNA guanyltransferaza (GTase), dotgczajgca do konca 5’
mMRNA GMP (tworzac strukture GpppN-RNA) oraz metylotransferazy (MTase) -
wprowadzajgce grupy metylowe w pozycji N7 terminalnej guaniny oraz w pozycji 2’-OH
pierwszego transkrybowanego nukleotydu (m’GpppNm-RNA)375,  Post-transkrypcyjne
wprowadzenie struktury kapu 1 na koncu 5° mRNA, mozliwe jest rowniez przy uzyciu enzymu
kapujgcego pochodzacego z wirusa krowianki (ang. Vaccinia Capping Enzyme, VCE). Enzym
VCE jest polipeptydem zbudowanym z dwéch podjednostek (D1 i D12) posiadajgcym
wszystkie trzy, wymienione wczesniej, aktywnosci — guanylotransferazy, N7 i 2’-OH
metylotransferazy’® 7’. Obecnie, wykorzystanie enzymu VCE jest jedng z najczesciegj

stosowanych metod stuzgcg do post-transkrypcyjnego kapingu mRNA.
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Rysunek 19. Post-transkrypcyjy kaping mRNA otrzymanego w warunkach in vitro. Rysunek zaczerpnieto z pracy
Anand Ramanathan i wsp.”®

W drugiej metodzie, ko-transkrypcyjnej, kap wprowadzany jest do mRNA podczas
reakcji transkrypcji in vitro (Rysunek 20A). W tej metodzie analog kapu, o wzorze m’GpppN,
gdzie N to dowolny nukleotyd determinowany przez sekwencje matrycy DNA (najczesciej
guanozyna), dodawany jest bezposrednio do mieszaniny reakcyjnej reakcji IVT wraz z
pozostatymi komponentami. Podczas reakcji IVT, kap rozpoznawany jest przez polimeraze
RNA, ktora rozpoczyna synteze nici RNA od kapu, dotgczajgc do niego kolejne nukleotydy

sekwencji.
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Rysunek 20. Metoda kapingu mRNA - ko-transkrypcyjnie. A. Schemat pokazujgcy ko-transkrypcyjng synteze
kapowanego mRNA; B. Odwrotna inkorporacji kapu do nici mRNA za pomocg polimerazy RNA. Analog kapu
typu ARCA — poprawna orientacja kapu w strukturze mRNA. Rysunek zaczerpnieto z pracy Fabian Muttach i
wsp.74

Obie metody kapingu mRNA, post- i ko-transkrypcyjna, majg wady i zalety. Metody post-
transkrypcyjnego wprowadzania kapu wykorzystuje sie gtéwnie do syntezy mRNA
zakonczonego naturalnie wystepujgcym kapem 0 lub 1. Stosujgc odpowiednio modyfikowane
kofaktory metylotransferaz, mozliwe jest modyfikowanie kapu post-transkrypcyjnie’. Jednak
metoda ta nie jest powszechnie stosowana oraz umozliwia jedynie wprowadzanie modyfikacji
w obrebie zasady azotowej. W poréwnaniu do post-transkrypcyjnego kapingu mRNA, metoda
ko-transkrypcyjna daje o wiele wiecej mozliwosci w kontekscie modyfikacji wprowadzanych w
obrebie kapu. Za pomocg metody ko-transkrypcyjnej mozliwe jest wprowadzenie dowolnie
modyfikowanych analogdéw kapu, jesli wprowadzone modyfikacje sg akceptowane przez
polimeraze RNA, co pozwala na modulowanie wtasciwosci biologicznych catego konstruktu
MRNA™8! Niestety wadg metody ko-transkrypcyjnej jest brak petnej kontroli nad procesem
kapingu mRNA. Polimeraza RNA moze wbudowa¢ kap w dwdch orientacjach: w poprawnej,
w ktérej mRNA zaczyna sie od 7-metyloguanozyny lub jej pochodnej oraz w orientacji
odwrotnej (ang. reverse), w ktdrej 7-metyloguanozyny znajduje sie w pozycji pierwszego
transkrybowanego nukleotydu. Wbudowane kapu w odwrotnej orientacji sprawie, ze takie
MRNA jest niefunkcjonalne biologicznie. Problem odwrotnej orientacji kapu zostat rozwigzany
dzieki chemicznej modyfikacji kapu — kap typu ARCA (ang. anti-reverse cap analog) (Rysunek
20B) oraz przez zastosowanie trinukleotydowych analogdéw kapu. Struktury tych analogéw

kapu oraz zasada ich dziatania, zostata opisana w dalszej cze$ci niniejszej rozprawy.
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1.6 Synteza analogéw nukleotydéw

Chemicznie modyfikowane pochodne nukleozyddw i nukleotydéw wykorzystywane sg w
wielu dziedzinach nauki, poczgwszy od prostych narzedzi molekularnych stuzgcych do
podstawowych badan biofizycznych, po skuteczne, efektywne i nietoksyczne $rodki
przeciwwirusowe lub przeciwnowotworowe. Modyfikowane nukleozydy i nukleotydy sg
rowniez wykorzystywane jako bloki budulcowe do syntezy modyfikowanych oligonukleotydow
oraz funkcjonalnych fancuchéw RNA. Poszukiwania nowych pochodnych nukleozydow i
nukleotydow, ktére mogg by¢ wykorzystywane do wymienionych celow, doprowadzity do
opracowania i rozwoju wielu strategii syntetycznych. Syntezowane chemicznie analogi
nukleozydéw i nukleotyddw ze wzgledu na miejsce wystepowania modyfikacji mozna podzieli¢
na trzy grupy: zwigzki modyfikowane w obrebie reszty cukrowej, zasady azotowej oraz (w

przypadku nukleotyddow) reszty fosforanowej (Rysunek 21)&,
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Rysunek 21. Mozliwe miejsca modyfikacji nukleozyddw i nukleotydéw

Miejsce wprowadzenia modyfikacji definiuje jakie wiasciwosci otrzyma nowy zwigzek.
Wprowadzenie modyfikacji w obrebie zasady azotowej, czesto ma na celu zwiekszenie
powinowactwa do biatka czy enzymu. Modyfikacje reszty fosforanowej mogg réwniez wptywaé
na powinowactwo do biatka, dodatkowo uodporni¢ dany analog na degradacje enzymatyczng
lub zwigkszy¢ przenikalnos¢ przez btony biologiczne. Natomiast w obrebie rybozy najczesciej
wprowadza sie grupy funkcyjne, ktére umozliwiajg przytgczenie do nukleotydu znacznika

fluorescencyjnego lub umozliwia ligacje nukleotydow®.
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1.7 Przyklady modyfikowanych nukleotydow z
uwzglednieniem modyfikacji konca 5’ mRNA

[1.7.1 Nukleotydy z modyfikacjg w obrebie zasady azotowej

Nukleotydy z modyfikacjg w obrebie zasady azotowe] sg najczesciej wykorzystywane
jako inhibitory biatek czy enzymow. Inhibitory te mogg stuzy¢ do poznania roli danego biatka,
np. poprzez Kkrystalografie rentgenowskg badz mogg petni¢ funkcje terapeutyczna.
Przyktadem nukleotydu modyfikowanego w obrebie zasady azotowej sg 5-fosforanowe
pochodne guanozyny posiadajgce modyfikacje w obrebie N’ pozycji guanozyny. Zwigzki te w
pozycji N’ posiadaty ugrupowanie benzylowe lub p-fluorobenzylowe®.Otrzymane analogi
wykazywaty wyzsze powinowactwo do biatka elFAE niz niemodyfikowane nukleotydy®*. Fakt
ten wykorzystano w badaniach krystalografii rentgenowskiej, w celu uzyskania struktury biatka

wraz z ligandem (Rysunek 22)
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Rysunek 22. Przyktad pochodnych nukleotyddw z modyfikacjg w obrebie zasady azotowej. A. Struktury
otrzymanych zwigzkéw w pracy Brown i wsp.; B. Struktura krystalograficzna — zblizenie na kieszen wigzaca
biatka elF4E wraz z ligandem Bn’GMP?8

[1.7.2 Nukleotydy z modyfikacjg w obrebie reszty fosforanowej

Druga grupg modyfikowanych nukleotydéw sg zwigzki posiadajgce modyfikacje w
obrebie reszty fosforanowej. Przyktadem takich analogéw sg pochodne konca 5 mRNA, w
ktérych modyfikacje wprowadzono w obrebie mostka 5°,5’-trifosforanowego. W pracy Wojtczak
i wsp. naturalnie wystepujagcy mostek 5’,5’-trifosforanowy zastgpiono mostkiem, w ktérym
grupy fosforanowe zastgpiono grupami tiofosforanowymi. Otrzymane analogi kapu okazaty sie

by¢ matoczgsteczkowymi inhibitorami enzymow dekapujgcych®.
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Rysunek 23. Synteza tiofosforanowych analogéw kapu z modyfikacjg w obrebie mostka 5',5'-trifosforanowego.
Rysunek zaczerpnieto z pracy Woijtczak i wsp.8®

[1.7.3 Nukleotydy z modyfikacja w obrebie rybozy

Jedng z najczesciej wystepujgcych, a zarazem najprostszych, modyfikacji rybozy jest
metylacja pozycji 2’-O. Jak wspomniano w rozdziale 11.1.1.5., metyl w pozycji 2’-O jest
znacznikiem dla uktadu immunologicznego, ktéry rozpoznaje te modyfikacje jako naturalng.
Grupa 2’-OH rybozy jest atrakcyjna z punktu widzenia modyfikacji chemicznych pojedynczych
nukleotydow, jak rowniez RNA. Grupa 2’-OH rybozy posiada charakter nukleofilowy, co
umozliwia jej tatwg modyfikacje. Grupa ta jest zazwyczaj wykorzystywana do znakowania
nukleotydow oraz RNA. Przyktadem modyfikacji pozycji 2’-O, jest opisana w pracy Chatterjee
i wsp., grupa sulfonylowa stuzgca do znakowania RNA®, Wysoka reaktywno$¢ grupy 2’-OH
umozliwita wprowadzenie sfunkcjonalizowanej azydkiem grupy sulfonylowej, do ktérej

nastepnie przytgczony zostat barwnik fluorescencyjny w reakcji SPAAC (Rysunek 24).
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Rysunek 24. Przyktad modyfikacji nukleotydu w pozycji 2'-O rybozy. Modyfikacja przy uzyciu grupy sulfonowe;j.
Rysunek zaczerpnieto z pracy Chatterjee i wsp.86

W przeciwienstwie do pozycji 2’-O rybozy, pozycja 3’-O rybozy jest znacznie mniej
reaktywna. Selektywna modyfikacja w pozycji 3’-O rybozy jest mozliwa po wczesniejszym
zablokowaniu pozostatych grup hydroksylowych rybozy. Alternatywnym podejsciem, czesto

stosowanym do modyfikacji pozycji 3'-O rybozy, jest wykorzystanie jako substratow 2’-
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deoksyrybonukleotydéw, ktére mogg w niektorych przypadkach zastgpié rybonukleotydy. Brak
grupy hydroksylowej w pozycji 2’-O znaczgco utatwia selektywne wprowadzenie modyfikac;ji
w obrebie pozycji 3'-O. Jedng z przykladowych modyfikacji wprowadzanych w pozycji 3’-O 2’-
deoksyrybonukleotydéw jest wprowadzenie grupy alkilowej, dzieki ktérej mozliwe jest
wyznakowanie  takich  nukleotydéw.  Sfunkcjonalizowane grupg alkinowg 2'-
deoksyrybonukleotydy mogg byé réwniez wykorzystywane do ligacji oligonukleotydéw DNA®’,
a takze chimer RNA-DNA.

11.8 Pronukleotydy — kon trojainski w swiecie komorek

Srodki terapeutyczne pochodzenia nukleotydowego sg stosowane gtéwnie w
chorobach wirusowych. Ich formg aktywng sg 5’- mono- di- oraz trifosforany nukleozydow,
ktére sg stosowane jako inhibitory kompetycyjne enzymow wirusowych, uniemozliwiajgc
dalsze funkcjonowanie wirusa w organizmie®. Analogi nukleotydéw moga rowniez hamowac
proces replikacji materialu genetycznego wirusa. Podczas etapu replikacji analogi
nukleotydow sg wbudowywane do DNA lub RNA, co hamuje proces wydtuzania (elongacji)
tancucha DNA lub RNA®,

Powaznym ograniczeniem srodkoéw terapeutycznych pochodzenia nukleotydowego
jest ich wprowadzenie do wnetrza komorek. Ograniczenia te wynikajg z niestabilno$ci
chemicznej (zwtaszcza 5'-trifosfofrandw nukleozydéw) oraz z polarnego (jonowego)
charakteru pochodnych 5'-fosforanéw nukleozydéw®. Rozwigzaniem tego ograniczenia jest
wykorzystanie modyfikowanych nukleozydoéw. Analogi nukleozydéw sg zwigzkami znacznie
mniej polarnymi i sg w stanie przenikac przez lipidowg btone komaorkowa. Po pokonaniu bariery
btony komérkowej, modyfikowane nukleozydy sg fosforylowane przez enzymy — kinazy, do
mono-, a nastepnie trifosforanéw, ktére sg formg aktywng potencjalnego terapeutyku®® %2,
Niestety podejscie to réwniez ma ograniczenia. Najwiekszym ograniczeniem jest czesto
obserwowana niska konwersja nukleozydu w 5’-monofosforan nukleozydu. Etap ten jest
etapem limitujgcym uzyskania formy aktywnej terapeutyku®®. Wszystkie wymienione
ograniczenia doprowadzity do powstania pronukleotydéw. Pronukleotydy (ang. ProTides:
Prodrug + nucleotide) sg to terapeutyki pochodzenia nukleotydowego, ktérych mechanizm
dziatania opiera sie¢ o technologie prolekéw (ang. Prodrugs), czyli nieaktywnych
farmakologicznie zwigzkéw (prekursoréw lekow), ktére po dostaniu sie do wnetrza komérki sg
metabolizowane do formy aktywnej farmakologicznie®. Pionierem technologii pronukleotydéw
byt profesor Chris McGuigan, ktéry zaproponowat synteze amidofosforanowych pochodnych
nukleozyddéw. Zwigzki otrzymane przez McGuigana rozwigzywaty dwa gtdwne ograniczenia
terapeutykdw pochodzenia nukleotydowego. Po pierwsze, zastosowanie amidofosforanow
nukleozydéw zamaskowato ujemny fadunek zlokalizowany, w przypadku naturalnych

nukleotydow, na grupie fosforanowej. Zamaskowanie tadunku grupy fosforanowej sprawito, ze
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zwigzki te zyskaty zdoInosc¢ przenikania przez btone komoérkowa, umozliwiajgc tym samym
swobodne wnikanie do wnetrza komorek. Po drugie, dostarczony do wnetrza komérki zwigzek,
ulegat przemianom metabolicznym, ktére prowadzity do uwolnienia 5-monofosforanu
nukleozydu. W odréznieniu od nukleozyddéw, 5’-monofosforan nukleozydu znacznie szybciej
ulega fosforylacji przez odpowiednie kinazy do formy aktywnej terapeutyku — 5-trifosforanu

nukleozydu (Rysunek 25)%49,
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Rysunek 25. Schemat przedstawiajgcy koncepcyjne dziatania pronukleotyddéw. Skrot ,NA” na rysunku oznacza
dowolny nukleozyd. Rysunek zaczerpnieto z pracy Mehellou Y. i wsp.%.

Badania profesora Chrisa McGugaina dotyczace amidofosforanowych pronukleotydéw
zapoczatkowaly rozwdj tej technologii. Jednym z przyktadéw obecnie stosowanego
terapeutyku jest tenofowir bedgcy fosfonianowymi analogiem nukleotydu. Jest on inhibitorem
odwrotnej transkryptazy — lekiem stosowanym przeciwko retrowirusom®’. Tenofowir
dystrybuowany jest w postaci proleku, w ktérym grupa fosfonianowa zostata zamaskowana
dwiema resztami izopropyloksykarbonyloksymetylowymi®, Innymi koncepcjami
wykorzystywanymi w technologii pronukleotydéw jest koncepcja SATE czy CycloSal. W
pierwszej z nich, SATE zastosowanymi grupami maskujgcymi jest grupa S-acylo-tioetylowa99.
Koncepcja CycloSal, z kolei, wykorzystuje pochodng alkoholu salicylowego, za pomocg
ktérego grupa fosforanowa jest maskowana. Koncepcja CycloSal, w przeciwienstwie
wczesniej wymienionych koncepcji, zaklada jednoetapowy etap aktywacji nukleotydu?®,
Odmienng koncepcje pronukleotydow przedstawit zespot profesora Chrisa Meiera. Koncepcja
ta zaktada synteze di- oraz trifosforanéw nukleozyddéw, w ktérych reszty fosforanowe zostaty
zamaskowane poprzez ditugie alifatyczne tancuchy. Przewagg tej technologii, wzgledem
wczesniej wymienionych, jest wprowadzenie zwigzku, ktory po usuniecie tancuchow

maskujgcych staje sie od razu forma aktywng leku®°?.

11.8.1 Budowa amidofosforanowych pronukleotydéw
Najbardziej znanym rodzajem pronukleotydow sg te zaproponowane przez
McGugaina. Sg one zbudowane z analogu nukleozydu (wykazujgcego aktywnosc

farmakologiczng po ufosforylowaniu do mono- lub trifosforanu) oraz grupy amidofosforanowe;j.
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Grupg amidofosforanowg, wykorzystywang w  pronukleotydach, jest pochodna
amidofosforanu, do ktérej wigzaniem amidowym przytgczony jest ester aminokwasu,
najczesciej L-alaniny. Dodatkowo, wolna grupa -OH amidofosforanu jest zabezpieczona

arylem — fenolem lub jego pochodng (Rysunek 26).

Pochodna
amidofosforanu
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Rysunek 26. Ogolny wzor struktury pronukleotydéw McGugaina

Inny przyktad amidofosforanowych pronukleotyddéw zostat opracowany przez zespot
profesora Carstona R. Wagnera. Wagner do syntezy amidofosforanowych pronukleotyddw
wykorzystat tryptamine — biogenng amine (Rysunek 27)%2. Tryptaminowe pronukleotydy,
dzieki zamaskowaniu ujemnego fadunku, zlokalizowanego na reszcie fosforanowej

nukleotydu, mogg przenikac przez btone komarkowg do jej wnetrza'®,

Zasada azotowa

Tryptamina

Rysunek 27. Ogolny wzér pronukleotydéw Wagnera

11.8.2 Synteza pronukleotydéw

Amidofosforanowe pronukleotydy sg najczesciej wykorzystywang strategig stuzgcg do
dostarczania pochodnych 5’-monofosforanéw nukleozydéw do wnetrza komoérek. Z tego
wzgledu, strategie syntezy pronukleotydédw McGuigana sg bardzo dobrze opisane w

literaturze.

Pierwsza strategia, ktora zostata wykorzystana do syntezy pierwszych
pronukleotydow, opiera sie na reakcji sprzegania modyfikowanego nukleozydu z

chloropochodng amidofosforanu. Strategie te mozna podzieli¢ na dwa gtdwne etapy — synteze
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odpowiedniej chloropochodnej amidofosforanu oraz reakcje sprzegania. Synteza
chloropochodnej amidofosforanu (reagenta do reakcji sprzegania z nukleozydem) przebiega
dwuetapowo. Pierwszy etap obejmuje sprzeganie arylu z trichlorkiem fosforylu, ktéry jest
zwigzkiem wyjsciowym tej syntezy, po czym nastepuje substytucja aminokwasu (Rysunek
28A). Po otrzymaniu chloropochodnej amidofosforanu, nastepuje reakcja sprzegania z
odpowiednim nukleozydem, w obecnosci w obecnosci N-metyloimidazolu (NMI) lub
odczynnika Grignarada — chlorku tert-butylomagnezu (tert-BuMgCl.), ktére petnig role zasady.
Odczynniki petnigce role zasady w reakcji sprzegania, dobiera sie w zaleznosci od nukleozydu,
ktory jest podstawg pronukleotydu
(Rysunek 28B)%: 5,

Alternatywna Sciezka syntetyczna, otrzymywania amidofosforanowych
pronukleotydéw, zaktada wykorzystania chemii H-fosfonianow. Punktem wyjsciowym tej
syntezy jest modyfikowany nukleozyd, ktéry przeksztatca sie w 5’-H-fosfonian nukleozydu.
Reakcje H-fosfonylacji przeprowadza sie w obecnosci fosfonianu difenylu (ang. diphenyl
phosphite, DPP). Rozpuszczalnikiem w tej reakcji jest pirydyna, petnigca funkcje zasady.
W przypadku zachowania warunkéw bezwodnych, w wyniku reakcji uzyskuje sie 5’-H-
fosfoanian nukleozydy z jedng grupg fenylowag. Drugim etapem tej syntezy jest reakcja
oksydacji aminokwasowej, podczas ktorej wytwarzany jest amidofosforan. Reakcja oksydacji
prowadzona jest w warunkach bezwodnych w obecnosci utleniacza — np. tetrachlorku wegla
(CCls) (Rysunek 28B)%,
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Rysunek 28. Strategie syntezy amidofosforanowych pronukleotydéw (McGugaina). A. Synteza chloropochodne;j
amidofosforynu; B. Dwie strategia syntezy pronukleotydow.

Synteza tryptaminowych pronukleotydéw opierata sie na reakcji substytucji

nukleofilowej pomiedzy tryptaming a P-imidazolowg pochodng modyfikowanego nukleozydu,
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gdzie grupa imidazolowa jest grupg odchodzgcg (elektrofil). Reakcja sprzegania nie wymaga

udziatu mediatoréw (Rysunek 29)104,
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Rysunek 29. Syntezy pronukleotydow tryptaminowych. Rysunek przygotowano na podstawie publikaciji
S.Gotojuch i wsp.1%4

[1.8.3 Metabolizm pronukleotydéw

Mechanizm uwalniania 5’-monofosforanu nukleozydu przedstawia Rysunek 30.
Metabolizm pronukleotydu McGugaina jest ztozonym procesem, ktoéry obejmuje reakcje z
udziatem enzyméw oraz przeksztatcenia chemiczne. W pierwszym etapie, po wprowadzeniu
pronukleotydu do wnetrza komérki, Katepsyna A — enzym nalezgcy do esteraz, hydrolizuje w
cze$ci aminokwasowej wigzanie estrowe, czego produktem jest aminokwas w formie
zjonizowanej. Ujemnie natadowana reszta aminokwasowa inicjuje proces spontanicznej
cyklizacji, atakujgc atom fosforu. W wyniku spontanicznej cyklizacji, z zabezpieczonej reszty
amidofosforanowej zostaje usunieta grupa arylowa. Po usunieci grupy arylowej, powstaty
pierécien (tlenek oxaazafosfolidynonu) zostaje otwarty w wyniku hydrolizy. Ostatnim etapem
uwolnienia pronukleotydu jest hydroliza wigzania fosfoamidowego, za ktérg odpowiedzialny
jest enzym fosfoamidaza. W zaleznosci od mechanizmu dziatania leku, uwolniony 5'’-
monofosforan moze by¢ formg aktywng leku lub moze zostac przeksztatcony w 5’-trifosforan

nukleozydu na drodze reakgcji fosforylacji katalizowanej przez kinazy (Rysunek 30)% .

H
=\ T )pcja 2 O O'H
<\ /> ﬁ _4()-,(‘). Zasad
\ 7/ o Zasada A Zasada H-O P-0 sada
0-P-0— o Esteraza g. B o W N .
Q T (Katepsyna A) 2P U~ cyklizacja -0
T OH OH HN O S8 OH OH
00 o
l o l Otwarcie pierécienia
R
fosforylacja o Zasada 5 Fasada
s:;::klaeolyd’:: — 0-P-0 O Fosforoamidaza ~ O-P-0- o
O \ / - NH < % .
OH OH L OH OH
Uwolniony NMP O "0

Rysunek 30. Uwalniania pronukleotydu po przedostaniu sie do wnetrza komorki. Rysunek zostat przygotowany na
podstawie schematu opublikowanego w publikacji Youcef Mehellou i wsp.%.

Uwalnianie 5’-monofosforanu nukleozydu z tryptaminowego pronukleotydu zachodzi

wediug innego mechanizmu. Wewnatrz komérki reszta aminowa pronukleotydu jest
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hydrolizowana przez enzym HINT-1 (ang. Histidine triad nucleotide-binding protein 1, HINT-
1). Produktami tej reakcji enzymatycznej jest 5’-monofosforan nukleozydu (forma aktywna

pronukleotydu) oraz amina (Rysunek 31)02 105
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Rysunek 31. Schemat przedstawiajgcy reakcje enzymatyczng, podczas ktérej uwalniany jest pronukleotyd
tryptaminowy wewnagtrz komorki. Rysunek przygotowano na podstawie publikacjit®? 105,

1.9 Zastosowanie reakcji typu click chemistry w chemii

nukleotydoéw

Termin ,click chemistry” zostat po raz pierwszy zaproponowany przez profesora K.B.
Sharplessa w 2001 roku. Mianem ,click chemistry” okresla sie reakcje, ktére zachodzg szybko,
z wysokg wydajnoscig, w fagodnych warunkach, sg stereospecyficzne, produkty tych reakciji
sg nietoksyczne i fatwe do wyizolowania metodami chromatograficznymi.
Reakcje typu ,click chemistry” wykorzystywane sg do syntezy nowych zwigzkéw poprzez
potaczenie dwdch nieaktywnych biologicznie molekut, ktére po potgczeniu mogg nabrac
nowych wiasciwosci i sta¢ sie biomolekutg czynng biologicznie. W farmaciji reakcje typu ,click”
sg wykorzystywane do syntezy duzych bibliotek zwigzkow.
W niniejszym rozdziale przedstawie najpopularniejsze przyktady reakcji typu ,click” oraz
przyktady zastosowan ,click chemistry” w chemii nukleozyddw, nukleotydéw oraz kwasow

nukleinowych.

11.9.1 Reakcje typu ,,click chemistry”

Klasycznym przyktadem reakcji typu ,click chemistry” jest reakcja azydkowo-alkinowe;j
cykloaddycji katalizowanej jonami miedzi (I) — CUAAC (ang. Copper-catalyzed alkyne-azide
cycloaddition). Reakcja CUAAC jest wariantem reakcji cykloaddycji Huisgena — 1,3 dipolarnej
cykloaddycji, ktéra zachodzi pomiedzy grupg azydkowg oraz terminalng grupg alkinowa,
tworzgc pierscien 1,2,3-triazolowy. Standardowa reakcja cykloaddycji Huisgena, bez udziatu
katalizatora, polega na indukowanej temperaturg kondensacji organicznych azydkow z
grupami alkinowymi. W jej wyniku powstajg dwa regioizomery — 1,4 oraz 1,5 podstawiony
pierécien triazolowy (Rysunek 32A). Reakcja cykloaddycji Huisgena jest powolna i wymaga
wysokiej temperatury (> 70 °C), co znacznie ograniczyto jej stosowalnos¢. Dodanie
katalizatora do reakcji cykloaddycji Huisgena catkowicie zmienito jej przebieg, co zostato

odkryte réwnolegle przez grupy Sharplessa oraz Moedalal®® %7, W obecnosci katalizatora
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reakcja cykloaddycji Huisgena nie wymaga wysokich temperatur, a czas jej trwania znaczaco
sie skraca. Jednak najwiekszg korzyscig wynikajgcg z dodania jonéw miedzi (Cu*) do reakcji
jest zmiana jej mechanizmu, co pozwala na otrzymywanie selektywnie jednego regioizomeru
— izomeru 1,4 (Rysunek 32B). Pierwsze predykcje mechanizmu reakcji CuUAAC zaktadaty
powstanie kompleksu grupy alkinowej z jedng czgsteczkg miedzi, co rozpoczyna proces
cykloaddycji. Badania opublikowane przez Fokina i wsp., pokazaty, ze faktycznie reakcje
cykloaddycji katalizujg dwie czasteczki miedzi, ktére oddziatujg z grupg alkinowa, obnizajgc
energie aktywacji o 4-6 kcal/mol 1%, W mechanizmie zaproponowanym w pracy Worrella i
wsp., w pierwszej kolejnosci dwie czgsteczki miedzi tworzg kompleks z ugrupowaniem
alkinowym. W kolejnym etapie nastepuje pierwszy atak nukleofilowy na grupe azydkowa przez
potréjne wigzanie grupy alkinowej tworzgc pierwsze wigzanie kowalencyjne C-N. Drugie
wigzanie kowalencyjne wytwarzane jest przez atak nukleofilowy azotu z grupy azydkowej na
podwdjne wigzanie C-C, co skutkuje zamknieciem piecioczionowego 1,2,3 — pierscienia

triazolowego. (Rysunek 32C)108,
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Rysunek 32. Click chemistry - reakcja azydkowo-alkinowej cykloaddycji. A. 1,3 dipolorana azydkowo-alkinowa
cykloaddycja Huisgena - reakcja bez udziatu katalizatora. B. Reakcja azydkowo-alkinowej cykloaddycji
katalizowane jonami miedzi (I) - CUAAC. C. Mechanizm reakcji CUAAC z udziatem dwdéch atoméw miedzi
zaproponowany przez Worrella i wsp. 1%,

Reakcja CuAAC, zaproponowana przez Sharplessa oraz Moedala, stata sie
niezastgpionym narzedziem stuzgcym do selektywnej modyfikacji biomolekut — kwasow
nukleinowych, biatek czy wiruséw. Niestety koniecznos¢ uzycia toksycznych jonéw miedzi
ograniczyta stosowalno$¢ reakcji CUAAC jedynie do warunkow in vitro. Problem ten zostat
rozwigzany przez grupe profesor Bertozzi, ktéra w 2004 roku zaproponowata nowy rodzaj
reakcji typu ,click chemistry” — SPAAC - reakcja [3+2] cykloaddycji azydkowo-alkinowej

promowana naprezeniami (ang. Strain-Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition, SPAAC).
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Reakcja SPACC zachodzi bez dodatku katalizatora. Donorem grupy alkinowej, w reakcji
SPAAC, jest cyklooktyn, kiorego naprezenia w szkielecie utatwiajg proces cykloaddyciji.
Naprezenia w szkielecie cyklooktynu obnizajg jego energie aktywacji w poréwnaniu do
terminalnych grup alkinowych, co sprawia, ze reakcja SPAAC jest rownie wydajna jak reakcja
CUuAAC (Rysunek 33)1°, Reakcja SPAAC jest klasycznym przyktadem reakcji stosowanej w

chemii bioortogonalnej.

Reakcja SPAAC

N 'N-N*=N
R‘“-N ~ N

R,
+ N=N*=N- —

Mechanizm reakcji

Rysunek 33. Mechanizm reakcji SPAAC (ang. Strain-Promoted Azide Alkyne Cycloaddition), nalezgcej do reakcji
typu ,click chemistry”

Jednym z najnowszych przyktadéw reakcji wpisujacej sie w filozofie ,click chemistry”
jest reakcja SUFEX (ang. Sulfur-Fluoride Exchange). Reakcje SUFEX zostaty zaproponowane
przez Sharplessa i jego wspotpracownikow w 2014 roku 11°, Reakcja typu SuFEXx opiera sie na
wysokiej reaktywnosci organicznego fluorosulfonylu (R*-SOF) oraz fluorosulfonianu (R*-
SOsF) z nukleofilami (Nu-R?). Reakcja SUFEx jest reakcjg substytucji nukleofilowej, w ktorej
wolna para elektronowa nukleofila przeprowadza atak na atom siarki grupy R*-SO.F lub R*-
SOsF, w wyniku czego powstaje trwate wigzanie kowalencyjne pomiedzy atomem siarki a
nukleofilem (Rysunek 34). Reakcja typu SuFEx, dzieki tagodnym warunkom reakciji,
nietoksycznosci oraz trwatosci substratéw, jest mocno eksplorowana pod katem tworzenia
nowych kowalencyjnych inhibitoréw, znakowania biatek i kwaséw nukleinowych oraz do

sieciowania (ang. cross-linking) biomolekuf*!!- 112,
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Reakcja typu SuFEXx

Reakcja z udziatem fluorosulfonyiu
R’ R?
| . \
o:ﬁﬁu—w O=8-Nu—R? + HF
0]

Reakcja z udziatem fluorosulfonianu

R0 N Rivo
[ . \
O=8CF + HNu—R? — O=|S|:-NU*R2 + HF
0] 0]
Nu — nukleofil: -NH,, -OH, -SH
R'.2 — podstawniki

Rysunek 34. Schemat i mechanizm reakgcji "click chemistry" typu SuFEx

11.9.2 Przyktady zastosowan reakcji typu click chemistry w syntezie
modyfikowanych nukleozydéw i nukleotydéw

Reakcja CuAAC, pomimo ze zostala odkryta przeszto 20 lat temu, jest wcigz
najczesciej stosowang reakcjg typu ,click chemistry”. Reakcja CuAAC znalazta rowniez
zastosowanie w chemii nukleozyddw i nukleotydow. Zastosowanie reakcji CUAAC umozliwia
w fatwy i szybki sposdéb wprowadzenie w obrebie szkieletu nukleozyddéw i nukleotydow
réznorakich podstawnikdw, modulujgcych wifasciwosci fizykochemiczne i biologiczne
modyfikowanych nukleozyddw i nukleotydéw. Biblioteki modyfikowanych, za pomocg reakcji
CUuAAC, nukleozydéw i nukleotyddw wykorzystywane sg w wysokoprzepustowych
screeningach w celu poszukiwan nowych lekéw przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych.
Jednym z przyktadow sg zwigzki opisane przez Olge V. Andreeve i wsp.13. W pracy tej autorzy
przy uzyciu reakcji CuAAC zsyntezowali biblioteke modyfikowanych nukleozydow -—
pochodnych uracylu oraz tyminy, w ktérych standardowe wigzanie N-glikozydowe zostato
zastgpione alifatycznymi tgcznikami. Otrzymane zwigzki zostaty przetestowane pod katem ich

przeciwwirusowych aktywnosci wzgledem jednego ze szczepow wirusa grypy.
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Rysunek 35. Przyktady modyfikowanych nukleozydow o wtasciwosciach przeciwwirusowych, otrzymanych przy
uzyciu reakcji CUAAC. Rysunek zaczerpnieto z pracy Olga V. Andreeva i wsp.113,

Innym przykltadem wykorzystania reakcji CuAAC, byta opracowana przez autora
niniejszej rozprawy synteza pochodnych m’GMP, w ktérych wigzanie 5’-fosfoestrowe,
powszechnie wystepujgce w nukleotydach, zastgpiono pierscieniem triazolowym. Tak
otrzymane zwigzki zbadano pod katem inhibicji, 5’-nukleotydazy cN-IIIB, ktorej rola szerzej
zostata opisana w poprzednich rozdziatach (Rozdziat 11.2.2.1.). Zastgpienie wigzania 5'-
fosfoestrowego pierscieniem ftriazolowym sprawito , ze zwigzki staty sie odporne na

degradacje enzymatyczng (Rysunek 36)%.

A
Click chemistry
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Rysunek 36. Przyktad zastosowania reakcji CUAAC do syntezy pochodnych m’GMP wykorzystanych jako
inhibitory enzymu cN-IIIB. Rysunek zaczerpniety z pracy Kozarski i wsp. 5

Reakcje CUAAC mozna réwniez wykorzysta¢ do modyfikacji wiekszych molekut. Mozliwe jest
np. potaczenie ze sobg kilku nukleotydow, poprzez zastgpienie naturalnie wystepujgcego
wigzania fgcznikami triazolowymi. Fakt ten wykorzystano w pracy Walczak i wsp., w ktorej
autorzy zsyntezowali obszerng biblioteke dinukleotydowych analogéw kapu. Analogi te
posiadaty tgcznik triazolowy w obrebie mostka §',5’-trifosforanowego. Badania opisane w tej
pracy pokazaty, ze pomimo wprowadzenia dos¢ obszernego pierscienia triazolowego w
kluczowym miejscu z punktu widzenia oddziatywania z biatkami kap-zaleznymi, mozliwe jest
znalezienie zwigzkéw o wiasciwosciach biologicznych poréwnywalnych z wiasciwosciami

biologicznymi niemodyfikowanych analogéw kapu (Rysunek 37)81-114
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Rysunek 37. Przyktad zastosowanie reakcji CUAAC w fgczeniu dwéch nukleotydéw tworzgc funkcjonalny analog
kapu. Rysunek zaczerpniety z pracy Walczak S. i wsp.1

Ciekawym zastosowaniem reakcji CUAAC w kontekscie chemii nukleotydow, jest
ligacja fragmentéw kwaséw nukleinowych. Pionierem tego typu zastosowania chemii ,click”
jest profesor Tom Brown. Jest on autorem wielu prac prezentujgcych modyfikowane polimery
DNA, w ktérych naturalnie wystepujgce wigzanie 3,5’ fosfodiestrowe zastgpiono tgcznikiem
triazolowym. Zastosowanie reakcji CUAAC w przypadku syntezy polimeréw DNA umozliwito
chemiczng ligacje fragmentow DNA i przesuniecie limitu dlugo$ci tancucha DNA mozliwego
do otrzymania na drodze wytgcznie syntezy chemicznej. Pomimo znaczgacych modyfikaciji
tancucha, ,triazolowe” DNA jest w pelni funkcjonalng biomolekutg ulegajaca
charakterystycznym procesom biologicznym, takim jak replikacja DNA czy transkrypcja
(Rysunek 38)115 116

)
0 &digest,
insert *
lick
/)/ Q 0 4
N ,iv—g transform
( Ny b in E. coli (

Rysunek 38. Przyktad zastosowania reakcji CUAAC w ligacji kwasow nukleinowych. Rysunek zaczerpnieto z
publikacji Brown i wsp.116

Opisane przyktady zastosowan reakcji CUAAC, zwtaszcza dotyczgce syntezy analogéw kapu
oraz ligacji kwasow nukleinowych, staty sie inspiracja do badan zawartych w niniejszej

rozprawie doktorskiej.

Reakcje CuAAC z powodzeniem wykorzystuje sie réwniez do selektywnego
znakowania kwaséw nukleinowych i ich metabolitéw. Znakowanie to jest mozliwe, dzieki
zastosowaniu odpowiednio sfunkcjonalizowanych kwaséw nukleinowych, grupg azydkowg lub
alkinowa, oraz barwnikéw fluorescencyjnych i potgczeniu ich ze sobg za pomoca reakciji
CuAAC. Wyznakowane fluorescencyjnie biomolekuty wykorzystuje sie jako sondy

fluorescencyjne w przesiewowych badaniach biofizycznych 7. 118 Znakowane
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fluorescencyjnie kwasy nukleinowe przy uzyciu reakcji CUAAC, wykorzystuje sie do ich
monitorowania wewnatrz komoérek!!® 120 Z powodu toksycznosci jonéw miedzi (l)
przeprowadzenie reakcji CUAAC w zywych komoérkach byto przez dtugi czas niemozliwe.
Obecnie w literaturze mozna znalez¢ prace moéwigce o reakcji CUAAC w warunkach in vivo.
W tym celu stosuje sie specjalne nanoczasteczki lub polimery, ktére sg nosnikami Cu(l) 2.
Pomimo dostepnosci nanoczasteczek miedzi, reakcja CUAAC w warunkach in vivo nie jest
powszechnie stosowang metodg w przypadku modyfikacji i znakowania kwaséw
nukleinowych.

Alternatywng metodg stuzgcg do znakowania kwaséw nukleinowych wewnatrz zywych
komérek jest wspomniana w rozdziale 11.9.1. reakcja SPAAC, ktéra nie wymaga jondw miedzi
(). Przyktad jej zastosowania opisano w pracy J.M. Holstein i wsp., w ktorej autorzy
enzymatycznie zmodyfikowali koniec 5 mRNA, wprowadzajgc w obrebie jego struktury
ugrupowanie azydkowe. Zmodyfikowane grupg azydkowg mRNA wprowadzili do wnetrza
komoérek, gdzie nastepnie zostato ono wyznakowane za pomoca reakcji cykloaddycji SPAAC
przy uzyciu barwnika fluorescencyjnego posiadajgcego cyklooktyn. Wyznakowanie mRNA
wewnatrz komérki umozliwito obserwowanie wprowadzonego mRNA za pomocg mikroskopii

laserowej (Rysunek 39)%2,
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Rysunek 39. Przyktad zastosowania reakcji SPAAC w znakowaniu mRNA wewnatrz zywych komorek. Rysunek
zaczerpnieto z pracy J.M. Holstein i wsp. 22

Podobne zastosowanie reakcji SPAAC do tej opisanej w pracy J.M. Holstein i wsp.
przedstawiono w pracy Mamota i wsp.!?®, W pracy tej autorzy zsyntezowali chemicznie
modyfikowane analogi korica 5 mRNA, do ktérych wprowadzono tacznik w obrebie rybozy
posiadajgcy terminalng grupe azydkowa. Tak zmodyfikowane analogi kornca 5 mRNA autorzy
pracy wprowadzili do mRNA Kko-transkrypcyjnie. Otrzymane modyfikowane mMRNA
wprowadzono do wnetrza zywych komorek, a nastepnie wyznakowano przy uzyciu reakcji
SPAAC in vivo. Nastepnie mMRNA obrazowano za pomocg mikroskopii konfokalnej. Warte

uwagi jest to, ze znakowane mRNA, pomimo wprowadzonych modyfikacji, byto aktywne
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biologicznie i ulegato procesowi translacji zarowno w ekstraktach komoérkowych jak i w zywych
komérkach. Aktywnosc¢ biologiczna oraz mozliwos¢ obrazowania takiego mRNA z w czasie
rzeczywistym sprawia, ze moze by¢ ono wykorzystywane jako narzedzie biotechnologiczne

ukierunkowane w badanie procesu translacji (Rysunek 40)*23,
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Rysunek 40. Przyktad zastosowanie reakcji SPAAC w znakowaniu mRNA in vivo zaprezentowany w pracy Mamot
i wsp., z ktdrej to pracy zostat zaczerpniety rysunek 123,

Ostatnig reakcjg zaliczang do reakgji typu ,click chemistry” przytoczong w niniejszej
rozprawie doktorskiej jest wspomniana wczesniej reakcja SUFEX.
Obecnie reakcja SUFEX uwazana jest za najbardziej obiecujgcg reakcje typu ,click chemistry”
wykorzystywang w chemii biologicznej 112, Jednym z przyktadow wykorzystania reakcji typu
SuFEx w chemii biologicznej jest praca grupy Sharplessa, dotyczgca odkrycia selektywnych i
kowalencyjnych inhibitoréw ludzkiego enzymu — elastazy neutrofilowej (ang. human neutrophil
elastase — hNE) 2% Autorzy zsyntezowali biblioteke matoczgsteczkowych zwigzkow
posiadajgcych reaktywng grupe SO:F, dzieki ktorej zwigzki te mogty ulegaé reakcji SUFEX. W
pracy tej zwigzki te zdefiniowano jako zwigzki SuFExable 2%, Zwigzki te zaprojektowano w ten
sposoéb, aby mogty trwale wigzac¢ sie z enzymem hNE wigzaniem kowalencyjnym utworzonym
podczas reakcji SuFEx zachodzacej pomiedzy badanym inhibitorem a nukleofilem
znajdujgcym sie w tancuchach bocznych aminokwaséw. Utworzenie trwatego wigzania
kowalencyjnego potencjalnego inhibitora z enzymem miato na celu zahamowania aktywnosci
hNE. Intersujgcym odkryciem byto to, ze wyselekcjonowane inhibitory wigzaty sie selektywnie
wytgcznie z formg natywng enzymu hNE, co wskazywato, Zze reakcja indukowana jest
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zblizeniem nastepujgcym w momencie zwigzania inhibitora w miejscu aktywnym enzymu

(Rysunek 41)24,
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Rysunek 41. Rysunek przedstawiajgcy zasade dziatania zwigzkéw SuFExable z enzymem oraz schematycznie
przedstawia idee przeprowadzonych eksperymentéw przez grupe profesora Sharpless. Rysunek zaczerpnieto z
pracy Qinheng Zheng i wsp.'?*

Odkrycie reakcji SUFEx miato ogromny wptyw na rozwoj dziatu chemii biologicznej
i medycznej zajmujgcego sie poszukiwaniem nowych narzedzi biotechnologicznych oraz
lekéw bazujacych na zwigzkach reaktywnych%% 111, 125,
We wspétczesnej literaturze, pomimo rosngcego zainteresowania reakcjg SUFEX, wystepuje
znikoma liczba publikacji méwigcych o zastosowaniu reakcji typu SUuFEx w kontekscie
modyfikacji nukleozyddéw, nukleotydéw oraz kwasow nukleinowych. W 2022 roku, w pracy
Chrominski i wsp., opracowano metode modyfikacji rybonukleotyddw przy uzyciu
generowanego ex situ, fluorkiem sulfonylu (SO2F) 126, Grupe SO.F autorzy pracy wprowadzili
w obrebie zasady azotowej trzech nukleozydéw — adenozyny, guanozyny oraz cytozyny.
Nukleozydy, ktére sfunkcjonalizowano grupg sulfonowg nazwano SuFNucs (ang. Sulfamoyl
Functionalized Nucleosides). W obecnosci pierwszorzedowych amin, SulfNucs ulegaty reakc;ji
SuFEx tworzac wigzanie sulfamidowe. Zwigzki, ktére ulegty reakcji SUFEx zostaty nazwane
przez autorow pracy SulfamNucs (ang. Sulfamide Nucleosides). Otrzymane przez autorow
SulfamNucs postuzyly réwniez jako substraty do syntezy 3’ amidofosforynu SufamNucs, ktory
z powodzeniem zostaty wykorzystany do syntezy oligonukleotydu przy uzyciu syntezy na
podtozu statym (Rysunek 42)%,
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Rysunek 42. Przyktad zastosowania reakcji SUFEx w chemii nukleotydow. A. Synteza modyfikowanych grupg
SO:2F nukleozyddw. B. Zastosowanie SuFNucs. Rysunek zaczerpnieto z pracy Chrominski i wsp. 126

Badania opisane w przytoczonej pracy otwierajg wiele nowych mozliwosci w chemii
nukleozyddéw oraz nukleotydow. Nowe SuFNucs analogi nukleozyddéw i nukleotydow moga byc¢
wykorzystane jako inhibitory biatek rozpoznajgcych struktury nukleozydoéw i nukleotydéw oraz

jako narzedzia molekularna do badania proceséw, w ktore te biatka sg zaangazowane.

11.10 Modyfikowane nukleotydy jako narzedzia molekularne
do badania mRNA

Od dekad nukleozydy i nukleotydy sg punktem wyjsciowym do projektowania lekéw
przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych, a takze sg wykorzystywane jako narzedzia
molekularne stuzgce do badan wielu kluczowych procesow komorkowych, w ktorych kwasy
nukleinowe biorg udziat. Mnogos¢ zastosowahn modyfikowanych nukleozydéw i nukleotydow
sprawia, ze sg one coraz czesciej wykorzystywane w dziedzinach takich jak biofizyka, biologia
molekularna czy biotechnologia. W niniejszym rozdziale przedstawie przyktady zastosowan
modyfikowanych nukleozydéw, nukleotydéw oraz kwasdéw nukleinowych jako narzedzi

molekularnych.

11.10.1 Wykorzystanie modyfikowanych nukleotydéw jako
narzedzi do badania metabolizmu mRNA

Gtéwnym zagadnieniem rozpatrywanym w niniejszej rozprawie doktorskiej byto badanie
metabolizmu kohca 5 mRNA — translacji mMRNA zaleznej od kapu oraz degradaciji kapu i jego
pochodnych. W tej czesci przegladu literaturowego skupie swojg uwage na przedstawieniu
sharzedzi” stuzgcych do badania procesow zwigzanych 2z metabolizmem mRNA.
Stowo ,narzedzie”, w tym konkretnym przypadku, jest rozumiane jako nukleotydy, do ktérych
wprowadzono modyfikacje modulujgce ich wiasciwosci biologiczne i fizykochemiczne.

Modyfikowane nukleotydy-narzedzia sg wykorzystywane jako inhibitory biatek czy enzymdw,
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jako sondy molekularne do sledzenia roznych procesow komoérkowych oraz do syntezy
oligonukleotydow i w petni funkcjonalnych kwaséw nukleinowych, nadajgc tym biomolekutom

nowe wtasciwosci biologiczne.

[1.10.2 Modyfikowane nukleotydy jako narzedzia do badania
degradacji konca 5’ mRNA i jego metabolitow

Eukariotyczny kompleks Dcp1/2 oraz enzym DcpS sg gtdwnymi enzymami
odpowiedzialnymi za proces degradaciji konca 5 mRNA (kapu)'?”1?, Proces degradacji 5’
kapu jest istotnym procesem z punktu widzenia prawidtowego funkcjonowania komorki.
Zaburzenie tego procesu, spowodowane nieprawidtowg aktywnoscig enzymow Dcp1/2 lub
DcpS, moze niekorzystnie wptywaé na proces ekspresji genu, skutkujgc rozwojem choréb ¥,
Z tego powodu zaczeto poszukiwaé narzedzi molekularnych do badania proceséw zwigzanych

z aktywnoscig enzyméw Dcp1/2 oraz DcpS.

Pierwszym przyktadem nukleotydowych narzedzi wykorzystywanych do badania enzymu
Dcpl/2 jest praca Ziemniaka i wsp., w ktérej autorzy wykorzystali analogi mono- i
dinukleotyddéw jako inhibitory kompleksu Dcpl/2. W tej pracy zsyntezowano biblioteke
zwigzkéw — analogow 7-metyloguanozyny posiadajgcych modyfikacje w obrebie tancucha
fosforanowego, a nastepnie wykorzystano je do monitorowania aktywnosci kompleksu Dcp1/2,
hamujac proces degradacji konca 5 mRNA (Rysunek 43A,B)'3. Autorzy pracy odkryli, ze
jeden z syntezowanych przez nich analogéw kapu, m’Gpspppsm’G, wigze sie zdomeng Dcp2,
20-krotnie silniej niz naturalnie wystepujgcy kap (m’GpppG). Fakt ten wykorzystano do
stworzenia mapy strukturalnej pokazujgcej sposob oddziatywania analogu kapu z Dcp2. Mapa

to zostata stworzona z pomocg magnetycznego rezonansu jgdrowego (Rysunek 43C)*3L,
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Rysunek 43. Przyktad zastosowania analogow konca 5' mRNA jako narzedzi do badania aktywnosci kompleksu
Dcpl/2. A. Zsyntezowana biblioteka analogéw konca 5' mRNA; B. Badanie procesu inhibicji kompleksu Dcpl/2
za pomocg zsyntezowanych analogow konca 5' mRNA; C. Strukturalna mapa oddziatywan analogu konca 5’
mRNA z kompleksem Dcp1/2 stworzona za pomocg magnetycznego rezonansu jgdrowego. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Ziemniak i wsp. 31,

Odkrycie silnego nukleotydowego inhibitora kompleksu Dcp1/213! przyczynito sie do uzyskania
pierwszej struktury krystalograficznej kompleksu Dcpl/2 wraz z ligandem?’. Struktura
krystalograficzna Dcpl/2 w kompleksie z m’Gpspppsm’G ujawnita nowg konformacje Dcpl/2
wyjasniajgcg sposéb wigzania nukleotydéw przez badany enzym. Otrzymana struktura Dcpl/2
jest spdjna z wynikami uzyskanymi metodg NMR *! i potwierdza, ze za wigzanie kapu
odpowiedzialna jest zaréowno domena regulatorowa enzymu, jak i domena Nudix DCP2
(Rysunek 44)!27, Opisane badania byty kluczowe dla zrozumienia sposobu wigzania struktury
konca 5 mMRNA podczas procesu dekapowingu mMRNA" 131 Znajomos$¢ struktury
krystalograficznej Dcpl/2 oraz mechanizmu dziatania otwiera droge do projektowania nowych,

silniejszych inhibitoréw tego enzymu.
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Dcp2
regulatory domain

Rysunek 44. Struktura krystalograficzna Dcpl/2 wraz ze zwigzanym ligandem - analogiem konca 5' mRNA -
m’Gpspppsm’G. Rysunek zaczerpnieto z pracy Mugridge i wsp. 27

Inny przyktad zastosowania modyfikowanych nukleotydéw wykorzystywanych jako
narzedzia do badania proceséw zwigzanych z degradacjg konnca 5° mRNA opisano w pracy
Baranowskiego i wsp.*®2. Autorzy zsyntezowali 5'-fluorofosforanowe pochodne nukleozydow i
wykorzystali je jako sondy molekularne do badan °*F NMR. Jednym z opisanych zastosowan
nukleotydéw znakowanych °F, bylo wykorzystanie ich do monitorowania przebiegu reakcji
enzymatycznych przy uzyciu *F NMR (Rysunek 45)!%2, Za pomocg °F NMR autorzy pracy
obserwowali konwersje substratéw w produkty podczas prowadzenia reakcji enzymatycznej,

m.in. reakcje katalizowang przez enzym DcpS.
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Rysunek 45. Przyktad zastosowania 5'-flurofosforanéw nukleozydéw do monitorowania przebiegu reakgciji
enzymatycznej przy uzyciu 1°F NMR. Rysunek zaczerpnieto z pracy Baranowski i wsp. 132

Autorzy przytoczonej powyzej pracy (Barankowski i wsp.), wykorzystali nukleotydy znakowane
atomem fluoru (5’-fluorofosforany nukleozydéw) do opracowania wysokoprzepustowej metody
przesiewowej (ang. high-throughput screening, HTS) stuzgcej do poszukiwania inhibitoréw
enzymu DcpS™:. Metoda ta wykorzystywata sonde typu turn-on, ktérg byta fluoresceina
zabezpieczona grupami sillowymi. Tak zabezpieczona fluoresceina nie posiadata wiasciwosci
fluorescencyjnych. Pod wptywem jonéw fluorkowych uwalnianych z 5’-fluorofosforanu
nukleozydu podczas reakcji enzymatycznej z udziatem enzymu DcpS, sililowe grupy
zabezpieczajgce byty usuwane, co skutkowato zamiang uktadu r-elektronowego fluoresceiny
i ,uwolnieniem” jej wiasciwosci fluorescencyjnych. Za pomocg pomiaru fluorescencji,
oznaczano ilos¢ uwolnionych jonéw fluorkowych podczas reakcji enzymatycznej w obecnosci
DcpS oraz jego potencjalnego inhibitora. Okreslenie ilos¢ uwolnionych jonéw fluorkowych
pozwalata na wzgledne okreslenie aktywnosci DcpS w obecnosci potencjalnego inhibitora
(Rysunek 46)1*3. Metoda opracowana przez Baranowski i wsp. umozliwia przeszukiwanie
duzych bibliotek zwigzkéw w dos$¢ krétkim czasie, co jest kluczowe dla rozwoju chemii

medycznej i projektowania nowych lekdw.
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Rysunek 46. Przyktad zastosowania nukleotydoéw jako narzedzi molekularnych do badania degradacji konca 5'
mRNA. Sposob dziatania fluorescencyjnej HTS. Rysunek zaczerpnieto z pracy Baranowski i wsp.133

Kolejny przyktad zastosowania modyfikowanych nukleotyddw jako narzedzi do badania
degradacji konca 5 mRNA zostat opisany w pracy Chrominskiego i wsp. w 2020 roku®34, W
pracy tej, tak jak w poprzednich przykfadach, wykorzystano nukleotydy znakowane fluorem.
W przeciwienstwie do poprzednich przyktadow zsyntezowane analogi nukleotydéw posiadaty
jednak modyfikacje w obrebie zasady azotowej. Modyfikacjg tg byto podstawienie w pozycji
C8 grupy trifluorometylowej (CF3). Grupa CF3; posiada trzy rownocenne atomy fluoru, co
zwieksza czuto$¢ analizy za pomocg °F NMR. Autorzy pracy wykorzystali otrzymane
trifluorometylowe analogi nukleotyddw do monitorowania reakcji enzymatycznych, poréwnujgc
przesuniecia chemiczne na widmie °F NMR. Przesuniecia chemiczne °F, pochodzgce od
substratéw oraz produktow reakcji enzymatycznych roznity sie, dzieki czemu mozliwe byto
badanie aktywnosci enzymoéw (Rysunek 47)34. Jednym z badanych enzymow, byt ludzki

enzym cN-I11B, ktory byt tematem badan przeprowadzonych w niniejszej rozprawie doktorskie;.
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Rysunek 47. Przyktad zastosowania nukleotydow modyfikowanych grupg CFs. Modyfikowane nukleotydy
wykorzystano do monitorowania aktywnos$ci enzymoéw: A. hFhit; B. hDcpS; C. hcN-1lIB. Rysunek zaczerpnieto z
pracy Chrominski i wsp.34

[1.10.3 Analogi konca 5 mRNA jako narzedzia do badania translacji
MRNA

Translacja informacyjnego RNA (ang. Messenger RNA, mRNA) jest najwazniejszym
procesem ekspresji genu, podczas ktdérego dochodzi do syntezy biatka. Z tego powodu
translacja jest $cisle kontrolowana przez szereg proceséw komorkowych®*®, Modulowanie
wydajnosci translacji syntetycznych mRNA mozliwe jest dzieki zastosowaniu narzedzi
molekularnych. Przyktadami takich narzedzi sg chemicznie zmodyfikowane pochodne konca
5 mRNA, ktére sg wykorzystywane do badania metabolizmu i translacji mRNA. Pierwsze
prace dotyczgce wykorzystania analogéw konca 5° mRNA (kapu) jako narzedzi do badania
oraz modulowania wtasciwosci mRNA pochodzg z lat 80 XX wieku 13613 Od tego czasu
nastgpit ogromny rozwdj narzedzi molekularnych opartych o strukture analogéw kapu. Analogi
konnca 5° mRNA znalazly swoje zastosowanie nie tylko jako narzedzia do badania metabolizmu
mMRNA, ale rowniez w medycynie, gdzie mogg by¢é wykorzystywane w terapiach
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przeciwnowotworowych i przeciwwirusowych’ 139 140 Rozwdj tej technologii przyczynit sie

rowniez do powstania szczepionek mRNA przeciwko COVID-19%4,

Przyktad wykorzystania chemicznie modyfikowanych pochodnych kohca 5 mRNA
zostat opisany w pracy Grudzien i wsp., ktérej autorzy wykorzystali analog kapu typu ARCA
(ang. Anti-reverse cap analog) do badania stabilnosci i translacji mMRNA%2, Badania pokazaty,
ze mMRNA posiadajgce na swoim koncu 5’ kap typu ARCA nie tylko jest bardziej stabilne w
warunkach in vitro oraz in vivo, ale rowniez ulega wydajniej procesowi translacji w porownaniu
do mRNA zakonczonego naturalnie wystepujagcym kapem. Wyniki uzyskane dla kapu typu
ARCA daly poczatek nowym odkryciom. W 2007 roku ukazat sie pierwsza praca
przedstawiajgca synteze oraz wlasciwosci analogu kapu ARCA posiadajgcego tiofosforanowg
modyfikacije w obrebie mostku 5’,5'-trifosforanowego®® 142 143, Analog kapu ARCA z
modyfikacjg tiofosforanowg zostat nazwany 3-S-ARCA. W 2010 roku mRNA zakoniczone na
koncu 5’ analogiem 3-S-ARCA zostaty wykorzystane do badan w komérkach dendrytycznych.
Badania przeprowadzone przez Kuhn A.N. i wsp., pokazaty, ze zastgpienie kapu ARCA w
MRNA kapem B-S-ARCA, znacznie zwieksza stabilnos¢ takiego mRNA. Ponadto mRNA
zakonczone B-S-ARCA w warunkach in vivo, ulega translacji 4-krotnie wydajniej niz mRNA

zakonczone kapem typu ARCA?®C,

Przetomowym odkryciem w kontekscie badania translacji byto zastosowanie
trinukleotydowych analogéw kapu o wzorze ogolinym m’GpppNipN2,
Trinukleotydowe analogi kapu zostaly po raz pierwszy zaprezentowane w publikacji
pokonferencyjnej w 2009 roku'**. Technologia trinukleotydowych analogéw kapu
zaproponowana przez Ishikawe i wsp., nie byla eksplorowana do 2017 roku, kiedy to firma
biotechnologiczna Trilink Biotechnology zaimplementowata te technologie do syntezy
kapowanego mRNA. Zastosowanie trinukleotydowych analogéw kapu umozliwito synteze 5’
kapowanego mMRNA - zakonczonego kap1 (metylacjia w pozycji 2’-O pierwszego
transkrybowanego nukleotydu) ko-transkrypcyjnie, za pomocg reakcji transkrypcji in vitro
(IVT)¥4, W miare zrozumienia istotnej roli tej metylacji w procesach immunologicznych,
technologia trinukleotydowych analogéw kapu zaczeta by¢ bardziej eksplorowana w

kontekscie wykorzystania jej do badania proceséw zwigzanych z metabolizmem mRNA.

Sikorski i wsp. zbadali zestaw trinukleotydowych analogéw kapu w wersji kap0 — bez metylacji
w pozycji 2’-O pierwszego transkrybowanego nukleotydu) oraz kapl — z grupg metylowg w
pozycji 2’-O pierwszego transkrybowanego nukleotydu (Rysunek 48A)8. Zsyntezowane
trinukleotydowe analogi kapu wykorzystano jako narzedzie do badania procesu transkrypcji in
vitro (IVT) — syntezy kapowanego mRNA, badajgc przy tym wydajnosé kapingu. Wydajnos¢
kapingu zdefiniowano jako stosunek ilosci kapowanego mMRNA do catkowitej iloSci

otrzymanego mRNA (Rysunek 48B). Wykorzystujgc otrzymane analogi kapu autorzy pracy
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zbadali réwniez jak na proces translacji mRNA, otrzymanego w reakcji IVT, wptywa rodzaj
zasady azotowej oraz obecnos¢ metylacji w pozycji 2’-OH pierwszego transkrybowanego
nukleotydu. Badania wskazaty, ze wprowadzenie zmian w obrebie pierwszego
transkrybowanego nukleotydu znaczgco wptywajg na poziom ekspresji mRNA w zywych
komérkach. Pokazano rowniez, ze poziom ekspresji tego samego mRNA rézni sie w
zaleznosci od linii komdérkowej. Modyfikacja kapu dajgcag najwiekszy efekt biologiczny jest 2'-
O- metylo adenozyna oraz N°® 2-O-dimetylo adenozyna wystepujgca jako pierwszy

transkrybowany nukleotyd (Rysunek 48)8.
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Rysunek 48. Wptyw trinukleotydowych analogéw kapu na proces syntezy i translacji mRNA. A. Uproszczony
schemat syntezy trinukleotydowych analogéw kapu; B. Badanie wydajnosci ko-transkrypcyjnego kapingu mRNA
podczas reakcji IVT; C. Badanie procesu ekspresji mRNA w trzech liniach komérkowych: 3T3-L1, HeLa oraz JAWS
Il. Rysunek zaczerpnieto z pracy Sikorski i wsp.®.

Inng pracg wykorzystujacg technologie trinukleotydowych analogéw kapu jest praca
opublikowana w 2021 roku przez Senthilvelana A. i wsp.*°. W pracy tej autorzy zsyntezowali
nowy trinukleotydowy analog kapu posiadajgcy modyfikacje w obrebie rybozy 7-
metyloguanozyny. Modyfikacja ta polegata na zastgpieniu rybozy, naturalnie wystepujgcej w
nukleotydach, zablokowanym kwasem nukleinowym (ang. Locked Nucleic Acid, LNA)
(Rysunek 49A). Miato to na celu zwiekszenie biostabilnosci struktury kapu oraz mRNA
zakonczonego takim analogiem kapu. W pierwszej kolejnosci otrzymany LNA trinukleotydowy
analog kapu (LNA-tricap) wykorzystano do zsyntezowania mRNA kodujgcego biatko GFP za
pomocg reakcji IVT. Otrzymane wydajnosci syntezy poréwnano z wydajnosciami reakcji IVT
przeprowadzonej w obecnosci kapu ARCA, kapl (CleanCap) oraz reakcji IVT prowadzonej
bez kapu (Rysunek 49B). Uzyskane wyniki wskazuja, ze wprowadzona modyfikacja — LNA-

tricap, obniza wydajnos¢ syntezy mRNA wzgledem CleanCap. Dodatkowo wydajno$¢ kapingu
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MRNA dla LNA-tricap jest znaczaco nizsza niz dla CleanCap oraz ARCA (53% vs. 95% vs.
83%). Wyniki te swiadczg o tym, ze wprowadzona modyfikacja zaburza oddziatywanie LNA-
tricap z polimerazg T7, wykorzystywang w reakcji IVT do syntezy mRNA.
Po przeprowadzeniu wstepnych badan in vitro, kolejnym krokiem wykonanym przez autoréw
pracy byto sprawdzenie wydajnosci translacji mMRNA modyfikowanego LNA-tricap. Wydajnos¢
translacji zbadano w komérkach dendrytycznych JAWS Il. Co ciekawe, mRNA zakonczone
LNA-tricap ulegato translacji znacznie wydaijniej (5-krotnie wydajniej) niz mRNA zakonczone
ARCA oraz CleanCap (Rysunek 49C). Przytoczona praca pokazuje, ze modyfikacja struktury
trinukleotydowego analogu kapu od strony 7-metyloguanozyny istotnie wptywa na poziom
ekspresji MRNA w komoérkach. Wysoka wydajnosé translacji mMRNA w komdrkach moze miec
przetozenie na wzmozong ekspresje biatka w zywych organizmach, co z punktu widzenia

projektowania szczepionek mRNA jest bardzo istotnym czynnikiem.
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Rysunek 49. Przyktad zastosowania LNA-tricap do badania metabolizmu mRNA. A. Schemat syntezy LNA-tricap;
B. Poréwnanie wydajnosci syntezy mRNA w obecnosci kapu ARCA, CleanCap, LNA-tricap oraz bez udziatu
kapu; C. Wydajnos¢ translacji mRNA w komoérkach dendrytycznych JAWS II. Rysunek zaczerpnieto z pracy
Senthilvelan i wsp.14°.

W 2023 roku ci sami autorzy opublikowali nowg prace dotyczacg modyfikacji
trinukleotydowych analogéw kapu®?°. Tym razem zsyntezowali trinukleotydowy analog kapu
posiadajgcy modyfikacje propargilowg w obrebie rybozy 7-metyloguanozyny. Grupa
propargilowa zostata przytaczona bezposrednio do rybozy w pozycji 3'OH (Rysunek 50A).
Grupa propargilowa zostata wprowadzona z myslg o wykorzystaniu trinukleotydowego kapu
do reakgji click chemistry. W pierwszej kolejnosci zostaty zbadane podstawowe wiasciwosci
biologiczne otrzymanego kapu. Tak jak w przypadku poprzedniej pracy, autorzy zbadali wptyw
modyfikacji na wydajnos¢ reakcji IVT, wydajnosé kapingu mRNA oraz wydajnosc¢ ekspresji

kapowanego mRNA. Trinukleotydowy analog kapu z ugrupowaniem propargilowym obnizyt
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wydajnos¢ reakcji IVT o potowe, wzgledem niemodyfikowanego trinukleotydowego kapu
(CleanCap). Ko-transkrypcyjna wydajnos¢ kapingu mRNA byta réwniez nizsza. Modyfikowany
grupg propargilowg analog kapu wbudowywat sie do mRNA z wydajnoscig 76%, podczas gdy
wydajnos¢ kapingu mRNA niemodyfikowanym trinukleotydowym kapem wynosita 95%
(Rysunek 50B). Pomimo ze propargilowy analog kapu wbudowywat sie mniej wydajnie do
MRNA, to ostatecznie mRNA zakohczone tym analogiem kapu, ulegato ekspresji 1.3-razy

wydajniej niz mRNA zakonczone CleanCap (Rysunek 50C)*?°,
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Rysunek 50. Synteza oraz zastosowanie trinukleotydowego analogu kapu do badania metabolizmu mRNA. A.
Schemat syntezy; B. Badanie wptywu modyfikacji propargilowej na wydajnos$¢ reakcji IVT oraz wydajnos¢
kapingu mRNA; C. Badanie translacji mRNA w linii komdrkowej A549. Rysunek zaczerpnieto z pracy Senthilvelan
i wsp.120,

Najwazniejszg cechg trinukleotydowego analogu kapu zsyntezowanego przez Senthilvelan i
wsp., byta obecnoé¢ propargilowej grupy funkcyjnej, umozliwiajgcej dalsze modyfikacje mMRNA

przy uzyciu reakcji typu click chemistry*®

. W celu sprawdzenia, czy mRNA zakonczone
sfunkcjonalizowanym analogiem kapu ulega dalszym reakcjom, autorzy pracy przeprowadzili
reakcje click chemistry pomiedzy mRNA a barwnikiem fluorescencyjnym posiadajgcym grupe
azydkowg. Do wyznakowanie mRNA autorzy pracy wykorzystali komercyjnie dostepny
reagent — Alexa Fluor™ 555 Picolyl Azide. Wyznakowane fluorescencyjnie mRNA zostato
wykorzystane do Sledzenie stabilnosci mMRNA i jego wiasciwosci translacyjnych w komérkach

A549 (Rysunek 51A,B)12,
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Rysunek 51. Przyktad zastosowania sfunkcjonalizowanego trinukleotydowego analogu kapu do znakowanie
MRNA za pomocg znacznikéw fluorescencyjnych. A. Schemat reakcji znakowania mRNA przy uzyciu reagenta -
Alexa Fluor™ 555 Azide; B. Badanie stabilno$ci i aktywnosci znakowanego mRNA przy uzyciu cytometrii
przeptywowej. Rysunek zaczerpnieto z pracy Senthilvelan i wsp.120,

Trinukleotydowe analogi kapu (w tym CleanCap) sg obecnie najbardziej
zaawansowang technologig wykorzystywang do produkcji kapowanego mRNA za pomoca
reakcji IVT oraz narzedzi molekularnych stuzgcych do badania proceséw zwigzanych z

147 Pomimo fenomenu

metabolizmem mRNAXé trinukleotydowych analogéw kapu,
dinukleotydowe analogi kapu sg wcigz powszechnie eksplorowane pod katem wykorzystania
ich jako narzedzi molekularnych. Przyktadem pracy, w ktorej dinukleotydowe analogi kapu
wykorzystano do modulowania translacji mRNA jest praca Klocker i wsp. z 2022 rokul#,
Autorzy tej pracy wykorzystali modyfikowane dinukleotydowe analogi kapu do kontrolowanie
procesu translacji przy uzyciu swiatta. Wykorzystane analogi kapu (FlashCaps) posiadaty
modyfikacje w obrebie zasady azotowej — 7 metyloguanozyny. Zastosowanymi modyfikacjami
byly Swiattoczute grupy funkcyjne — grupy zabezpieczajgce, ktére w wyniku dziatania na nie
Swiattem o odpowiedniej dlugosci, mogly zosta¢ usuniete ze struktury kapu (Rysunek 52).
Wprowadzenie tych grup w obrebie 7-metyloguanzyny powodowato zawade sterczyna, ktéra
uniemozliwiata zwigzanie konnca 5 mRNA przez biatko elF4E, inicjujgce proces translacji
mMRNA. Usuniecie $wiattoczutej grupy funkcyjnej ze struktury kapu, przywracato jego naturalng

strukture, co z kolei umozliwiato zwigzanie korica 5° mMRNA przez biatko elF4E (Rysunek 52).
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Rysunek 52. llustracja przedstawiajgca koncepcje wykorzystania FlashCaps do modulowania translacji mRNA
przy uzyciu $wiatta. Rysunek zaczerpnieto z pracy Klocker i wsp.148

Autorzy pracy pokazali, ze FlashCaps mogg by¢ stosowane z powszechnymi technikami
biologii molekularnej wykorzystywanej do syntezy mRNA. W swojej pracy pokazali, ze mRNA
zakonczone FlashCaps nie jest aktywne translacyjnie do czasu ,uwolnienia” go przy uzyciu
Swiatta. Zaletg FlashCaps-mRNA jest to, ze powstate mRNA nie jest immunogenne oraz nie
posiada trwatych zmian w swojej sekwencjit*®. Technologia opracowana przez Klécker i wsp.
jest jednym z przyktadoéw zastosowania dinukleotydowych analogéw kapu pozwalajacym
efektywnie kontrolowa¢ ekspresje egzogennego mRNA, co moze by¢ wykorzystane w

kolejnych generacjach terapeutykow wykorzystujgcych kwasy nukleinowe.

1I.11 Terapeutyczne MRNA - przyszitosc¢ terapii

przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych

Od przeszto 50 lat analogi nukleozydéw i nukleotydow sg stosowane w terapiach
pacjentow z nowotworami lub chorobami wirusowymi®® 14°. Obecnie jednak najwiekszg
nadzieje poktada sie w terapiach wykorzystujgcych mRNA. Wybuch pandemii koronawirusa w
2019 roku znacznie przyspieszyt rozwéj szczepionek wykorzystujgcych technologie mRNA,
jednak badania dotyczgce mRNA oraz jego zastosowania w terapiach rozpoczeto pod koniec
XX wieku. Rozwoj technologii mMRNA mozna podzieli¢ na trzy gtéwne etapy, ktdérym
towarzyszyly przetomowe badania z dziedziny mRNA.
Pierwszy etap rozwoju terapeutycznego mRNA trwat do 1990 roku. W tym czasie opracowano
synteze mRNA w warunkach in vitro oraz podjeto pierwsze préby wprowadzanie mRNA do
wnetrza komorek. Drugi etap, trwajgcy az do 2019 roku, skupiat sie na prébach wykorzystania
MRNA do badan majgcych na celu zgromadzeniu wiedzy na temat mRNA oraz wykorzystaniu
go w terapiach przeciwnowotworowych oraz przeciwwirusowych. Trzeci etap rozwoju

technologii mMRNA trwa obecnie i rozpoczat sie wraz z dopuszczeniem na rynek szczepionek
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MRNA przeciw SARS-CoV-2, ktére jednoczesnie sg pierwszymi dopuszczonymi do
stosowania terapeutykami na bazie mRNA (Rysunek 53)°,
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Rysunek 53. O$ czasu z kluczowymi odkryciami przyczyniajgcymi sie do rozwoju technologii mRNA. Rysunek
zaczerpnieto z pracy Qin i wsp.t5°

1.11.1 Rodzaje terapii wykorzystujace technologie mRNA
Technologia mRNA obecnie wykorzystywana jest w trzech obszarach terapeutycznych.
Tymi obszarami terapeutycznymi sg: immunoterapia, terapie zastepcze (ang. protein
replacment therapy) oraz medycyna regeneracyjna. Technologie mRNA mozna rowniez
wykorzysta¢ do edycji genomu za pomocg techniki CRISPR-Cas*®l. Ogdlna zasada dziatania
terapeutycznego mRNA jest taka sama, niezaleznie od obszaru terapeutycznego. mRNA
dostarczone do wnetrza komoérki jest matrycg dla maszynerii komorkowej do syntezy
funkcjonalnego biatka, ktérego sekwencja byta zakodowana w sekwencji wprowadzonego
mRNA. Powstate biatko jest ,formg aktywng” terapeutyku, ktéry oddziatuje na organizm

pacjenta. W zaleznosci od obszaru terapeutycznego, odpowiedz ta jest rozna.

11.11.1.1 Immunoterapia mRNA

Zadaniem immunoterapii opartej o technologiec mRNA jest pobudzenie ukfadu
immunologicznego organizmu. W immunoterapii mMRNA, mRNA wprowadzane do wnetrza
komérek zawiera sekwencje kodujgcg biatko antygenowe. Po etapie translacji mRNA,
syntezowany antygen, ktéry nastepnie jest prezentowany na powierzchni komoérek
prezentujgcych antygen (ang. Antigen-presenting cells, APC) za pomocag czasteczek
gtdwnego uktadu zgodnosci tkanek (ang. Major Histocompatiblity Complex, MHC). Komérki te,
pobudzajg wrodzony uktad immunologiczny, limfocyty T (ang. T-cells) do produkcji przeciwciat
skierowanych przeciwko danemu antygenowi (Rysunek 54). Immunoterapia mMRNA

skierowana jest przeciwko chorobom nowotworowym i wirusowym?®#’. Zostata wykorzystana w
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szczepionkach mRNA przeciwko SARS-CoV-2, w ktorych to mRNA zawierato sekwencje
kodujgca biatka Spike znajdujgcego sie na powierzchni koronawirusal®?. Immunoterapia
MRNA odnajduje réwniez swoje zastosowanie w leczeniu chordb alergicznych wywotanych
przez immunoglobuline E (IgE)*3.
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Rysunek 54. Komérkowa i humoralna odpowiedz immunologiczna indukowana za pomocg szczepionki mRNA.
Rysunek zaczerpnieto z pracy Fang E. i wsp.'#!

1.11.1.2 Terapia zastepcza

Poza immunoterapig, w ktorej mRNA kodujgce transkrypt wywotujgcy odpowiedz
immunologiczng przeciwko wybranym komodrkom, terapeutyczne mRNA moze byé
wykorzystane w terapii zastepczej (ang. protein-replacment therapy) oraz w terapiach
regeneracyjnych. Terapia zastepcza jest terapig wykorzystywang w chorobach genetycznych,
podtozem ktérych jest wadliwa struktura biatka lub brak jego wystepowania. W terapii
zastepczej do wnetrza komorek wprowadza sie mRNA kodujgce biatko, ktére z powodu
choroby nie jest produkowane w komérce badz jest wadliwe. W poréwnaniu do
konwencjonalnych lekow biatkowych, stosowanych w tego typu schorzeniach, terapia mRNA

jest znacznie wydajniejsza, gdyz z jednej czgsteczki mRNA powstaje wiecej biatka®®*.

11.11.2 Ograniczenia terapii bazujgcych na technologii mRNA
Pomimo wszechstronnosci i wielu zastosowan terapii mRNA technologia ta posiada
niestety kilka ograniczeh. Ograniczenia te wynikajg gtéwnie z samej struktury mRNA.
Pierwszym powaznym ograniczeniem technologii mRNA jest brak mozliwosci swobodnego
przenikania przez btone komodrkowg do wnetrza komorek, gdzie ulega ono translacji.
MRNA jest dtugim polimerem zbudowanym z nukleotydéw potgczonych ze sobg resztg

fosforanowg. Reszta fosforanowa jest najbardziej polarnym fragmentem mRNA, dodatkowo w
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warunkach komérkowych jest ona ujemnie natadowana. Taka budowa czgsteczki mRNA
uniemozliwia jej przejscie przez lipidowg btone komdrkowa, co znaczenie utrudnia proces
dostarczania terapeutyku®®. Jednym z rozwigzan, umozliwiajgcym podanie nagiego mRNA,
jest podanie go bezposrednio w iniekcjach srédskérnych lub wewnatrz weztowych, gdzie
niedojrzate komoérki dendrytyczne mogg pobiera¢ nagie mRNA®. Innym rozwigzaniem,
dajacym wiecej mozliwosci terapeutycznych, jest zastosowanie lipidowych nanoczgsteczek
(ang. Lipid Nanoparticles, LNP). LNP sg zbudowane z czterech typow lipidow: lipidow
kationowych (lub jonizowalnych), cholesterolu, fosfolipidow oraz glikolu polietylenowego
(PEG) (Rysunek 55A). Dzieki swojej ztozonej budowie LNP moze jednoczes$nie zamykac
polarng czasteczke mRNA wewnagtrz nanoczgsteczek oraz swobodnie przenikaé przez
hydrofobowg btone komérkowg. Po wniknieciu do wnetrza komérki mRNA zamkniete w LNP
jest z nich uwalnianie przez endosomy (Rysunek 55B)*’. Jest to obecnie najwydajniejszy i

najbardziej zaawansowany system dostarczania terapeutykéw mRNA do wnetrza komorek*®8.
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Rysunek 55. Struktura oraz mechanizm wnikania do wnetrza komoérek lipidowych nanoczgsteczek wraz z
zamknigetym wewngtrz mRNA. A. Budowa LNP wraz z lipidami budujgcymi nanoczasteczki; B. Mechanizm wnikania
LNP oraz etap uwalniania mRNA w cytoplazmie. Rysunek zaczerpnigto z Swingle i wsp.%.

Kolejnym ograniczeniem technologii mRNA jest stabilnos¢ mRNA wewnatrz komorki
oraz jego biokompatybilnos¢. mRNA po wniknieciu do wnetrza komérki musi ulega¢ procesom
komérkowym, takim samym jak mRNA naturalnie wystepujace w komodrce. W przypadku
terapeutycznego mRNA kluczowym etapem jest translacja. Na wydajno$é produkcji biatka
wpltywa wiele czynnikéw, jednym z nich jest stabilnos¢ mRNA w cytoplazmie. Stabilne mRNA,
ktore dtugo bedzie utrzymywac sie w komorce, bedzie ulegac translacji dtuzej, niz niestabilne
transkrypty. Bezposredni wptyw na stabilnos$¢ i wydajnos¢ translacji terapeutycznego mRNA
majg jego cechy strukturalne, tj. obecnosc¢ i rodzaj kapu na koncu 5 mRNA, dlugos¢ ogona
poli(A) oraz sekwencje regiondéw nieulegajgcych translacji (ang. untranslated regions,
UTRs),

Wprowadzanie modyfikacji, w obrebie wymienionych cech strukturalnych mRNA,
mozna znaczgco wpltyngé na wiasciwosci biologiczne terapeutycznego mRNA. Wbudowanie

na koncu 5 mRNA chemicznie modyfikowanych analogéw kapu moze znaczgco zwiekszy¢
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stabilno$¢ oraz wydajnos¢ translacji terapeutycznego mRNA®. Podobne zastosowanie majg
modyfikacje wprowadzone w obrebie ogona poli(A)!®L. Innym rodzajem wprowadzanych
modyfikacji jest zastgpienie naturalnie wystepujgcych w sekwencji mRNA nukleotydéw
modyfikowanymi nukleotydami. Ogodlna korzyscig takie modyfikacji jest wplyw na
biokompatybilno$¢ terapeutycznego mRNA (Rysunek 56). Modyfikowane nukleotydy,
znajdujace sie w sekwencji terapeutycznego mRNA, obnizajg immunogennos¢ mRNA poprzez
obnizenie poziomu dwuniciowego RNA (dsRNA), ktére powstaje podczas reakcji in vitro
transkrypcji. Przyktadami  modyfikowanych nukleotydow uzywanych do syntezy
terapeutycznego mRNA sg Pseudourydyna (), N*-metylpseudourydyny (my) czy N°&-
metyloadenozyny (m®A). Wysoka immunogenno$é niemodyfikowanego mRNA aktywuje
wrodzony uktad immunologiczny, co skutkuje przedwczesng degradacjg terapeutycznego
MRNAT,
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Rysunek 56. Syntetycznie modyfikowane terapeutyczne mRNA. Wplyw modyfikacji na stabilnosci i
biokompatybilnos¢ mMRNA. Rysunek zaczerpnigto z pracy Gao i wsp.16?

11.12 Perspektywy rozwoju terapii mRNA

Szybki rozwdj oraz dopuszczenie szczepionek mRNA na catym Swiecie, spowodowany
pandemig SARS-Cov-2, pokazat ogromny potencjat technologii mRNA %, Pojawienie sie
pierwszych szczepionek mMRNA przeciwko SARS-Cov-2 sprawito, ze wiekszo$¢ firm
biotechnologicznych oraz farmaceutycznych zaczeto rozwija¢ technologie mRNA zaréwno pod
katem szczepionek przeciwwirusowych , jak rowniez przeciwko chorobom nowotworowym.
Liczba badan klinicznych wykorzystujgcych technologie mRNA ciggle rosnie. Kluczowym
krokiem dla rozwoju terapii mMRNA byto zoptymalizowanie metod dostarczania mRNA do
wnetrza komoérek za pomocg lipidowych nanoczgsteczek. Co wigcej, w literaturze pojawia sie
coraz wiecej prac dotyczgcych optymalizacji syntez mRNA oraz zwigkszenia stabilnosci oraz
translacji dostarczanych mRNA przy uzyciu modyfikowanych nukleotydéw. Na te chwile
najwiekszym wyzwaniem wydaje sie by¢ optymalizacja procesu oczyszczania mRNA oraz
obejscie problemu dotyczgcego immunogennosci terapeutycznego mRNA, szczegodlnie w
kontekscie terapii choréb przewlekilych, ktore wymagajg wielokrotnego podawania leku
(Rysunek 57).
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Wydaje sig, ze terapie oparte o technologie mMRNA sg przyszto$cig medycyny nie tylko pod
katem szczepionek przeciwwirusowych i nowotworowych, ale takze spersonalizowanych
terapii ukierunkowanych na choroby genetycznel®4,
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Rysunek 57. Rozwdj terapii wykorzystujgcych technologie mRNA. Rysunek zaczerpnieto z pracy Verbeke i
wsp. 165
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Il Badania wtasne

W rozdziale tym zostang omoéwione wyniki uzyskane w ramach realizowanego przeze
mnie projektu doktorskiego. Prowadzone przeze mnie badania byly czescig dwoch duzych
projektow dotyczgcych badania procesu degradacji jednego z metabolitéw konca 5 mRNA
oraz procesu translacjii mRNA. W niniejszym rozdziale zostang rdéwniez opisane i
przedyskutowane przeze mnie wyniki badan uzyskane przez inne osoby, ktérych celem byta
ewaluacja otrzymanych przeze mnie zwigzkéw lub stworzenie podwalin do ich ulepszenia .
Badania te byly przeprowadzone z wykorzystaniem otrzymanych przeze mnie narzedzi
molekularnych i sg dopetnieniem niniejszego projektu. Wyniki uzyskane przeze mnie i osoby
zaangazowane w powyzsze projekty staty sie przedmiotem publikacji naukowych

wymienionych na stronie pigtej rozprawy.

I1l.1 Motywacja do badan

Informacyjne RNA jest jedng z najwazniejszych biomolekut biorgcych udziat w procesie
biosyntezy biatka. O strukturze mRNA i procesach, w ktére mRNA jest zaangazowane oraz o
biatkach oddziatujgcych z mRNA wiemy bardzo duzo. Jednak mnogos$¢ zastosowan mRNA
sprawia, ze procesy zwigzane z jego aktywnoscig sg wcigz intensywnie badane. Jednym z
najbardziej eksplorowanych zagadnien zwigzanych z mRNA i jego pochodnymi jest
wykorzystanie ich do celéw terapeutycznych. Obecnie mRNA wykorzystywane jest do
projektowania szczepionek mRNA, ktérych zadaniem jest aktywowanie swoistego uktadu
odpornoéciowego. Do zaprojektowania dobrze dziatajgcej szczepionki mRNA, konieczne jest
szczegotowe poznanie procesow komdrkowych, ktéorym wprowadzone do komoérki mRNA
bedzie podlegaé. Tymi procesami sg przede wszystkim translacja i degradacja mRNA. Za
przebieg tych proceséw odpowiedzialne sg biatka kap-zalezne, a ich badanie jest mozliwe
dzieki staranie zaprojektowanym narzedziom molekularnym. Takimi narzedziami sg pochodne

informacyjnego RNA, w szczegdlnosci pochodne jego konca 5’, czyli pochodne kapu.

W ramach mojego projektu doktorskiego zajmowatem sie poszukiwaniem chemicznie
modyfikowanych pochodnych struktury kapu, ktére mogty by¢ wykorzystane jako narzedzia
molekularne do badanie procesu degradaciji i translacji mRNA. Biatkami, scistym kregu moich
zainteresowan byto biatko elF4E (rozdziat 1.1.,1.4.3.), odpowiedzialne za proces inicjacji
translacji oraz ludzka cytozolowa 5’-nukleotydaza IIIB (cN-111B), ktorej substratem jest jeden z
metabolitéw konca 5 mMRNA - m’GMP.

W niniejszej rozprawie doktorskiej czes¢ badan dotyczgcych enzymu cN-I11IB jest kontynuacjg

projektu rozpoczetego przeze mnie na studiach | stopnia. W ramach pracy licencjackiej

77



zsyntezowatem, przy uzyciu chemii typu click, szereg analogdw m’GMP, ktére posiadaty
modyfikacje w obrebie reszty fosforanowej. Sposréd otrzymanych przeze mnie zwigzkow,
jeden okazat sie selektywnym inhibitorem enzymu cN-IlIB. Wedle naszej wiedzy byt to
pierwszy znany inhibitor enzymu cN-1lIB. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w 2017
roku, a projekt dotyczacy enzymu cN-IIIB byt kontynuowany przeze mnie na studiach Il
stopnia. Dodatkowo, podczas studiow Il stopnia kontynuowatem badania majgce na celu
znalezienie silnych i odpornych na degradacje inhibitorow enzymu cN-IIIB. Wyniki badan
uzyskane przeze mnie podczas studiow licencjackich i magisterskich zostang w skrécie
opisane w rozdziale 111.3. Nadrzednym celem tej czesci rozprawy doktorskiej byto znalezienie
silnych i selektywnych inhibitorow enzymu cN-IlIB i wykorzystanie ich jako narzedzi
molekularnych stuzgcych do poznania roli tego w enzymu w procesie degradacji metabolitow
konca 5 mRNA.

Druga cze$¢ mojego projektu doktorskiego dotyczyta zaprojektowania i syntezy nowych
triazolowych analogdéw kapu, ktére wykorzystano do badania procesu translacji. Triazolowe
analogi kapu zostaty po raz pierwszy opracowane w naszym zespole i opublikowane w 2017
roku®!. Triazolowe analogi kapu sg otrzymywane z wykorzystaniem chemii typu click, co
znacznie utatwia i przyspieszyto synteze. Niektore z otrzymanych analogéw byty odporne na
degradacje enzymatyczng oraz wykazywaty wyzsze powinowactwo do biatka elF4E niz
niemodyfikowany kap (m’GpppG). Niestety badania pokazaty, Zze triazolowe analogi kapu
oparte na strukturze dinukleotydu czesto wbudowujg sie do mRNA w odwrotnej orientac;ji, co
skutkuje otrzymaniem niefunkcjonalnego mRNA. Potgczenie modyfikacji triazolowej z
modyfikacjg typu ARCA skutkowato znacznym obnizeniem wydajnosci kapingu. Pomimo
niskiej wydajnosci kapingu, mMRNA posiadajgce triazolowe analogi kapu typu ARCA, ulegato
procesowi translacji wydajniej niz mRNA posiadajgce na koncu 5 niemodyfikowany kap
(m’GpppG). Badania nad triazolowymi analogami kapu byty kontynuowane, a wyniki tych
badan zostaty opisane w publikacji w 2018 roku 4. Przedstawiono wéwczas nowe triazolowe
analogi kapu, ktore posiadaty znacznie wyzsze powinowactwo do biatka elF4E niz naturalny
kap (M’GpppG). Po wbudowaniu otrzymanych analogéw kapu do mRNA okazato sie, ze jeden
z otrzymanych analogéw zwigeksza wydajnosc¢ translacji takiego mRNA, pomimo niskiej
wydajnosci kapingu oraz braku odpornosci na degradacje przez enzymy hDcp2. Dostepnosé
syntetyczna triazolowych analogédw kapu oraz ich dobre wiasciwosci biologiczne
spowodowaly, ze staly sie one interesujgcym obiektem do dalszych badan na procesem
translacji mMRNA. W celu poprawy wtasciwosci biologicznych triazolowych analogéw kapu,
technologie triazolowg potgczytem =z technologig trinukleotydowych analogéw kapu.
Trinukleotydowe analogi kapu wbudowujg sie do mRNA z wysokg wydajnoscig i w poprawnej

orientacji. Dodatkowo, mRNA zakonczone trinukleotydowym kapem ulega translacji znacznie
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wydajnej niz mRNA z dinukleotydowym kapem. Co wiecej, zastosowanie technologii
trinukleotydowej umozliwia wprowadzanie modyfikacji w pozycjach, ktérych nie mozna
modyfikowa¢ za pomocg dinukleotydéw (np. w obrebie pierwszego transkrybowanego
nukleotydu i wigzania fosfodiestrowego). Niestety synteza trinukleotydowych analogéw kapu
jest bardziej wymagajgca, a proces oczyszczania moze by¢ czasochtonny. Zatozeniem
niniejszego projektu byto opracowanie metody syntezy trinukleotydowych analogéw kapu z
wykorzystaniem chemii typu click. Zastosowanie tych dwdch technologii miato na celu
przyspieszenie syntezy trinukleotydowych analogéw kapu przy jednoczesnym poprawieniu

wiasciwosci biologicznych triazolowych analogéw kapu.
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[11.2 Cel badan

Gtéwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta synteza oraz ewaluacja narzedzi

molekularnych do badania procesu degradacji metabolitow konca 5 mRNA oraz procesu

translacji mMRNA. W ramach mojego projektu doktorskiego zajmowatem sie:

1. Poszukiwaniem inhibitorow ludzkiej cytozolowej 5’-nukleotydazy IIIB, w tym:

O

Badaniem wtasnosci inhibitorowych benzylowych analogéow 5’-monofosforanu 7-
metyloguanozyny

Wyznaczaniem parametru ICso potencjalnych inhibitorow enzymu cN-I1IB za pomoca
testu z uzyciem zieleni malachitowej

Wyznaczeniem powinowactwa (réwnowagowej statej asocjacji, Kas) wybranych
inhibitoréw enzymu cN-IIIB wzgledem biatka elF4E przy uzyciu sond fluorescencyjnych
Wyznaczaniem parametru ICso dla wybranych inhibitoréw enzymu cN-I1IB wzgledem
ludzkiej cytozolowej 5°-nukleotydazy Il1A

Syntezg wyselekcjonowanych inhibitoréw enzymu cN-11IB w wersji pronukleotydow
Badaniem wilasciwosci inhibitorowych oraz selektywnosci analogéw m’GMP

ulegajacych reakcjom typu SUFEX wzgledem enzymu cN-I1IB

2. Badaniem wptywu modyfikacji triazolowej wprowadzonej do tri- i tetranukleotydowych

analogdéw kapu na proces translacji mMRNA, w tym:

O

Projektowaniem oraz syntezg tri- i tetranukleotydowych analogéw kapu
z wykorzystaniem chemii typu click

Syntezg mRNA zawierajgcych na kohcu 5 zsyntezowane przeze mnie tri-
i tetranukleotydowe analogi kapu

Badaniem wptywu modyfikacji konca 5° mRNA na wydajnos¢ procesu transkrypcji in
vitro oraz kapingu mRNA

Badaniem wptywu modyfikacji konca 5 mRNA na wydajnosci translacji otrzymanych
transkryptow w lizacie komérkowym z retikulocytow kréliczych oraz w komodrkach
dendrytycznych JAWS I

Syntezg nowych trinukleotydowych triazolowych analogéw z modyfikacjami w obrebie
zasady azotowej pierwszego transkrybowanego nukleotydu

Wplywem zastosowanych modyfikacji zasady azotowej na wydajnos$c¢ translacji mRNA

w lizatach komérkowych z retikulocytéw kréliczych

Uzyskane przeze mnie wyniki badan zostang szczegdtowo opisane w kolejnych rozdziatach
niniejszej rozprawy doktorskiej. W ponizszych rozdziatach zostang dodatkowo przedstawione
i oméwione wyniki badan uzyskane przez inne osoby, ktdére wspdlnie ze mng byly
zaangazowane w oba projekty.
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ll.3Pochodne 5’-monofosforanu 7-metyloguanozyny jako

narzedzia stuzgce do badania aktywnosci ludzkiego

enzymu cN-IlIB

Poznanie roli enzymu mozliwe jest dzieki odpowiednim narzedziom takim jak
specyficzne inhibitory. Poszukiwanie inhibitoréw enzymu, ktérego rola i struktura sg nie do
konca poznana jest czasochtonnym procesem. Jedng z metod poszukiwania inhibitoréw nowo
odkrytych biatek jest metoda SAR (ang. Structure-Activity Relationship). Metoda SAR jest
metodg iteracyjna, w kitdrej na podstawie wstepnych wynikéw badan wybiera sie struktury
wiodagce. Struktury wiodgce sg modelami stuzacymi do projektowania nowych zwigzkow.
Kluczowym etapem w metodzie SAR jest doboér odpowiednich zwigzkéw budujgcych biblioteke
potencjalnych inhibitorow. Najczestszym wyborem sg pochodne substratéw, do ktdrych
chemicznie wprowadza sie grupy funkcyjne potencjalnie zwigkszajgce powinowactwo do
danego enzymu. W przypadku enzymu cN-IIIB, punktem wyjsciowym do projektowanie jego
inhibitoréw byta struktura substratu tego enzymy, czyli m’GMP. W poszukiwaniu nowych
inhibitoréw enzymu cN-IIIB wsparciem byty wyniki uzyskane w ramach pierwszej pracy autora
niniejszej rozprawy, dotyczace inhibitorow enzymu cN-IlIB (Kozarski i wsp., 2018)%. W
przytoczonej pracy opisano strukture pierwszego inhibitora enzymu cN-IlIB. Tym inhibitorem
byta pochodna 5-monofosforanu 7-metyloguanozyny (m’‘GMP), w ktérej naturalnie
wystepujace, w nukleotydach, wigzanie 5'-fosfoestrowe zostato zastgpione ugrupowaniem
fosfotriazolowym— zwigzek m’G-triazolP (Rysunek 58)%. m’G-triazolP jest mikromolarnym
inhibitorem enzymu cN-IlIB. Wyznaczona warto$¢ parametru ICso wyniosta 128 + 10 uM.
Dodatkowo, m’G-triazolP jest selektywny w kontekscie innych biatek rozpoznajgcych strukture
7-metyloguanozyny, tzn. wigze sie do niech ze stosunkowo niewielkim powinowactwem.
Wartosci parametrow inhibicji lub wigzania otrzymane w testach biochemicznych i
biofizycznych dla DcpS (ICso= 244 + 39 uM) i elF4E (Kpapp= 5.9 + 0.5 uM)>3 byty znacznie
nizsze w poréwnaniu do wartosci otrzymanych dla m’GMP (DcpS: ICso=42.2 + 7.7 uM, elF4E:
Kp,app= 2.0 + 0.2 uM.
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Rysunek 58. Struktura chemiczne pierwszego inhibitora enzymu cN-IlIB oraz jego wtasciwosci biologiczne.
Rysunek przygotowano na podstawie publikacji Kozarski i wsp.53

Ill.4 Badanie wiasciwosci substratowych i inhibitorowych
analogéw 5’-monofosforanu 7-metyloguanozyny
wzgledem ludzkiego enzymu cNIIIB

lll.4.1Badania wstepne

Badanie witasciwo$ci substratowych i inhibitorowych ludzkiego enzymu cN-IIIB
zbadano wykorzystujgc biblioteke zwigzkéw stworzong przeze mnie i dr Dorote Kubacka.
Biblioteka zwigzkéw wykorzystana do badania aktywnosci enzymu cN-IIIB sktadata sie z
ponad 40 zwigzkdéw pochodzenia nukleotydowego. Czes¢ zwigzkéw pochodzita z zasobdéw
Laboratorium Chemii Biologicznej i Biofizycznej na Wydziale Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego oraz Centrum Nowych Technologii UW, pozostate otrzymatem osobiscie.
Biblioteka ta zawierata zaréwno naturalne nukleozydy i nukleotydy, jak i modyfikowane
nukleotydy. Modyfikowanymi nukleotydami byly gtéwnie pochodne 5’-mono- oraz 5'-
difosofranéw 7-metyloguanozyny posiadajgce modyfikacje w obrebie reszty fosforanowej,
rybozy oraz zasady azotowej (Rysunek 59A). W pierwszym etapie badan zbadano wtasciwosci
substratowe wybranych zwigzkéw. W tym celu mierzytem stopien hydrolizy enzymatycznej
wybranych zwigzkéw w obecnosci enzymu cN-IlIB. Stopien hydrolizy enzymatycznej byt
monitorowany za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowg (HPLC) z kolumng
analityczng w odwrdoconych faza z detekcjg UV przy dtugosci fali 254 nm. Przebieg reakcji
enzymatycznej byt mozliwy dzieki réznicy w polarnosci substratu (5’-monofosforanu

nukleozydu) i produktu (nukleozydu) powstatego w czasie trwania reakcji. Zbiorcze wyniki
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przedstawitem w Tabeli 1 oraz na rysunku 59B. Wyniki hydrolizy przedstawitem normalizujgc
otrzymane wartosci wzgledem wartosci otrzymanej dla m7GMP (dla ktérego wzgledny stopien
hydrolizy okreslitem jako 100%). Badania potwierdzity, ze bardzo dobrym substratem enzymu
cN-11IB jest, oprocz m7GMP (100%), 5’-monofosforan cytozyny (CMP) (169%). Enzym cN-I1IB
z wysokg wydajnoscig hydrolizuje réwniez 5’-monfosforan 2’-deoksytymidyny (2’-dTMP)
(153%), 5-monofosforan 2’-deoksycytydyny (2-dCMP) (104%), a takze 5’-difosforan 7-
metyloguanozyny (m’GDP) (98%), ktéry w pierwszej kolejnosci degradowany jest do m’GMP.
Enzym cN-llIB z nizszg wydajnoscig, wzgledem naturalnych substratow, hydrolizowat 5’-
monofosforan inozyny (IMP) (24%). Natomiast 5'-trifosforan 7-metyloguanozyny (m’GTP) oraz
dinukleotyd m’GpppG, zgodnie z oczekiwaniami, nie ulegaty hydrolizie enzymatycznej. W
przypadku chemicznie modyfikowanych analogéw m’GMP, wszystkie zwigzki posiadajgce
modyfikacje w obrebie reszty fosforanowej, z wyjgtkiem wczesniej zidentyfikowanego zwigzku
(S17) (122%), byty odporne na hydrolize enzymatyczng przez enzym cN-1lIB lub byty przez
niego nierozpoznawane. Co ciekawe, to samo zjawisko zaobserwowatem w przypadku
zwigzkow z modyfikacjg w pozycji N7 zasady azotowej (S19-21). Natomiast zwigzek (S23),
posiadajgcy modyfikacje w pozycji N1 guanozyny byt rozpoznawany przez enzym cN-IIIB jako
substrat i ulegat hydrolizie (73%). Pofgcznie modyfikacji propargilowej w pozycji N1 z
modyfikacjg reszty fosforanowej sprawito, ze zwigzek (S24) byt odporny na hydrolize
enzymatyczng. Na tym etapie badan, uzyskane wyniki dla zwigzku (S24) sugerowaty, ze moze
on by¢ dobrym inhibitorem enzymu cN-111B. Prawie 60% zwigzkow posiadajgcych modyfikacje
w obrebie rybozy ulegato hydrolizie w obecnosci enzymu cN-111B. Zwigzkami nieulegajgcymi
hydrolizie przez enzym cN-IlIB byly zwigzki (S29-32). Zwigzki te posiadaty obszerne
podstawniki tancuchowe (S29-31) lub biotyne (S32 pozycjach 2’ lub 3’ rybozy. ). Tak obszerne
podstawniki powodujg prawdopodobnie zawade steryczng, uniemozliwiajgc tym samym
wigzanie do kieszeni wigzgcej enzymu cN-11IB. Obserwacje te sugerowaty, ze mozliwe jest
wprowadzenie niewielkich modyfikacji w obreb rybozy nie zaburzajgc znaczgco oddziatywania

Z enzymem.

Kolejnym krokiem moich badan byto wstepne okreslenie wtasciwosci inhibitorowych
zebranych w bibliotece zwigzkéw. W tym celu przeprowadzitem reakcje enzymatyczne, w
ktérej monitorowano stopien przereagowania m’GMP w obecnosci enzymu cN-IIIB oraz
jednego stezenia (100 uM) potencjalnego inhibitora (Rysunek 59). Do okreslenie wiasciwosci
inhibitorowych testowanych zwigzkoéw, ponownie wykorzystatem analize przy uzyciu RP
HPLC. W przypadku hydrolizowanych analogéw nukleozydéw, za pomocg RP HPLC mozliwe
byto obserwowanie zaréwno 7-metyloguanozyny (produkt hydrolizy m’GMP) oraz nukleozydu
powstatego w wyniku hydrolizy testowanego modyfikowanego nukleotydu. Na podstawie

otrzymanych wynikéw wytypowatem siedem struktur wiodgcych (zwigzki S1, S3, S14, S18,
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S19, S20i S21) (Rysunek 59A). Sposrdd wybranych zwigzkéw wybratem trzy zwigzki, ktore
posiadaty najsilniejsze wtasciwosci inhibitorowe. Byt to odkryty przeze mnie wczes$niej inhibitor
enzymu cN-IlIB, zwigzek (S14), w obecnosci ktérego m’GMP ulegato hydrolizie w 35%
zwigzek (S19), posiadajgcy modyfikacje benzylowg w pozycji N7 guanozyny, w obecnosci
ktérego enzym cN-IlIB hydrolizowat m’GMP zaledwie w 23% oraz 5'-difosforan 7-
benyzloguanozyny (S20), ktéry hamowat proces hydrolizy m’GMP w 42% Badania wstepne
dotyczgce pierwszej biblioteki inhibitorow enzymu cN-IIIB zostaty wykonane we wspotpracy z

dr Dorotg Kubacka.

84
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Rysunek 59. Badanie wtasciwosci substratowych i inhibitorowych pierwszej biblioteki potencjalnych inhibitoréw
enzymu cN-IlIB. A. Struktury chemiczne zwigzkéw zebranych w pierwszej bibliotece. B. Heat mapa pokazujgca
wiadciwosci substratowe i inhibitorowe zwigzkéw. Wiasciwo$ci inhibitorowe mierzono jako % defosforylacji
m’GMPw obecnosci inhibitora (gérny panel). Wiasciwosci substratowe mierzono jako % konwersji zwigzku w

produkt reakcji enzymatycznej. Dane przedstawiajg wyniki Srednie z dwoch powtdrzen.
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W celu uproszczenia analizy wynikéw, otrzymane wyniki zostaty znormalizowane wzgledem
hydrolizy m’GMP przez enzym cN-IIIB, dla ktérej przypisano 100% aktywnosci. Rysunek na

podstawie pracy Kubacka & Kozarski i wsp.%® Warto$ci numeryczne zebrano w Tabeli 1.

Tabela 1. Podatnos$¢ na hydrolize enzymatyczng oraz wtasciwosci inhibitorowe wzgledem ludzkiego enzymu cN-
I1IB, ponad 40 zwigzkéw pochodzenia nukleotydowego, wzgledem ludzkiego enzymu cN-IlIB. Wyniki hydrolizy
przedstawiono w %, normalizujg¢ wyniki wzgledem m’GMP. Stopien inhibcji enzymu cN-I1IB odniesiono wzgledem
reakcji bez udziatu ihibitora.

. o e Inhibicja hydrolizy m’GMP przy
Zwigzek Podatnosc¢ na hydrolize (%) stezeniu 100 uM (%)
woda 0 100
m’Guo 0 93
m’GMP 100 106
>
g m’GDP 98 92
é m’GTP 0 86
2 m’GpppG 0 101
% 5-IMP 24 100
% 5-CMP 169 93
z 2'-dCMP 104 96
5-TMP 153 103
S1 0 82
- S2 0 9
@ S3 0 68
© S4 0 106
Ke)
s S5 0 101
g S6 0 101
s s7 0 92
- s8 0 99
>
338 S9 0 98
Eg S10 0 99
53 S11 0 99
2 S12 0 80
T S13 0 80
3 S14 0 35
€ S15 0 99
D
S S16 0 102
g S17 122 99
S18 0 52
° S19 0 23
ND o S20 0 58
D_ —_
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[1.4.2 Badanie aktywnosci enzymu przy uzyciu metody
kolorymetrycznej — analiza zielenig malachitowg

Analiza zielenig malachitowg jest jedng metodg kolorymetryczng umozliwiajgca
detekcje nieorganicznego fosforanu. Detekcja oraz okreslenie stezenia nieorganicznego
fosforanu jest mozliwa dzigki zmianie intensywnosci absorpcji zieleni malachitowej, ktora jest
spowodowana utworzeniem kompleksu z nieorganicznym fosforanem. Wzrost intensywnosci
absorpcji zieleni malachitowej jest wprost proporcjonalny do stezenia nieorganicznego

fosforanu i jest opisany zalezno$cig liniowg (Rysunek 60).

Pomiar absorpcji przy A=620 nm
Absgzof [P])

/‘, ‘ i "0 10 20 30 40 50
ok [P]uM
N “NH i

Zieler malachitowa

Rysunek 60. Przebieg reakcji enzymatycznej katalizowanej przez enzym cN-Il1IB monitorowany przy uzyciu
analizy zielenig malachitowg.

Analiza zielenig malachitowg jest bardzo szybkg i doktadng metodg, dzieki ktorej w krotkim
czasie mozna wykonac analizy dla duzych bibliotek zwigzkéw. Metody tej, w odroznieniu do
wczesniej opisanej analizy przy uzyciu HPLC w odwrdconych fazach, nie mozna wykorzystac
w przypadku zwigzkéw, ktére ulegajg hydrolizie enzymatycznej, poniewaz uwolniony
nieorganiczny fosforan uniemozliwia wyznaczenia faktycznego stopnia przereagowania
m’GMP. Innym ograniczeniem tej metody jest niespecyficzne oddziatywanie zieleni
malachitowej z badanymi zwigzkami w wysokich stezeniach. Oddziatywanie to zaburza pomiar
stezenia rzeczywistego stezenia nieorganicznego fosforanu uwolnionego podczas
enzymatycznej hydroliz m’GMP. W celu rozwigzania tego problemu, podczas badan,
przeprowadzatem dodatkowe reakcje kontrolne, obecnosci termicznie dezaktywowanego
enzymu cN-IlIB. Pomiar reakcji kontrolnych miat na celu ustalenie poziomu tta wynikajgcego z
oddziatywania potencjalnego inhibitora z zielenig malachitowg. Wyniki tych pomiaréw byty

odejmowane od wartosci uzyskiwanych dla wtasciwych reakcji enzymatycznych (Rysunek 61).
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Rysunek 61. Przyktadowe krzywe [Cso otrzymane za pomocg analizy zielenig malachitowg. Uwzglednienie
poprawki wynikajgcej z niespecyficznego oddziatywania inhibitora z zielenig malachitowg

W dalszej czesci niniejszej rozprawy doktorskiej, analize zielenig malachitowg
wykorzystywatem do badania wtasciwos$ci substratowych i inhibitorowych nowo otrzymanych
bibliotek zwigzkéw. Metoda ta zastgpita wczesniej opisang metode przy uzyciu HPLC w
odwréconych fazach. Analize zielenig malachitowg wykorzystatem réwniez do wyznaczeniu
potencjatu inhibitorowego badanych bibliotek zwigzkéw przy uzyciu parametru ICso (ang. the
half maximal inhibitory concentration). Wartos¢ parametru I1Cso méwi o wiasciwosciach
inhibitorowych badanego zwigzku. Parametr to jest zdefiniowany jako stezenie inhibitora, ktére
jest potrzebne do zahamowania aktywnosci enzymu w 50%. W ogdélnosci, im warto$¢
parametru ICsg jest nizsza, tym dany zwigzek silniej hamuje aktywnos$¢ badanego enzymu.
Wartosci parametru ICso, dla zwigzkéw badanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej,
wzgledem enzymu cN-1IIB badatem w obecnosci 80 nM enzymu cN-I1IB, 100 uM m’GMP oraz
12 rdznych stezen potencjalnego inhibitora. Poczgtkowe stezenia inhibitorow byty wybierane
opierajgc sie na wynikach wstepnych badaniach dotyczgcych witasciwosci inhibitorowych
badanach zwigzkoéw. Reakcje enzymatyczne prowadzitem w roztworze buforowym: 20 mM
HEPES pH 7.5, 50 mM KCI z dodatkiem 5 mM MgCl, w przezroczystych ptytkach 96-
dotkowych. Reakcje prowadzitem przez 45 min w 30 °C. llos¢ uwolnionego fosforanu w reakgji
byta mierzona poprzez pomiaru absorpcji przy 620 nm za pomocg czytnika mikroptytek
(Synergy H1 Multi-Mode Reader, BioTek), po wczesniejszym dodaniu 20 pl odczynnika z
zielenig malachitowg (Sigma-Aldrich, Malachite Green Phosphate Assay). Parametr IC50
zostat obliczony w programie GraphPad Prims 9, poprzez dopasowanie modelu (krzywej)
[inhibitory] vs. Response (three parameters) do zebranych danych (absorpcja przy 620 nm).

Model na podstawie, ktérego obliczono wartosci IC50 opisany byt rownaniem:

Ay— Ay
y=4,+ ——=(1)
1 1+ﬁ
, gdzie parametry A: i A> to odpowiednio dolne i gorne plateau, x to stezenie inhibitora, a y
odpowiada absorpcji przy 620 nm, ktére jest tozsame ze stezeniem uwolnionego fosforanu w

czasie trwania reakcji.
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l1.4.3Wyznaczanie wartosci parametru ICso dla potencjalnych

inhibitoréw z pierwszej biblioteki zwigzkéw wzgledem enzymu

cN-IlIB

Wytypowane, na podstawie wstepnych badan, najsilniejsze znalezione inhibitory
enzymu cN-llIB (m’G-triazolP (S14), Bn’GMP (S20) oraz Bn’GDP (S20)) wykorzystatem do
dalszych badan. Kolejnym krokiem byto wyznaczenie ich potencjatu inhibitorowego przy
uzyciu parametru ICso, do ktérego wyznaczenia wykorzystatem metode kolorymetryczng —
analize zielenig malachitowg (Rysunek 62). W celu wyznaczenia parametru ICso dla zwigzkéw
(814, S19 oraz S20) (Rysunek 63A) przeprowadzitem reakcje enzymatyczne w warunkach
opisanych w rozdziela I11.4.2.. Jako poczatkowe stezenie inhibitorow ustalitem 1 mM (kolejne
rozcienczenia inhibitoréw przygotowatem metodg potowicznych rozcienczen). Uzyskane
wyniki przedstawiono na rysunku 63B.

Przebieg reakcji bez udziatu inhibitora
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Rysunek 62. Przebieg reakcji enzymatycznej bez udziatu oraz z udziatem inhibitora oraz sposéb monitorowania
reakcji enzymatycznej przy uzyciu zieleni malachitowe;j.

Poréwnujgc wartosci otrzymanych parametréw ICso mozna stwierdzi¢, ze najsilniejszym
inhibitorem enzymu cN-IIIB byt zwigzek S19 (Bn’GMP). Warto$¢ parametru I1Cs dla zwigzku
Bn’GMP wyniosta 10.0 £ 1.0 uM. Wartos$¢ ta jest 10-krotnie nizsza niz warto$¢ otrzymana dla
wczesniej zidentyfikowanego inhibitora enzymu cN-IlIIB (m’G-triazolP), ktéra wyniosta w tym
eksperymencie 101.8 £ 7.8 yM. Z kolei warto$¢ parametru ICsq dla zwigzku S20 wyniosta 52.8
+ 5.7 pyM. Na podstawie uzyskanych wynikbw mozna stwierdzi¢, ze grupa benzylowa
znajdujgca sie w pozycji N7 guaniny, pomimo duzo rozmiaru, silnie hamuje aktywnosc¢
enzymu. Co ciekawe, zwigzek S19, pomimo braku modyfikacji w obrebie reszty fosforanowe;j,
jest odporny na degradacje enzymatyczng katalizowang przez enzym cN-I1lIB. Wynik ten
sugeruje, ze zwigzek S19 moze by¢ wigzany przez enzym cN-IIIB w inny sposob niz m’GMP.

Poréwnujac wartosci parametru |Cso zwigzkéw S19 i S20 mozna przypuszczaé, ze dodatkowa
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grupa fosforanowa, obecna w zwigzku S20, zaburza wigzanie tego zwigzku przez enzym cN-
llIB, co moze by¢ spowodowane zawadg steryczng. Jednak pomimo, potencjalnego
wystgpienia zawady sterycznej, Bn’GDP dwukrotnie silniej hamowat aktywno$é enzymu cN-
[11B niz zwigzek m’G-triazolP. Zwigzek m’G-triazolP (S14), Bn’"GMP (S19) oraz Bn’GDP (S20)
wytypowatem jako najlepsze inhibitory enzymu cN-IlIB, a ich struktury wykorzystatem do

zaprojektowania nowych potencjalnych inhibitoréw enzymu cN-I1IB.
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Rysunek 63. A. Struktury najsilniejszych inhibitoréow enzymu cN-I11B wytypowanych z pierwszej biblioteki
zwigzkow. B. Krzywe inhibicji zaleznosci intensywnosci absorpcji przy 620 nm w funkcji stezenia inhibitora.
Przedstawione wyniki sg srednig z powtorzen.

Tabela 2. Wartosci ICso uzyskane dla najsilniejszych inhibitorow enzymu cN-IIIB z pierwszej biblioteki inhibitorow.
Otrzymane wartosci sg $rednig z trzech powtorzen.

Zwigzek Wartos¢ ICso (uM)
m’G-triazolP (S14) 101.8+7.8
Bn’GMP (S19) 10.0+ 1.0
Bn’GDP (S20) 52.8 £ 5.7

I11.4.4Nowe analogii m’GMP jako potencjalne inhibitory enzymu cN-
B
Na podstawie struktur wiodgcych (zwigzki S14, S19 i S20) zaprojektowatem i
zsyntezowatem nowe analogi m’GMP, w ktorych potgczono modyfikacje benzylowg z
modyfikacjami w obrebie rybozy oraz reszty fosforanowej. Potgczenie to miato na celu
zwiekszenie powinowactwa do kieszeni

wigzgcej enzymu cN-IlIB oraz dodatkowo

uodpornienie analogéw na degradacje enzymatyczng. Z kolei wprowadzenie niewielkich
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modyfikacji w obrebie rybozy, w pozycji 2’ lub 3’, dawato nadzieje na mozliwos$¢ dalszych

modyfikacji przy zachowaniu wysokiego powinowactwa do enzymu cN-IIIB (Rysunek 64).

Analogi Bn’"GMP z modyfikacjq reszty fosforanowej Nowy analog 3Me-Bn’GMP i jego pochodne
) | ™~ 7R
rli,..l‘l}"" Q § ::,}-7' g E-::-, ‘__7'-. a ; :,)-_"-. 9
. = .N:_'__,J-L_NH . Nt TH o ’ :‘?N'r.,. NH - 4 .::-N“'-T iNH
HO-P-0— o N7 N7 "N, o T“ o N7 NH, HO-P-0-1 o NTONTTNH, g L N7 o )T N TwH
=0 _o._ A= OO o
’ OH OH "o OH OH OH OH HO o OH OH
s19 51941 S36 $36-1
/L//' i ('-L;:.,f RV |
o PR o S Nowy analog m’GMP z modyfikacjg rybozy
F—P-0 o N7 N7 T NH HO-R-0 _-O.,__N- CNTUNH; | i
s} , H
OH OH OH OH : \ j) /—-:—,/'L""a. 7
______ st2 8w N £ 0 S 0 &Y N
. ) ) ) o . '\;7 T NH HO-P o N7 “NTUNH, HO-P-0— _.,0.,HN--- N7 NH,
Analogi Bn’GDP z modyfikacjg reszty fosforanowe]  no-f_ vy 7w o o5
O n NH; OH NH; OH
S33 S34 S35
'// |// L\
\ o - o
NL_~~ N _
o o T o o I "
HO-P-0-P-0 o TN TNH, F=p-0-P-0 NTUNT UNH,
(&} o k ) o o K ° /
OH OH OH OH
S20 5201

Rysunek 64. Biblioteka potencjalnych inhibitoréw enzymu cN-11IB zaprojektowanych na podstawie pierwszego
screeningu analogow m’GMP (rozdziat 111.4.1.)

Nowe analogi m’GMP zbadano pod katem ich witasciwosci substratowych
i inhibitorowych. Wszystkie otrzymane zwigzki byty odporne na hydrolize przez enzym cN-1IIB
oraz wiekszosc¢ z nich byta dobrymi inhibitorami tego enzymu. Badania zwigzkéw z biblioteki
analogow m’GMP pozwolity okresli¢, ktére modyfikacje wptywajg na aktywnosci enzymu cN-
1B wzgledem m’GMP. Benzylowe analogi m’GMP (Bn‘GMP S19-19-3), do ktérych
wprowadzono dodatkowg modyfikacje w obrebie reszty fosforanowej posiadaty nizsze
wartosci parametru ICso wzgledem enzymu cN-IIIB niz Bn"’"GMP (S19). Warto$¢ parametru ICso
dla zwigzku S19 wyniést 10 + 1.0 uM podczas gdy, warto$¢ parametru ICso wyznaczona dla
zwigzku (S19-1, Bn’G-triazolP), posiadajgcego dodatkowg modyfikacjg triazolowg w obrebie
grupy fosforanowej, wyniosta 143.8 + 22.6 uM. Pozostate zwigzki z tej rodziny zwigzkow (S19-
2 i S19-3) nie hamowaty aktywnos$ci enzymu cN-IlIB, o czym Swiadczy brak lub niewielka
inhibicja przy maksymalnym badanym stezeniu (500 uM). Wynik ten sugeruje, Zze tadunek
zlokalizowany na reszcie fosforanowej jest kluczowy dla tworzenia kompleksu enzym-inhibitor
(Rysunek 64). Uzyskane wyniki pokazaty rowniez, ze duzy wptyw na rozpoznanie inhibitoréw
przez enzym cN-IlIB majg grupy hydroksylowe rybozy. Zastgpienie rybozy pierscieniem
triazolowym (S33) spowodowato, ze zwigzek nie byt rozpoznawany przez enzym cN-IIIB, o
czym swiadczy brak inhibicji w badanych stezeniach (IC50>500 uM). Z kolei zastgpienie grupy
3" hydroksylowej (3'-OH) w m’GMP grupg aminowg (3’-NH;) (S34) miato odmienny efekt.
Zwigzek z modyfikacjg 3’-NH: (S34) byt odporny na hydrolize enzymatyczng przez cN-111B oraz
istotnie hamowat aktywnos$¢ enzymu cN-1IIB wzgledem m’GMP (S34, ICso= 20.9 + 3.8 uM).
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Przy prébie wyjasnienia tych obserwacji, istotny wydaje sie fakt, ze grupa aminowa, jest
silniejszym donorem wigzania wodorowego niz grupa hydroksylowa, w szczegdélnosci w formie
sprotonowanej. Prawdopodobnie utworzenie dodatkowego wigzania wodorowego zmienito
utozenie zwigzku (S34) w kieszeni wigzacej biatka cN-IlIB odciggajgc tym samym, grupe
fosforanowg od miejsca katalicznego . Najwiekszg aktywnos¢ inhibitorowg wzgledem enzymu
cN-11IB wykazat zwigzek (S36), w ktérym zastgpienie grupy N7 benzylowej grupg N7-(3-
metylo)benzylowg spowodowato znaczne zwigkszenie aktywnosci wzgledem enzymu cN-IIIB.
Wartos¢ parametru ICso dla zwigzku (S36) wyniosta 2.3 + 0.3 uM i byta prawie 60-krotnie nizsza
niz ta dla pierwszego inhibitora enzymu cN-llIB (m’G-triazolP, ICs= 101.8 + 7.8 uM).
Potgczenie modyfikacje N7-(3-metylobenzylowej) z dodatkowg modyfikacjg w obrebie reszty
fosforanowej (modyfikacjg triazolowg) w zwigzku (S36-1, 3Me-Bn’G-triazolP) pod warto$¢
parametru ICso do 83.4 + 13.0 uM. Wynik ten jest tozsamy z wynikiem uzyskanym dla zwigzku
Bn’G-triazolP (S19-1), dla ktérego wartosé¢ ICso wzrosta wzgledem zwigzku Bn’GMP (zwigzek
bez modyfikacji w obrebie fosforanu). Wyniki ten ponownie potwierdza istotng role tadunku

zlokalizowanego reszty fosforanowej na wigzanie do kieszeni wigzgcej enzymu cN-IIIB.

Réwniez potgczenie modyfikacji (3-metylo)benzylowej z modyfikacjg 3’-NH, obnizyto
aktywnos¢ zwigzku (S35, 1Cso= 9.7 + 2.2 uM), wzgledem zwigzku niemodyfikowanego (S36),
co moze wynikac z faktu, ze zwigzki z modyfikacjami benzylowymi przyjmujg inng konformacje
w kieszeni wigzgcej enzymu cN-IIIB niz zwigzki z grupg N7 metylowa. Inna konformacja

zwigzkow (S19 i S36) moze ttumaczyé ich odpornosé na degradacje przez enzym cN-IIIB.
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Rysunek 65. Wptyw podstawnikéw benzylowych oraz modyfikacji reszty fosforanowej na powinowactwo do
enzymu cN-IIIB.

92



ll.4.5Podsumowanie badan wstepnych dotyczacych aktywnosci
enzymu cN-IIIB

Wstepne badania opisane w poprzednim rozdziale dostarczyty wielu cennych informacji
na temat preferencji substratowych i inhibitorowych enzymu cN-IlIIB. Najistotniejszym
odkryciem byt wptyw podstawnikéw w pozycji N7 guanozyny na aktywnos¢ wzgledem enzymu
cN-11IB. Najwiekszy wptyw na wigzanie biatko-ligand zaobserwowano dla podstawnikéw
benzylowych, ktére znaczgco zwiekszaty potencjat inhibitorowy wzgledem enzymu cN-IIIB .
Najsilniejszym zidentyfikowanym do tego momentu inhibitorem enzymu cN-IlIB byt 5-
monofosforan N7-(3-metylo)benzyloguanozyny (3-Me-Bn’GMP, S36, IC5=2.3 = 0.3 uM).
Odkrycie silnego inhibitora enzymu cN-IIIB staty sie motywacjg do dalszych badan majgcych
na celu odkrycie nowych, silniej hamujgcych aktywno$¢ enzymu cN-I111B, pochodnych Bn’"GMP
oraz wykorzystanie tych zwigzkéw jako narzedzi do badania proceséw, w ktére enzym cN-IIIB

moze by¢ zaangazowany.

ll.5Benzylowe analogi m’GMP jako nowe potencjalne

inhibitory enzymu cN-IIIB

Wyniki opisane w rozdziale ,badania wstepne” (rozdziat 111.4) wskazujg, ze benzylowe
analogi m’GMP — zwigzki Bn’"GMP (S19) oraz 3Me-Bn’GMP (S36), silnie hamujg aktywnos$é
enzymu cN-11I1B. Z tego powodu, w dalszym etapie badan, postanowitem wiec szerzej przyjrze¢
sie benzylowym analogom m’GMP jako potencjalnym inhibitorom enzymu cN-1lIB. W tym celu
stworzytem nowa biblioteke analogéw Bn’GMP. Zebrane w nowej bibliotece zwigzki posiadaty
dodatkowe podstawniki w obrebie grupy benzylowej. Podstawnikami tymi byty ugrupowania
metylowe, fluorowe oraz trifluorometylowe (CF3) w réznych pozycjach pierécienia
benzylowego znajdujgcego sie w N7 pozycji guanozyny. Zaproponowane przeze mnie zwigzki
zostaty zsyntezowane w Laboratorium Chemii Biologicznej przez dr Marka Baranowskiego

oraz Radostawa Wojcika (Rysunek 66).

* OOy D
=/ 7\ =/
Br Br Br

3Me-BnBr 4Me-BnBr 3,5Me~-BnBr

F- (? F~ / \,,‘ F%) F:’C\{—:\\\
roF

B = E Br
r
BnBr 3,4 ,—BnBr F~BnBr 4CF.-BnBr
7\ $36; R: 3Me-BnBr
o) — o) s
\ Y/ }\\ R“‘—z/\\N. | $36-3; R: 4Me-BnBr
o <1 R 5 i $36-4; R: 3,5Mo,BnBr
HO-P-0 o N" NN, —————— HO-P-0 4 NTONTONH, 37 R 2 4f
& { j DMSO, 45 °C, 24 h & { j
OH OH OH OH

Rysunek 66. Ogdiny schemat syntezy analogéw Bn’GMP. A. Pochodne bromkéw benzylu wykorzystane w
reakcji alkilacji. B. Ogolny schemat syntezy.
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l11.5.1Wlasciwosci substratowe oraz inhibitorowe biblioteki
zwigzkow benzylowych wzgledem enzymu cN-I1I1B

Zebrang biblioteke zwigzkéw benzylowych (Rysunek 66) wykorzystatem do zbadania
wptywu podstawnikéw metylowych, fluorowych oraz CF; w obrebie grupy benzylowej na
oddziatywanie biatko-ligand. Wstepne witasciwosci substratowe i inhibitorowe zwigzkow z
biblioteki zwigzkow benzylowych sprawdzitem stosujgc analize zielenig malachitowg, zgodnie
z warunkami opisanymi w rozdziale 111.4.2.. Uzyskane wyniki zestawitem na rysunku 67 oraz
Tabeli 3 wraz z wynikami uzyskanymi dla zwigzkow testowanych w ramach badan wstepnych
(Rysunek 64, rozdziat I11.4.4.). W testowanych warunkach, zwigzki z biblioteki zwigzkow
benzylowych byty catkowicie odporne na degradacje enzymatyczng przez enzym cN-IIIB.
Ponadto, wszystkie benzylowe analogi Bn’GMP hamowaty proces degradacji m’GMP przez
enzym cN-llIB. W przypadku zwigzkéw z podstawnikami grup metylowych w obrebie
pierscienia benzylowego (3Me-Bn‘GMP (S36), 4Me-Bn‘GMP (S36-2) oraz 3,5-
Me2Bn’GMP(S36-3)) najwiekszg aktywnos$¢ wzgledem enzymu cN-I1IB wykazywat wczesniej
zidentyfikowany zwigzek 3Me-Bn’GMP. W obecnosci tego zwigzku, jedyni 10% m’GMP
ulegato hydrolizie enzymatycznej. Podstawienie grupy metylowej w pozycji para, osfabito
witasciwosci inhibitorowe zwigzku 4Me-Bn’GMP (hydroliza m’GMP 26%). Podobne
witasciwosci inhibitorowe do zwigzku 4Me-Bn’GMP posiadt zwigzek 3,5Me,-Bn’GMP
(hydroliza m’GMP 19%). Posréd zwigzkéw posiadajgcych podstawniki fluorowe (3,4diF-
Bn’GMP, 2,4diF-Bn’"GMP oraz 3,4,5triF-Bn’GMP), najlepsze wiasciwosci inhibitorowe
posiadat zwigzek 3,4diF-Bn’GMP, w ktoérego obecnosci m’GMP byto hydrolizowane jednie w
2%. Co ciekawe, zwigzek 3,4,5triF-Bn’GMP, posiadajgcy az 3 grupy fluorowe w obrebie
pierscienia benzylowego mogace tworzy¢ zawade steryczng, hamowat aktywnosS¢ cN-I11B
silniej niz 2,4diF-Bn’GMP. Potencjalnie dobrym inhibitorem enzymu cN-IlIB okazat sie by¢
zwigzek 4CF3-Bn’GMP (S38), posiadajgcy w pozyciji para pierécienia benzylowego spory
podstawnik trifluorometylowy. W zastosowanych warunkach wzgledna aktywnos¢ enzymu

wyniosta 17%.
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Rysunek 67. A. Biblioteka nowych potencjalnych inhibitoréw enzymu cN-IIIB wraz z biblioteka Il generacji zwigzkéw
(rozdziat 111.4.4.). B. Wtasciwosci substratowe i inhibitorowe testowanych zwigzkéw zmierzone przy uzyciu analizy
zielenig malachitowg

Tabela 3. Podatno$é na hydrolize enzymatyczng zwigzkow z biblioteki benzylowych analogéw Bn’GMP oraz ich
wiasciwosci inhibitorowe wzgledem enzymu cN-IIIB.

Zwiazek

Podatnos¢ na Inhibicja hydrolizy m’GMP przy stezeniu
hydrolize (%) 100 pM (%)
= m’G-triazolP (1,4) (S14) 0 52
o
g m’G-triazolP (1,5) (S14-1) 0 20
<
g S [BnGMP (S19) 0 8
© & |Bn’G-triazolP (1,4) (S19-1) 0 59
3 £ | Bn'GMPF (5192) 0 94
o C
N 8 [ Bn’GMPH (S19-3) 0 89
i3 ®
& 2 | Bn’GDP (S20) 0 25
& Bn’GDPF (S20-1) 0 49
3-Me-Bn’GMP (S36) 0 10
8 o | 3Me-Bn’G-triazolP (S36-1) 0 36
©
5 5 4-Me-Bn’GMP (S36-2) 0 26
% @ | 3,5-Me>-Bn’GMP (S36-3) 0 19
< 3,4diF-Bn’GMP (S37) 0 2
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2,4diF-Bn’GMP (S37-1) 0 47

3,4,5triF-Bn’GMP (S37-2) 0 31

4CF3-Bn’GMP (S38) 0 17

Kolejnym krokiem pozwalajgcym wytoni¢ z biblioteki benzylowych zwigzkow
najsilniejsze inhibitory enzymu cN-IlIB bytlo wyznaczenie parametru 1Cso. Parametr
wyznaczytem zgodnie z procedurg opisang w rozdziale I11.4.2.. Na podstawie uzyskanych
wartosci parametru ICso dla analogéw Bn’GMP (Rysunek 68) mozna wyciggng¢ kilka
wnioskow dotyczgcych preferenciji enzymu cN-I11B.). Otrzymane wyniki zebratem w Tabeli 4.
Poréwnujgc otrzymane warto$ci parametru ICso mozliwe jest okreslenie wptywu podstawnikéw
metylowych, fluorowych i trifluorometylowych, znajdujgcych sie w obrebie piercienia
benzylowego, na powinowactwo danego zwigzku do enzymu cN-I1IB. W przypadku analogéw
Bn’GMP z podstawnikiem metylobenzylowym, najlepszymi wiasciwosciami inhibitorowymi
cechowat sie zwigzek (S36), posiadajgcy grupe metylowg w pozycji meta. Wartos¢ parametru
ICso dla tego zwigzku wynosita 2.32 £ 0.31 uM i byta ona prawie 5-krotnie nizsza niz dla
zwigzku (Bn’GMP, S19), ktéry nie posiadat dodatkowych podstawnikow w obrebie grupy
benzylowej. Z kolei, podstawienie grupy metylowej w pozycji para (4Me-Bn’GMP, S36-2)
zmniejsza powinowactwo do enzymu cN-IIIB. Wyznaczona wartos¢ parametru ICso dla (4Me-
Bn’GMP, S36-2) wyniosta 14.28 + 1.81 uM. Efekt zmniejszania powinowactwa do enzymu cN-
[lIB zaobserwowatem rowniez w przypadku podstawienie pierscienia benzylowego dwoma
grupami metylowymi w pozycjach meta (pozycje 3,5) (3,5Me2-Bn’GMP, S36-3). Sposrdd
zwigzkow posiadajgcych modyfikacje fluorobenzylowg najlepszymi  witasciwosciami
inhibitorowymi cechowat sie zwigzek (3,4diF-Bn’GMP, S37), ktérego wyznaczona warto$¢ ICso
wyniosta 2.54 + 0.24 pM. Warto$¢ ta jest porownywalna z wartoscig parametru ICso
wyznaczong dla 3Me-Bn’GMP (S36). Podstawienie atomoéw fluoru w pozycjach orto i para
(pozycje 2,4) (S37-2) oraz orto, meta i para (pozycje 3,4,5) zmniejsza powinowactwo do
kieszeni wigzgcej enzymy cN-IIIB. Wyznaczone parametry ICso dla zwigzkow (S37-1 i 37-2)
wyniosty kolejno 27.6 + 2.5 yM oraz 12.7 + 2.6 yM. Co ciekawe, podstawianie pierscienia
grupa trifluorometylowg w pozycji para (S38) powoduje zwiekszenie powinowactwa (S38) do
enzymu cN-IlIB. Wyznaczona warto$¢ parametru ICso dla zwigzku (S38) wyniosta 7.3 + 0.9
MM, co czyni go trzecim najsilniejszym inhibitorem enzymu cN-IlIB. Zwiekszenie
powinowactwa zwigzku (S38), do enzymu cN-IlIB, wzgledem zwigzkéw S37-1, S37-2 moze

by¢ spowodowane inny rozktadem fadunku w obrebie grupy benzylowe;.
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Rysunek 68. Wyznaczanie warto$ci parametru ICso dla benzylowych analogow m’GMP.A. Ogdlny zarys
przeprowadzonego eksperymentu. B. Przyktadowa krzywa inhibicji otrzymana dla zwigzku S36. Na wykresie
zestawiono pomiary absorpcji dla surowych danych (fioletowe dane), tta (dane szare) - dane zebrane dla reakcji,
do ktorych dodano zdezaktywowany termicznie enzym, oraz wtasciwe dane uwzgledniajgce tto (dane niebieskie)
wraz z dopasowang krzywa, ktorej podstawie wyznaczono parametr ICso C. Warto$ci parametru ICso, Wyznaczone
w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, dla benzylowych analogéw m’GMP.

Tabela 4. Wyznaczone parametry ICso dla drugiej generacji inhibitorow enzymu cN-I11B

Zwigzek ICso0 £ SD (uUM)
m’G-triazolP (1,4) (S14) 101.8+7.8
Bn’GMP (S19) 10.0+1.0
3Me-Bn’GMP (S36) 23+03
3Me-Bn’G-triazolP (S36-1) 89 +27
4Me-Bn’GMP (S36-2) 143+1.8
3,5Me2-Bn’GMP (S36-3) 13.9+2.0
3,4diF-Bn’GMP (S37) 25+0.2
2,4diF-Bn’GMP (S37-1) 276+26
3,4,5triF-Bn’GMP (S37-2) 12.3+2.6
4CF3-Bn’GMP (S38) 73109

Wprowadzenie podstawnikéw metylowych powoduje zwigekszenie hydrofobowosci
catego pierscienia benzylowego, co umozliwia powstanie nowych oddziatywan. Jednoczes$ni,
grupa metylowa, w zaleznosci od miejsca podstawienia, moze tworzy¢ zawade steryczng
utrudniajgcag utworzenie kompleksu biatko-ligand. Utworzenie zawady sterycznej moze
thumaczy¢ 7-krotne zwiekszenie wartosci parametru ICso dla zwigzku 4Me-Bn’GMP (S36-2,
14.3 + 1.8 yM) w poréwnaniu do wartosci ICso uzyskanej dla zwigzku 3Me-Bn’GMP (S36, 2.3
+ 0.3 uM). Podstawniki fluorowe i trifluorometylowe réwniez mogg tworzy¢ zawady steryczne,
zwtaszcza wieksza grupa trifluorometylowa, utrudniajgce wigzanie sie ich do kieszeni wigzacej

enzymu cN-IlIB. W odrdznieniu do grup metylowych, podstawniki fluorowe i trifluorometylowe
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nie zwiekszajg hydrofobowos¢ pierscienia benzylowego. Natomiast sg podstawnikami silnie
wyciggajgcymi elektrony z pierscienia benzylowego. Zmieniajgc rozktad gestosci elektronowej
podstawionego pierscienia benzylowego, powodujgc zmiane kierunku catkowitego momentu
kwadrupolowego. Zmiana kierunku catkowitego momentu kwadrupolowego sprawia, ze
pierscien benzylowy staje sie obszarem ubogim w elektrony, co w ogdélnosci sprzyja
silniejszemu oddziatywaniu warstwowemu z aminokwasami aromatycznymi®’. Ze struktury
krystalograficznej enzymu cN-I1IB pochodzgcego z muszki owocowki wynika, ze enzym ten w
swojej kieszeni wigzgcej posiada trzy aminokwasy aromatyczne (dwie reszty tryptofanowe
oraz jedng reszte histydynowg), ktora mogg oddziatywa¢ warstwowo z podstawionym
pierscieniem benzylowym. Otrzymane wyniki sugeruja, ze enzym cN-IlIB preferuje zwigzki z
grupg benzylowg ubogg w elektrony, o czym Swiadczy spadek wartosci ICso dla zwigzku
3,4diF-Bn'GMP (2.5 £ 0.2 uyM) w poréwnaniu do Bn’GMP (10.0 £ 1.0 uM). Wplyw na
oddziatywanie biatko-ligand ma réwniez miejsce wprowadzenie podstawnika w obrebie
pierscienia benzylowego (pozycja orto, para lub meta). Najbardziej korzystng pozycja,
powodujgcg zwiekszenie powinowactwa do enzymu cN-IIIB byta pozycja meta, w przypadku
podstawnikow metylowych oraz meta i para w przypadku podstawnikow fluorowych i
trifluorometylowych. Na podstawie wynikdow uzyskanych dla zwigzkéw z podstawnikami
fluorowymi, mozna zauwazy¢, ze dodatkowe podstawienie fluoru w pozycji orto pierscienia
benzylowego (zwigzek 2,4diF-Bn’GMP) wptywa negatywnie na oddziatywanie z enzymem cN-
[lIB, co moze by¢ spowodowane wczesniej wspomniang zawadg steryczng. Na podstawie
uzyskanych wynikéw wytypowatem trzy inhibitory enzymu cN-IIIB. Byty to zwigzek (36)
posiadajgcy podstawnik metylowy w pozycji meta pierScienia benzylowego, zwigzek (S37)
posiadajgcy dwa podstawniki fluorowe w pozycjach meta i para, a takze zwigzek (S38) z grupa
trifluorometylowg w pozycji para pierscienia benzylowego. Otrzymane wartosci parametru
ICs0 byto okoto 50-krotnie nizsze, w przypadku zwigzkéw (S36 i S38) i okoto 15-krotnie nizsze
w przypadku zwigzku (S38) niz dla pierwszego zidentyfikowanego inhibitora enzymu cN-IIIB
(zwigzek S14). Benzylowe analogi m’GMP wykorzystatem do dalszych badan, ktérych wyniki

zostaty opisane w kolejnych rozdziatach tej rozprawy.

l11.5.2Selektywnos¢ inhibitorow enzymu cN-I1IB

Podczas poszukiwania inhibitorow danego enzymu, szczegdlng uwage zwraca sie na
powinowactwo danego zwigzku do badanego enzymu. Tak jak zostato to opisane w rozdziale
[11.4.2., jednym z parametréow posrednio opisujgcym powinowactwo badanego inhibitora do
danego enzymu jest parametr 1Cso. Drugim réwnie waznym parametrem, opisujgcym
wiasnosci inhibitorowe badanego zwigzku, jest jego selektywnos¢ wzgledem badanego biatka
w kontekscie innych biatek posiadajgcych zblizong aktywno$¢ oraz specyficznosé substratowg

do badanego enzymu. W przypadku enzymu cN-I1IB za warte rozwazenia uznatem pokrewny
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enzym pochodzgcy z rodziny 5’-nukleotydaz — cytozolowa 5-nukleotydaze IlIA oraz biatka
oddziatujgce z nukleotydami 7-metyloguaninowymi — biatko elF4E oraz enzym DcpS. Enzym
cN-1lIA jest homologiem enzymu cN-IlIB. Identycznos¢ i podobiehAstwo sekwencji enzymu cN-
1B do enzymu cN-IIIA wynosi odpowiednio 59% i 80%3°. Enzym cN-IIIA uznawany jest za 5’-
nukleotydaze pirymidynowg, poniewaz jest on nieaktywny wzgledem nukleotydéw
purynowych. Uwazano, ze kieszen enzymu cN-IlIA jest zbyt mata, aby zwigzaé nukleotydy
purynowe. Jednak badania strukturalne (in silico) opisane w pracy Monecke T. i wsp.*® z 2014

roku sugeruja, ze enzym cN-llIA moze rozpoznawa¢ strukture m’GMP (Rysunek 69).

A DmeN-1[IBem’G B T MmGN-IIIA*UMP
crystal structure

MmGN-I11As UMP Tyrita
y 4

MmeN-lIIA*m’GMP
docked model

Rysunek 69. Struktura krystalograficzna enzymu cN-IlIA. A. Poréwnanie struktur krystalograficznych enzymu cN-
IIIA i cN-IlIB. Kolorem szarym zaznaczono domene HAD core, kolorem czerwonym domene typu CAP enzymu cN-
I1IB wraz z 7-metyloguanonyzng, kolorem niebieskim domene typu CAP enzymu cN-IIIA wraz z UMP. B. Zblizenie
na kieszen wigzgcg enzymu cN-IIIA wraz ze zwigzanym UMP oraz aminokwasami biorgcymi udziat w wigzaniu
substratu. C. Zblizenie na kieszen wigzgcg enzymu cN-IlIA wraz z zadokowanym m’GMP oraz aminokwasami
biorgcymi udziat w potencjalnym wigzaniu m’GMP. Rysunek zaczerpnieto z pracy Monecke T. i wsp.3®

Inhibitorami enzymu cN-llIB sg pochodne m’GMP, co sugeruje, ze mogg by¢ one
rozpoznawane przez biatko elF4E i enzym cN-IlIA. Z tego powodu zbadatem wptyw inhibitoréw
enzymu cN-IIIB na aktywno$c¢ obu biatek, sprawdzajgc przy tym selektywnos¢ wytypowanych
inhibitoréw.

[11.5.2.1 Selektywnos¢ inhibitorow enzymu cN-IlIB wzgledem enzymu cN-IIIA

W celu okreslenia selektywnosci inhibitorow enzymu cN-111B, zbadatem wiasnosci inhibitorowe
wytypowanych analogéw m’GMP (S14, S19, S19-1, S20, S20-1, S36, S36-1-3, S37, S37-1-
2, S38) (Rysunek 67A). Wtasnosci inhibitorowe analogéw m’GMP wzgledem enzymu cN-IIIA
okreslitem poprzez wyznaczenie parametru ICso. Jednak przed przystgpieniem do wiasciwego
eksperymentu nalezato sprawdzi¢, czy enzym cN-IlIIA hydrolizuje m’GMP. Te cze$é badan

przeprowadzita dr Dorota Kubacka. W pierwszej kolejnosci zbadano aktywno$¢ enzymu cN-
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A wzgledem m’GMP przy réznych stezeniach enzymu cN-IIIA (0, 25, 50, 75, 100, 125i 150
nM) oraz statym stezeniu m’GMP (100 uM) (Rysunek 70A). llo$¢ uwolnionego fosforanu
okreslano spektroskopowo przy uzyciu analizy zielenig malachitowg, tak jak to opisano w
rozdziale 111.4.2.. Nastepnie, wybrano trzy stezenie enzymu (20, 40 oraz 80 nM) i
przeprowadzono eksperyment czasowy, w ktorym mierzona byta ilo§¢ uwolnionego fosforanu
w pieciu punktach czasowych (0, 15, 30, 45 i 60 min) (Rysunek 70B). Uzyskane wyniki
pokazaty, ze enzym cN-IlIA jest aktywny wzgledem m’GMP i katalizuje reakcje jego

defosforylacji, co potwierdzito przypuszczenia opisane w pracy Monecke T. i wsp.®.

Na podstawie uzyskanych wynikéw ustalono warunki reakcji enzymatycznej katalizowanej
przez enzym cN-IIIA (stezenie rowne 40 nM, czas reakcji 20 min). Przy ustalonym stezeniu i
czasie reakcji aktywnos$¢ enzymu cN-IIIA wzgledem m’GMP jest poréwnywalna do aktywnosci

enzymu cN-I1IB.

A Hydroliza m?GMP przy réznym B Hydroliza m’GMP przez enzymy cN-lllA
80~ stezeniu enzymu cN-1lIA 80- W czasie
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Rysunek 70. Optymalizacja warunkéw reakcji enzymatycznych dla enzymu cN-IlIA przy uzyciu analizy zielenig
malachitowg. A. Aktywno$¢ enzymu cN-IIIA wzgledem m’GMP przy roznych stezeniach enzymu cN-IIIA. B.
Eksperyment czasowy. Hydroliza m’GMP przy trzech stezeniach enzymu cN-II1A (20, 40 i 80 nM) w pieciu punktach
czasowych (0, 15, 30, 45, 60 min).

Po zoptymalizowaniu warunkow reakcji enzymatycznych, katalizowanych przez enzym cN-
llIA, przeprowadzono badania majgce na celu zbadanie wilasnosci substratowych i
inhibitorowych najlepszych znalezionych inhibitorow enzymu cN-IIIB (rozdziat 11.7.1.2.)
wzgledem enzymu cN-IlIA. W pierwszej kolejnosci zbadano podatnos¢ wytypowanych
analogéw m’GMP na hydrolize enzymatyczng katalizowang przez enzym cN-llIA. W tym celu
wytypowane analogi m’GMP (S14, S19, S19-1, S20, S20-1, S36, S36-1-3, S37, S37-1-2, S38)
(100 pM) inkubowano wraz z enzymem cN-IlIA (40 nM). Nastepnie zbadano witasnosci
inhibitorowe tych analogéw (S14, S19, S19-1, S20, S20-1, S36, S36-1-3, S37, S37-1-2, S38).
Wiasnosci inhibitorowe zwigzkéw zbadano w analogicznych warunkach jak opisano w
rozdziale 111.4.2. z drobnymi modyfikacjami (stezenie enzymu cN-IIIA 40 nM, czas inkubacji 20
min). W obu eksperymentach (hydroliza i inhibicja) przebieg reakcji monitorowano

spektroskopowo przy uzyciu analizy zielenig malachitowg (Rysunek 71).
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Uzyskane wyniki pokazaty, ze wszystkie testowane zwigzki nie ulegaty hydrolizie
enzymatycznej w obecnosci enzymu cN-IIIA. Wyniki ten moze sugerowagé, ze zbadane zwigzki
byty odporne na degradacje przez enzym cN-IlIA lub nie byty przez niego rozpoznawane.
Druga czes¢ przeprowadzonego eksperymentu — badanie wilasciwosci inhibitorowych
wskazata, ktére z badanych zwigzkdéw hamujg aktywnos$¢ enzymu cN-IlIA wzgledem m’GMP.
Zwigzkami o najsilniejszych witasciwosci inhibitorowych charakteryzowaty sie zwigzki S20
(Bn’GDP), S37 (3,4-F:Bn’GMP) oraz S38 (4CFs-Bn’GMP). Stopien przereagowania m’GMP
(100 uM) w obecnosci enzymu cN-llIA (40 nM) oraz zwigzkow S20, S37 i S38 wynosit
odpowiednio 9%, 32% i 14%. Pozostate zwigzki z tej biblioteki nie hamowaty aktywnosci
enzymu cN-IlIA, co sugeruje, ze zwigzki te mogg by¢ selektywnymi inhibitorami enzymu cN-
B (Rysunek 71).

Screening biblioteki inhibitoréw enzymu cN-111B wzgledem enzymu cN-IlIA

m’GMP + inhibitor

Inhibitor
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Rysunek 71. Badanie wtasnosci inhibitorowych i substratowych inhibitorow enzymu cN-11I1B wzgledem enzymu cN-
IIIA. Reakcje enzymatyczne przeprowadzono w roztworze buforowym 20 mM HEPES pH 7.5, 50 mM KCI, 5 mM
MgClz. Reakcje prowadzono w obecnosci 40 nM enzymu cN-IIIA przez 20 min w 30 °C. Wiasnosci substratowe
zbadano w obecnosci inhibitora 100 uM, a wtasnosci inhibitorowe w obecnosci inhibitora 100 uM oraz m’GMP 100
MM. Wynik przedstawiono w postaci Heatmapy, ktéra pokazuje wzgledng aktywnos$¢ enzymu cN-IIIA. Otrzymane
wyniki znormalizowano wzgledem reakcji enzymatycznej bez obecnosci inhibitora (woda) (aktywnosé 100%).

Na podstawie wstepnych badan trudno byto oceni¢ selektywnos¢ badanych zwigzkéw
wzgledem enzymu cN-IlIA, poniewaz przedstawiajg one jedynie wzgledng aktynowosé
enzymu przy jednym stezeniu potencjalnego inhibitora. W celu lepszego zobrazowania
wiasciwosci inhibitorowych, badanych zwigzkéw, wyznaczytem parametr 1Cso wzgledem
enzymu cN-IlIA. Najbardziej intersujgcymi zwigzkami z punktu widzenia ich selektywno$ci byty
benzylowe analogi m’GMP — zwigzki (S19, S36-1-3, S37, S37-1 oraz S38). Zwigzki te
wykazywaty niskg aktywno$¢ wzgledem enzymu cN-IlIA, a tym samym najsilniej hamowaty
aktywnos$¢ enzymu cN-IlIB (niska wartos¢ parametru ICsp). Z tego powodu, do dalszych
analiza wytypowatem zwigzki (S19, S36-1-3, S37, S37-1 oraz S38) i wyznaczytem dla nich
parametr ICso. Parametr ICso (CN-IIIA) dla wybranych zwigzkéw wyznaczytem uzywajgc
wczesniej opisanych warunkow reakcji enzymatycznej, badajgc aktywno$¢ enzymu przy 12
réznych stezeniach potencjalnego inhibitora. Kolejne stezenia inhibitora przygotowatem

metodg potowicznych rozcienczen zaczynajgc od 1 mM w przypadku zwigzkéw (S36-2 oraz

101



S37-1)i 0.5 mM w przypadku zwigzkéw (S19, S36-1, S36-2, S37 oraz S38). llos¢ uwolnionego
fosforanu oznaczatem spektroskopowo przy uzyciu analizy zielenig malachitowg (tak jak to
opisano w poprzednich rozdziatach niniejszej rozprawy). Wyznaczone wartosci parametru ICso

zostaty przedstawione na rysunku 71B jako srednia arytmetyczna z trzech powtérzen.
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Rysunek 72. Badania wtasnosci inhibitorowych analogéw Bn’GMP wzgledem enzymu cN-IlIA. A. Przyktadowa
krzywa inhibicji wyznaczona dla zwigzku S38 wraz z dopasowang funkcjg wyznaczajgcg parametr |Cso (UM).
Kolorem niebieskim zaznaczono krzywag uwzgledniajgcg poprawke tta; kolorem szarym zaznaczono to (reakcja
enzymatyczna z dezaktywowanym enzymem); kolorem fioletowym zaznaczono dane nieuwzgledniajgce poprawki
tta. B. Wykres stupkowych przedstawiajgcy wyznaczone wartosci ICso (UM) dla wszystkich analogéw Bn’GMP.
Wyniki zostaty przedstawione jako $rednia z trzech pomiaréw.

Wyznaczone parametry ICso pokazaty, ze wytypowane analogi m’GMP (S19, S36-S36-3, S37,
S37-1 oraz S38) sg stabymi inhibitorami enzymu cN-IIIA. Dla wiekszosci zwigzkow parametr
ICso jest wiekszy niz 100 uM. Wyjatkiem byt zwigzek S38, ktérego wartos¢ parametru I1Cso jest
réwna 42.5 + 8.2 uyM. Poréwnujgc jednak wartosci ICso otrzymane dla enzymu cN-IIIA z
parametrami uzyskanymi dla enzymu cN-IlIB (Rozdziat Il1.5.1.), mozna stwierdzi¢, ze
wytypowane analogi m’GMP sg selektywne wzgledem enzymu cN-IIIB. Dla lepszego
zobrazowania selektywnosci badanych zwigzkéw, wyznaczytem parametr S| (Selectivity
Index), ktéry jest definiowany jako iloraz wartosci parametru ICso (CN-111B) i wartosci parametru
ICs0 (CN-IIIA). Wartosci parametru S| dla najsilniejszych inhibitorow enzymu cN-IIIB zostaty
przedstawione w tabeli (Tabela 5).

Tabela 5. Wyznaczony parametr ICso dla wybranych analogéw m’GMP wraz z obliczonym SI (cN-IlIB/cN-11IA).

Zwigzek lcsé)“il\?)E b S| (eN-B/eN-111A)
Bn’GMP
(S19) 113.4 £38.5 0.09
3-Me-Bn’"GMP
(S36) 126.8 £+35.6 0.02
3,4-diF-Bn’"GMP
105.8 +26.6 0.02
(S37)
4-CF3-Bn7GMP 425483 0.17
(S38)
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Najnizszg wartos¢ parametru Sl posiadajg zwigzki S36 i S37. Sg to zwigzki, ktére posiadajg
odpowiednio 3-metylobenzyl i 3,4-diflulorobenzyl w pozycji N7 i zostaty zidentyfikowane jako
najsilniejsze inhibitory enzymu cN-1lIB. Najwyzszg wartos¢ Sl (0.17) posiada zwigzek S38
posiadajgcy 4-fluorometylobenzyl w pozycji N7 guanozyny. Zwigzek S38 charakteryzuje sie
réwniez najnizszym parametrem ICso (CN-IIIA) i moze on postuzy¢ razem ze zwigzkiem S20
jako zwigzek wyjsciowy do zaprojektowania silnych inhibitorow enzymu cN-IIIA pochodzenia

nukleotydowego.

[11.5.2.2 Oddziatywanie inhibitoréw cN-IlIIB z biatkiem elF4E

Tak jak to opisano w rozdziale 11.1.8., biatko elF4E jest biatkiem kap-zaleznym,
rozpoznajacym nukleotydy 7-metyloguaninowe. Biatko elF4E rozpoznaje z niewielkim
powinowactwem m’GMP, co sugeruje, ze moze ono rozpoznawaé rowniez inhibitory enzymu
cN-IIIB. Z tego powodu zbadatem selektywnos¢ inhibitoréw enzymu cN-11IB w kontekscie
biatka elF4E. W celu wyznaczenia powinowactwa inhibitoréw enzymu cN-11IB do biatka elF4E
wykorzystatem opracowang niedawno!!’ metode fluorescencyjng, za pomocg ktorej
wyznaczytem parametr ECso (ang. Half maximal effective concentration) oraz statg dysocjaciji
(Kp,app). Wykorzystana przeze mnie metoda jest metodg kompetencyjng, w ktérej pochodna
m’GTP posiadajgca znacznik fluorescencyjny (piren) (Rysunek 73A) jest wypierana przez
ligand z kieszeni wigzacej elF4E. Wyparcie sondy z kieszeni wigzgcej biatka elF4E skutkuje
spadkiem intensywnosci fluorescencji, ktéra jest wygaszana przez 7-metyloguanozyne
(Rysunek 73B).

o]
"I N o 0 o N AN
HNTN [OP0P-0P~ O~ 0L LA
o O O 0 N !
OH OH
Niezwigzana sonda fluorescencyjna-
*\“” fluorescencja wygaszona
protein binding
Wigzanie sondy przez biatko- wzrost intensywno$ci
fluorescencji . b0
oy
protein binding
Wypieranie sondy przez ligand- spadek intensywno$ci
fluorescencji

Rysunek 73. Wyznaczanie parametru ECso przy uzyciu sondy fluorescencyjnej typu "Turn-on; Turn-Off". A.
Struktura chemiczna sondy fluorescencyjnej. B. Schematyczny rysunek obrazujgcy zasade dziatania wykorzystanej
metody. Rysunek przygotowano na podstawie figury przedstawionej w publikacji Kasprzyk R. i wsp.tt?
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Wartosci parametru ECso wyznaczytem dla najsilniejszych inhibitorow enzymu cN-11IB (S19,
S36, S37 i S38). Jako kontrole pozytywng i jednoczes$nie zwigzek odniesienia wybratem
m’GMP, ktéry posiada niskie powinowactwo do biatka elF4E (Kas= 0.57 + 0.38 uM)*!’. W celu
wyznaczenia parametru ECso, biatko elF4E (0.4 pM) inkubowatem wraz z sondg
fluorescencyjng (75 nM). Nastepnie, do mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej biatko i sonde
fluorescencyjng dodatem badany ligand (m’GMP, S19, S36, S37 lub S38). Po dodaniu
ligandu, mieszaniny reakcyjne inkubowatem przez 30 min w 30 °C, po czym intensywnos¢
fluorescencji mierzytem przez (60 min) (ex. 345 nm, em. 378 nm) za pomocg czynnika
mikroptytek . Zmierzone wartosci fluorescenciji usrednitem i na ich podstawie tworzytem wykres
zaleznosci intensywnosci fluorescencji w funkcji stezenia ligandu (uM). Nastepnie do
otrzymanych punktéw pomiarowych dopasowatem krzywg opisang rownaniem (1) (Rysunek
74)

Ax— A4

X
1+I(350

y=4,+ (1)

, gdzie parametry A: i A2 to odpowiednio dolne i gorne plateau, x to stezenie inhibitora, a y
odpowiada absorpcji przy 620 nm, ktore jest tozsame ze stezeniem uwolnionego fosforanu w

czasie trwania reakcji.
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Rysunek 74. Krzywe ECso wraz z dopasowang funkcjg opisang rownaniem (2).
Otrzymane wartosci ECso postuzyty mi do obliczenia wartosci statej inhibicji, Ki, ktérg

obliczatem korzystajgc z rownania (2)*’

K
ECSO—[Pt]+[PL]50(ﬁ+1)

Ki - [L]50+@+1 ( )
Kp Kp

, gdzie [P{- catkowite stezenie biatka, [PL]so- stezenie kompleksu biatko-sonda przy 50%
inhibicji, [L]so- stezenie niezwigzanej sondy przy 50% inhibicji, [P]o- wolne biatko. Obliczone

wartosci ECso, Kioraz Sl przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Wyznaczone wartosci ECso, Ki oraz S| dla biatka elF4E przy uzyciu kompetencyjnej metody
fluorescencyjnej.

Zwigzek Podstawnik w pozycji N7 ECso0 £SEM (uM) Ki £SEM (uM) Sl (cN-lIIB/elF4E)
m’GMP Me 8.4 +1.7 45+0.9 -
S19 Bn 15.8 2.8 8.5+1.6 0.62
S36 3-Me-Bn 22.6 +4.3 12.2+2.4 0.10
S37 3,4-F2-Bn 39.918.5 21.7 £4.7 0.06
S38 4-CF3-Bn 117.5 £66.4 64.3 £+36.4 0.06
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Wytypowane inhibitory enzymu cN-111B charakteryzowaty sie niskim powinowactwem do biatka
elF4E. Uzyskane wartosci ECso byly co najmniej dwukrotnie wyzsze od wartosci ECso
uzyskanej dla m’GMP. Najwyzsze powinowactwo do biatka elFAE posiadat zwigzek S19 (5'-
monofosforan 7-benzyloguanozyny, Bn’GMP), ktérego pochodna jest uzywana jako
antagonista biatka elF4E*%?. Uzyskana do$wiadczalnie warto$¢ ECso dla zwigzku S19 wyniosta
15.8 £2.8 UM, gdzie warto$¢ ECso dla m’GMP wyniosta 8.4 +1.7 uM (Tabela 6). Najnizsze
powinowactwo do biatka elF4E posiadat zwigzek S38, ktéry w obrebie pierscienia
benzylowego (pozycja para) posiadat grupe trifluorometylowg (CF3). Pordwnujgc wartosci
parametru Sl, najbardziej selektywnymi zwigzkami byly zwigzki S37 i S38, ktorych parametr
S| wynosit 0.06 (Tabela 6). Na podstawie przeprowadzonych badah wytypowatem zwigzek
S37 (3,4-diF-Bn’GMP) jako najsilniejszy oraz najbardziej selektywny wzgledem biatek cN-I11A
i elF4E, inhibitor enzymu cN-IlIB. Drugim, réwnie silnym i selektywnym inhibitorem enzymu
cN-1lIB, byt zwigzek S36 (3-Me-Bn’GMP). Pomimo, ze wigzek S36 byt mniej selektywny
wzgledem biatka elF4E (Sl= 0.10, Tabela 6) niz zwigzek S37 (SI= 0.06, Tabela 6), jego silne
wiasciwosci inhibitorowe wzgledem enzymu cN-IIIB (ICso= 2.3 £ 0.3 yM, Tabela 5), sprawity,

ze postanowitem go wykorzysta¢ w dalszych badaniach.

I1l.6 Wykorzystanie inhibitorow enzymu cN-IlIB do badan
biofizycznych i strukturalnych
W poprzednich rozdziatach (lIl.4 i 11l.5) opisatem badania, ktérych celem byly wytypowanie
najsilniejszych oraz najbardziej selektywnych inhibitoréw enzymu cN-IlIB. Wytypowanymi
zwigzkami byly zwigzki S36 (3-Me-Bn’GMP) i S37 (3,4-diF-Bn’GMP). Dzieki swoim
wiasciwoscig biologicznym, zwigzki te mogty by¢ z powodzeniem wykorzystane jako narzedzia
molekularne do badania roli enzymu cN-IlIB w degradacji metabolitow korica 5° mRNA w
lizatach komdrkowych oraz do uzyskania struktury krystalograficznej ludzkiego enzymu cN-
[lIB. Badania te, opisane w rozdziatach 111.6.1. oraz 111.6.2., zostaty wykonane, odpowiednio,
przez dr Dominike Strzeleckg oraz dr Dorote Kubackg w Zaktadzie Biofizyki Uniwersytetu

Warszawskiego oraz w Instytucie Max-Planck w Monachium.

l11.6.1Weryfikacja roli enzymu cN-llIB w degradacji metabolitéw
struktury kapu przy uzyciu spektrometrii mas

Badania miaty na celu weryfikacje udziatu enzymu cN-11IB w degradacji m’GMP w komorkach.
Badania z wykorzystaniem zwigzkéow 3Me-Bn’GMP (S36) i 3,4diF-Bn’"GMP (S37) zostaty
przeprowadzone w lizatach komérkowych HEK 293T. Proces degradacji m’GMP byt
monitorowany przy uzyciu tandemowej spektrometrii mas potgczonej z aparatem HPLC w
odwréconych fazach (LC- MS/MS) z wykorzystaniem znakowanego izotopowo m’GMP

(PHIm’GMP). Do badan wykorzystano 5 inhibitorow enzymu cN-IIIB rdznigcych sie
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aktywnoscia. Byty to zwigzki S36 (3Me-Bn’GMP) i S37(3,4diFBn’GMP), bedace najlepszymi
inhibitorami enzymu cN-llIB, S19 (Bn’GMP), najsilniejszy inhibitor z pierwszej biblioteki
zwigzkow, S14 (m’G-triazolP), pierwszy inhibitor enzymu cN-IlIB charakteryzujacy sie
$rednimi wtasciwosciami inhibitorowymi (ICso= 101.8 £7.8 uM) oraz S16 (m’G-triazol-C;Hs-P),
zwigzek, ktéry nie hamowat aktywnosci enzymu cN-IIIB in vitro. Przed przystgpieniem do
wiasciwych badan, zostata zbadana stabilnos¢ wybranych zwigzkéw w lizatach komérkowych
HEK 293T (Rysunek 75B). Na podstawie zmierzonych intensywnosci wzglednych,
odpowiadajgcych stosunkowi masy do tadunku (m/z), stwierdzono, ze wszystkie analizowane
zwigzki byty stabilne w lizatach komérkowych HEK 293T w czasie 60 min. Nastepnie, po
zbadaniu stabilno$ci wybranych inhibitorow enzymu cN-IlIIB, sprawdzono wilasciwosci
inhibitorowe tych zwigzkéw w lizatach komorkowych. W tym celu przeprowadzono
eksperyment w lizatach komérkowych HEK 293T, w ktorym przy uzyciu LC-MS/MS badano
ubytek [?HJm’GMP oraz przyrost [?Hlm’guaniny w czasie obecnosci danego inhibitora cN-111B
(Rysunek 74C, D). Uzyskane wyniki pokazujg jak dany inhibitor enzymu cN-Il1IB wyptywa na
jego aktywnosc¢. W przypadku braku inhibitora enzymu cN-I11B, m’GMP byto niemal catkowicie
degradowane w ciggu 60 min. To samo zaobserwowano w przypadku, w ktérym jako
potencjalnego inhibitora uzyto zwigzku S16 (kontrola negatywna). Najwolniejszy zanik m’GMP
zaobserwowano w obecnos$ci inhibitorow S36 i S37. Nieco szybszg degradacje m’GMP
obserwowano, gdy jako inhibitora uzyto zwigzku S19. Najszybszg degradacje m’GMP
obserwowano w przypadku zwigzku S14. Uzyskane wyniki z lizatéw komérkowych bardzo
dobrze korelujg z wynikami uzyskanymi in vitro przy uzyciu rekombinowanego enzymu cN-
[lIB, co sugeruje, ze to enzym cN-IIIB jest gltbwnym biatkiem odpowiedzialnym za degradacje
m’GMP w komoérkach HEK293T, a wytypowane przeze mnie pochodne nukleotydéow S36 i
S37 selektywnie i wydajnie hamujg jego aktywnosg.
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Rysunek 75. Badania wtasciwosci inhibitorowych najsilniejszych inhibitoréw enzymu cN-I1I1B w lizacie komorkowym
HEK 293T. A. Western Blot pokazujgcy ilos¢ biatka cN-IIIB i elF4E w danym lizacie komoérkowym. B. Stabilno$¢
wybranych inhibitoréw enzymu cN-11IB w lizacie komérkowym HEK 293T. C, D. Spadek intensywnosci wzglednej
pochodzacej od [?PHJm’GMP oraz przyrost intensywnosci [?H]m’guaniny w czasie. Roznice w intensywnosci
wzglednej zalezg od wtasciwosci inhibitorowych danego zwigzku. Strzelecka i wsp. Wyniki nieopublikowane.

lll.6.2Badania krystalograficzne ludzkiego enzymu cN-llIIB w
kompleksie z inhibitorami

Krystalografia rentgenowska jest jedng z najlepszych metod stuzacych do analizy
przestrzennej struktury biatka. Przestrzenna struktura biatka dostarcza wielu cennych
informacji dotyczgcych potencjalnego mechanizmu jego dziatania i moze by¢ nieocenionym
zrodiem inspiracji przy projektowaniu aktywnych inhibitorow. Gtéwnym zatozeniem projektu,
ktorego integralng czescig sg badania opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej, byto
uzyskanie struktury krystalograficznej ludzkiego enzymu cN-IllIB. Dzieki inhibitorom
wytypowanym w wyniku badan opisanych w poprzednich rozdziatach, mozliwe byto uzyskanie
struktur krystalograficznych ludzkiego enzymu cN-IlIB w kompleksie z ligandem, co
dostarczyto znacznie wiecej informacji na temat mechanizmu dziatania biatka niz struktura
biatka w formie apo. Do badan krystalograficznych wytypowany zostat zwigzek S37 (3,4diF-
Bn'GMP).

Ludzkie biatko cN-IIIB zostato wykrystalizowane przy uzyciu metody siedzgcej kropli.
Warunki krystalizacji oraz sposéb rozwigzania struktury krystalograficznej enzymu cN-IIIB
zostat opisany w pracy Kubacka & Kozarski i wsp.1%. Wykrystalizowane i rozwigzane zostaty
trzy struktury krystalograficzne ludzkiego enzymu cN-IIIB: biatko w formie apo w kompleksie z
jonami magnezu (Mg?*) (1.36 A; PDB id: 7ZEE) oraz biatko w kompleksie ze zwigzkiem S37
(1.5 A; PDB id: 7ZEH). Trzecig otrzymang strukturg krystalograficzng (1.56 A; PDB id: 7ZEG)
byto biatko cN-IlIB w kompleksie z pochodng zwigzku S37 — N7-(3,4-diF-benzyluo)guaning
(3,4-diFBn’guanina, S37’), ktéra powstata ze zwigzku S37 w wyniku pekniecia wigzania N-
glikozydowego w warunkach krystalizacji. Otrzymana struktura krystalograficzna ludzkiego

biatka cN-IlIB sktadata sie, podobnie jak w przypadku biatka pochodzgcego z muszki
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owocowki, z dwéch domen: globularnej domeny HAD (aminokwasy 1-51, 132-182 oraz 215-
300) oraz domeny CAP (aminokwasy 52-131 oraz 183-214). Domena HAD sktada sie z dwéch
a-helis oraz jednej B-kartki (motyw a/B/a), podczas gdy domena CAP sktada sie gtéwnie z a-
helis i jest ona odpowiedzialna za rozpoznawanie ligandu. a-Helisy tworzgce domene CAP
dopasowuja sie do ligandu, domykajgc kieszen wigzgcg enzymu. Ruch ten widoczny jest na
rysunku 76C, na ktérym przedstawiono trzy natozone na siebie struktury. Po zwigzaniu liganda
S37 oraz S37°, a-helisy przesunely sie w strone miejsca wigzania o ok. 3 A. Miejsce
katalityczne enzymu cN-IlIB zlokalizowane jest w domenie HAD. Miejsce katalityczne tworzg
trzy aminokwasy: kwas asparaginowy 41, 43 oraz 230 wraz z koordynacyjnie zwigzanym
jonem Mg?*. Uzyskane struktury krystalograficzne wraz z zaznaczonymi domenami oraz
zwigzanymi w kieszeni wigzgcej ligandami zostaty przedstawione na rysunku 76.

A Domena HAD & Domena CAP C
1 52 132 183 215 300

D41 YG0E88 W105 D230
D43 D64 W106

cN-IlIB « Mg?* - niebieski/zieolny
cN-IIIB « Mg* « 3,4-diFBN"GMP S37
cN-lIIB « Mg?* « 3,4diFBn’guanina

E88

LN
§ D43
D230 . .
D230 \ ON-IIB « Mg?* + 3,4-
JDM cN-IIB « Mg** - §37 VDH diFBn’guanina $37 & 3 4-diFBn’guanina & fosforan

Rysunek 76. Struktura krystalograficzna ludzkiego enzymu cN-1lIB. A. Schemat przedstawiajgcy sktadowe struktury
krystalograficznej ludzkiego enzymu cN-IlIB wraz z zaznaczonymi domenami HAD (kolor zielony) i CAP (kolor
niebieski) oraz z aminokwasami znajdujgcymi sie w kieszeni wigzgcej cN-IlIB. B. Struktura krystalograficzna
ludzkiego enzymu cN-1IIB w formie apo z jonami Mg?*. C. Otrzymane struktury krystalograficzne natozone na siebie:
forma apo - Mg?* (niebiski/zielony), kompleks cN-1IIB - Mg?* - S37 (fioletowy) oraz kompleks cN-1lIB - Mg?* - 3,4-
diFBn’guanina. D, E. Kieszen wigzaca cN-llIIB w kompleksie ze zwigzkiem S37 oraz 3,4-diFBn’guaning. F.
Natozenie struktur S37 oraz 3,4-diFBn’guaniny w konformacji, w ktérej sg wigzane przez enzym. Rysunek zostat
przygotowany przez dr Dorote Kubackg i zostat zaczerpniety z pracy Kubacka & Kozarski i wsp. 1.
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Na podstawie uzyskanych struktur krystalograficznych enzymu cN-IlIB w kompleksie z jego
inhibitorem S37 oraz jego pochodng, N7-(3,4-difluorobenzylo)guaning, opisano doktadny
mechanizm oddziatywania biatko-ligand. Kieszen wigzacg enzymu cN-IIIB tworzy 11
aminokwasow. Sg to Trpl05, Trpl06, Tyr60, Alal09, Leu63, Leu77, Leull3 i lle1l59, ktérych
tancuchy boczne tworzg hydrofobowg kieszen, w ktérej stabilizowana jest grupa 3,4-
difluorobenyzlowa . Dodatkowo Trp105 i Tyr60, bedgce w odlegtosci 3.6 A, tworzg przestrzen
do oddziatywania warstwowego z dodatnio natadowang guaning. Trzecim aminokwasem,
bedgcym w ptaszczyznie prostopadtej do Trp105 i Tyr60, stabilizujgcym guanine jest Trp106.
Uktad Ttr-elektronowy Trpl06 oddziatuje z protonem w pozycji C8 stabilizujgc guanine
oddziatywaniem Edge-to-face (CH-11). Ryboza stabilizowana jest przez kwas glutaminowy
(Glu88), ktory tworzy z grupami hydroksylowymi (2’-OH i 3’-OH) dwa wigzania wodorowe. Z
kolei, Alal57 i Leu205 tworzg wigzania wordowe z tlenami reszty fosforanowej. Reszta
fosforanowa zwigzku S37 jest dodatkowo stabilizowana dzigki wigzaniu wodorowemu, ktore
tworzy tlen w pozycji 5’ rybozy (5’-O) z grupg hydroksylowg (-OH) Tyr60 (Rysunek 77A, B).
Wytworzenie wigzan wodorowych pomiedzy resztg fosforanowg, a aminokwasami (Alal57,
Leu205 i Tyr60) spowodowato odsuniecie reszty fosforanowej od miejsca katalitycznego, co
moze wyjasnia¢ odpornos¢ zwigzku S37 na degradacje enzymatyczng przez enzym cN-IIIB.
Uzyskana struktura krystalograficzna kompleksu ludzkiego enzymu cN-I1IB wraz ze zwigzkiem
S37 ttumaczy silne powinowactwo zwigzku S37 do kieszeni wigzgcej ludzkiego enzymu cN-
[IB. Interesujgcym odkryciem byto otrzymanie struktury krystalograficznej kompleksu enzymu
cN-IlIB wraz z pochodng zwigzku S37, 3,4-diFBn’guaning (S37’). W wyniku pekniecia
wigzania N-glikozydowego nastgpita reorganizacja ukfadu 11 elektronowego w purynowym
pierscieniu guaniny oraz 3,4-diFBn’guanina zostata pozbawiona dodatniego tadunku, ktéry w
zwigzku S37 byt zlokalizowany na atomie azotu w pozycji N7. Zwigzek S37’ zostat zwigzany
przez enzym cN-IIIB w jego kieszeni wigzgcej, tak jak zwigzek S37, lecz w odwrotnej orientacji.
Pierécien benzylowy oddziatuje warstwowo (11- 1) z tyrozyng 60 i tryptofanem 105. Z kolei
zasada azotowa stabilizowana jest przez dwa wigzania wodorowe, ktore tworzy z kwasem
asparginowym 64 oraz przez oddziatywanie Edge-to- face, ktéry tworzy z tyrozyng 60
(Rysunek 77C, D). Dopasowanie zwigzku S37’ do kieszeni wigzgcej ludzkiego enzymu cN-

[1IB sugerowato, ze zwigzek S37’ moze by¢ potencjalnym inhibitorem tego biatka.
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Rysunek 77. Kieszen wigzgce ludzkiego enzymu cN-IlIB. A. w kompleksie ze zwigzkiem S37; B. w kompleksie ze
zwigzkiem S37'. Schemat przedstawiajgcy oddziatywanie ligandéw z aminokwasami w kieszeni wigzgcej enzymu
cN-11IB: C. zwigzek S37; D. zwigzek S37'. Rysunek zostat zaczerpniety z pracy Kubacka & Kozarski et. al. 166,

W celu poznania mechanizmu inhibicji enzymu cN-IIIB przez zwigzki S37 i S37’ otrzymane
struktury krystalograficzne (PDB id: 7ZEE i 7ZEG) poréwnano z modelem struktury
krystalograficznej biatka w kompleksie z 5’-monofosforanem 7-metyloguanozyny (m’GMP)
(otrzymanym przez dr Joanne Paneckg-Hofman z Zakfadu Biofizyki UW). Poréwnujgc ze sobg
te trzy struktury krystalograficzne mozna wnioskowag, ze enzym cN-IIIB moze wystepowaé w
dwdch konformacjach: otwartej oraz zamknietej. W konformacji otwartej, enzym cN-I11B wigze
ligand. Po zwigzaniu ligandu, domena CAP zamyka kieszen wigzgcg przeprowadzajgc tym
samym reakcje enzymatyczng. Na uzyskanych strukturach krystalograficznych (PDB id: 7ZEE
i 7ZEG) wida¢, ze zwigzki S37 i S37° blokujg enzym cN-IlIB w konformacji otwarte;.
Zablokowanie enzymu w otwartej konformacji uniemozliwia mu przeprowadzenie reakcji

enzymatycznej, co hamuje aktywnosc¢ enzymu.

I1l.7 Benzylowe pochodne guaniny
Badanie krystalograficzne dostarczyty wielu cennych informacji na temat mechanizmu

inhibicji enzymu cN-11IB przez zwigzek S37. Dzieki otrzymanym strukturom krystalograficznym
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odkryto, ze pochodna guaniny (zwigzek S37’), powstata w wyniku degradacji zwigzku S37,
moze potencjalnie hamowacé aktywnos¢ enzymu cN-IIIB. Bardzo dobre dopasowanie zwigzku
837’ do kieszeni wigzacej enzymu cN-IlIB (Rozdziat 111.6.2., Rysunek 77C,D) sprawito, ze
postanowitem zbadac¢ witasciwosci inhibitorowe zwigzku S37 i strukturalnie zblizonych
pochodnych guaniny. W tym celu zaprojektowatem i zsyntezowatem cztery nowe benzylowe
pochodne guaniny, a nastepnie zbadatem ich wtasciwosci inhibitorowe wzgledem enzymu cN-
[lIB. Zaprojektowane przeze mnie pochodne guaniny posiadaty N7 pozycji guaniny benzyl, 3-
metylobezyl oraz 3,4-difluorobenzyl. Dodatkowo, otrzymatem pochodng guaniny, ktéra
posiadata dwie grupy 3,4-difluorobenzylowe w pozycji N7 i N9. Struktury zaprojektowanych

przeze mnie zwigzkow zostaty przedstawione na rysunku 78.

Q\\ Q Q\\ T \Q\\ Q\\
Y AH QY
N NP NH N N)\ /‘\NHZ F )\NHZ

S$19’ S36’ S37 F S37”

Rysunek 78. Struktury chemiczne benzylowych pochodnych guaniny.

[11.7.1Synteza benzylowych analogéw guaniny

Synteze benzylowych analogéw guaniny przeprowadzitem korzystajgc z reakcji alkilowania
guaniny odpowiednimi bromkami benzylu (R-BnBr). W pierwszym podejsciu syntetycznym,
reakcje alkilowania przeprowadzitem na handlowo dostepnej guaninie w obecnosci bromku
3,4-difluorobenzylu. Reakcja alkilowania guaniny przebiegata wedlug schematu

przedstawionym na rysunku 79.
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Rysunek 79. Schemat syntezy alkilowania guaniny.

Niestety ta nie przebiegata w Zzadnym stopniu regioselektywnie. Guanina posiada dwa
nukleofilowej atomu azotu w pozycji N7 i N9, ktére chetnie ulegajg reakcji alkilowania. W
wyniku reakcji obserwowatem powstawanie trzech produktoéw: guanina mono-podstawiona w
pozycji N7 (S37’) lub N9 (S39) oraz guanina di-podstawiona w pozycjach N7 i N9 (S37”).

Gtéwnym produktem reakgciji alkilowania guaniny byt zwigzek dipodstawiony (S37”). Zwigzek
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S37” zostat wydzielony z mieszaniny reakcyjnej za pomocg chromatografii cieczowej przy
uzyciu ztoza krzemionkowego. Obecnos¢ dwdéch pierscieni 3,4-difluorobenzylowych

potwierdzitem m.in. za pomocg magnetycznego rezonansu jadrowego °F (Rysunek 80).
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Rysunek 80. Widmo '°F NMR otrzymane dla zwigzku 7,9-(3,4-diflurobenzylo)guaniny. Widoczne sg cztery
multiplety pochodzace od czterech jgder 1°F.

Aby unikng¢ powstawania dipodstawionych produktow powstajgcych w wyniku reakcji
alkilowania guaniny, synteze pozostatych pochodnych guaniny przeprowadzitem wedtug
innego schematu reakcji. W celu otrzymania monopodstawionych benzylowych analogow
guaniny, zmodyfikowatem wczesniej opracowang procedure syntezy N7 alkilowych
pochodnych guaniny. Procedura ta zaktada w pierwszym etapie alkilacje N7 pozycji
guanozyny, po ktérej prowadzi sie depurynacje N7 podstawionej zasady azotowej 8. Reakcje
alkilowania przeprowadzitem w obecnosci odpowiednich bromkow benzylu (bromek benzylu,
bromek 3-metylobenzylu oraz bromek 3,4-difluorobenzylu), wychodzac z handlowo dostepne;j
guanozyny. Reakcja alkilowania guanozyny zachodzi w sposob selektywny, prowadzgc do N7-
podstawionej pochodnej guanozyny. Nastepnie, nukleozyd podstawiony odpowiednig grupa
benzylowg w pozycji N7, poddatem reakcji depurynacji w warunkach kwasowych, w wyniku

ktorej otrzymatem N7 podstawione pochodne benzyloguaniny (Rysunek 81).

113



N-
LRSSy
N”"N" "NH,
Ry.=-H; 519’

Ry= -CHs; Ry= -H; $36’
R;,= F; S37

Rysunek 81. Schemat syntezy N7 benzylowych analogéw guaniny. Synteza przeprowadzona z guanozyny.
W rezultacie otrzymatem cztery benzylowe analogi guaniny, ktérych struktury potwierdzitem
przy uzyciu jgdrowego rezonansu magnetycznego (NMR). Nastepnie zbadatem ich

wtasciwosci inhibitorowe wzgledem enzymu cN-IIIB.

[11.7.2 Whkasnosci inhibitorowe pochodnych guaniny wzgledem
ludzkiego enzymu cN-IIIB

Aby potwierdzi¢ potencjalne wiasnosci inhibitorowe benzylowych pochodnych guaniny
wzgledem enzymu cN-IIIB, przeprowadzitem ponownie badania in vitro z uzyciem
rekombinowanego enzymu cN-I11B (Rysunek 82). Badania wykonatem stosujgc state stezenie
(100  pm) benzylowych analogow guaniny (N7-benzyloguanina (S19’), N7-
(83metylbenzylo)guaniny (836’), N7-(3,4-difluorobenzylo)guaniny (837’) oraz N7,9-di(3,4-
difluorobenzylo)guaniny (S37”’)). Uzyskane wyniki przedstawitem na rysunku 82. Wiasnosci
inhibitorowe zwigzkéw $19’°, S36°, S37’ oraz S37”° poréwnatem z wiasnosciami inhibitorowymi

wczesniej znalezionych inhibitoréw enzymu cN-IIIB (S14, S19, S36 oraz S37).
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Rysunek 82. Badanie wiasnosci inhibitorowych benzylowych analogéw guaniny. llo$¢ uwolnionego fosforanu
podczas reakcji enzymatycznej katalizowanej przez enzym cN-IIIB (80 nM) w obecnosci m’GMP (100 uM) oraz
inhibitora (100 uM). Wyniki pokazane w postaci srednie z dwdch pomiaréw wraz z btedem.

Otrzymane wyniki pokazaty, ze benzylowe analogi guaniny nie sg inhibitorami enzymu cN-111B,

wbrew temu co sugerowaty wczesniejsze badania krystalograficzne. llos¢ uwolnionego
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fosforanu w obecnosci zwigzkéw S19°, $36°, 837’ oraz S37”° (100 uM) jest poréwnywalna do
ilosci fosforanu uwolnionego w przypadku reakcji bez dodatku inhibitora (H.O, DMSO).
Uzyskane wyniki sugerujg, ze depurynacja zwigzku S37 do zwigzku S37’ w warunkach
krystalizacji przebiega po zwigzaniu ligandu w kieszeni wigzgcej biatka oraz ze reszta

fosforanowa i ryboza sg niezbedne do efektywnego oddziatywania biatko-ligand.

I1l.8 Terapeutyczny potencjat inhibitorédw enzymu cN-IIIB —
synteza inhibitorow enzymu cN-IlIB w wersiji
pronukleotydowej
W czesci literaturowej niniejszej rozprawy doktorskiej szczegdétowo opisatem role

cytozolowych 5’- nukleotydaz w komoérkach. Jedng z niepozgdanych aktywnosci cytozolowych

5’-nukleotydaz jest dezaktywowanie pochodnych nukleozyddéw i nukleotydéw stosowanych w

terapiach przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych. Przyktadami terapeutykow

pochodzenie  nukleozydowego sg gemcytabina i cytarabina  (zastosowanie
przeciwnowotworowe) oraz dideoksycytydyna (zastosowanie przeciwwirusowe). Zwigzki te po
przeniknieciu przez btone komérkowg na skutek reakcji chemicznych lub enzymatycznych sg
przeksztatlcane w forme aktywng leku, czyli odpowiednie 5’-trifosforany nukleozyddw.

Pierwszym etapem tego przeksztalcenia jest biosynteza 5’-monofosforanu nukleozydu

poprzez enzymatyczng fosforylacje nukleozydu. Proces fosforylacji nukleozydéw katalizowany

jest przez kinazy. Procesem odwrotnym do fosforylacji jest defosforylacja, ktéra katalizowana
jest przez 5-nukleotydazy. 5-Nukleotydazy defosforylujgc 5’-monofosforany nukleozydéw
uniemozliwiajg przejscie leku do formy aktywnej, obnizajgc przy tym jego efektywnosé

(Rozdziat 11.2.1). W celu zwiekszenia efektywnosci leku podczas terapii, niekiedy wraz z lekiem

podaje sie inhibitor biatka, ktory jest odpowiedzialny za dezaktywacje podawanego leku.

Strategia ta stosowana jest w przypadku terapii przeciwnowotworowych i nosi nazwe

chemosensytyzacji!®®. Enzym cN-IlIB posiada szerokg specyficzno$¢ substratowg, co

sugeruje, ze tak jak inne 5’-nukleotydazy, moze bra¢ udziat w defosforylacji pochodnych 5’-

NMP, bedacych formg przejsciowg aktywnego leku. W opisanym przypadku, znalezione

przeze mnie inhibitory enzymu cN-IlIB mozna potencjalnie wykorzysta¢ do zwiekszenia

efektywnosci terapii przy uzyciu terapeutykdw pochodzenia nukleozydowego. Niestety
problemem jest dostarczenie inhibitorow enzymu cN-IlIB do wnetrza komorki. Inhibitory
enzymu cN-IlIB sg zwigzkami polarnymi, obdarzonymi tadunkiem i nie sg w stanie samoistnie
przenika¢ przez hydrofobowg btone komodrkowa. Istnieje wiele technologii, ktére umozliwiajg
polarnym zwigzkom przenikac przez niepolarng btone komdérkowa. Jedng z nich jest wczesniej
opisana (Rozdziat 11.8) technologia pronukleotydow, w ktérej tadunki zlokalizowane na grupie
fosforanowej sg maskowane przez grupy funkcyjne, co umozliwia takim zwigzkom przenikaé

przez btone komérkowg. W swoich badaniach wykorzystalem dwie metody maskowania
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tadunkéw zlokalizowanych na reszcie fosforanowej. Pierwszg z nich byly pronukleotydy
McGuigana, w ktorej tadunki maskowane sg przez estry aminokwasow oraz podstawniki
aromatyczne®, a drugg tryptaminowe pronukleotydy Wagnera (obie strategie zostaty szerzej
opisane w czesci literaturowej rozprawy)®2. Wykorzystujac te dwie metody, w ramach
niniejszego projektu doktorskiego, zaprojektowatem i zsyntezowatem pochodne zwigzkow S36

i S37 w wers;ji pronukleotydowej.

111.8.1Synteza pronukleotydéw

W pierwszej kolejnosci swojg uwage skupitem opracowaniu Sciezki syntetycznej
umozliwiajgcej synteze pochodnych zwigzku S36 i S37 w formie pronukleotydéw McGuigana
. W czesci literaturowej (Rozdziat 11.8.2) opisatem trzy strategie syntetyczne, ktore
wykorzystuje sie do syntezy takich pronukleotydéw. W ramach swoich badan przetestowatem
dwie z nich. Pierwsza z nich, polegajgca na syntezie odpowiedniej chloropochodnej
amidofosforanu, a nastepnie przeprowadzenie z nim reakcji sprzegania z pochodng 7-
benzyloguanozyny okazata sie nieskuteczna. Etapem limitujgcym w tej strategii byta synteza
chloropochodnej amidofosforanu z trichlorku fosforylu. Synteza ta byta mato wydajna.
Powodem byta bardzo szybka hydroliza trichlorku fosforylu oraz jego pochodnych. Drugg
przetestowang przeze mnie strategig byfa strategia, w ktérej wykorzystuje sie odpowiedni H-
fosfonianu nukleozydu (Rysunek 83). Syntezy zwigzkéw ProtideS36 i ProtideS37 (Rysunek
83) rozpoczatem wychodzgc z handlowo dostepnej 2’,3-izopropyliednoguanozyny. 2’,3'-
izopropylidenoguanzone przeksztatcitem w fenylo-H-fosfonian 2’,3-izopropylidenoguanzony
(40) w reakciji fosfonylacji przy uzyciu fosfonianu difenylu. W celu unikniecia hydrolizy wigzania
fosfoestrowego, reakcje H-fosfonylacji prowadzitem w warunkach bezwodnych. Otrzymany
fenylo-H-fosfonian 2',3’-izopropylidenoguanzony poddatem reakcji aminowania
oksydacyjnego benzylowym estrem L-alaniny w obecnosci tetrachlorku wegla (CCly) i
trietyloaminy (TEA). Podczas reakcji aminowania oksydacyjnego, oprécz zachowania
bezwodnych warunkéw reakciji, kluczowy byt dobor odpowiedniej soli estru L-alaniny. Reakcja
aminowania oksydacyjnego wydajnie zachodzita przy uzyciu estru L-alaniny w postaci
chlorowodorku, podczas gdy, ester L-alaniny w postaci soli p-toluenosulfonowej byt
niereaktywny. Po reakcji aminowania oksydacyjnego, usunatem zabezpieczajgcg grupe 2’,3’-
izopropylidenowg z rybozy otrzymujgc pochodng 5’-amidofosforanu guanozyny (42). Ostatnim
etapem syntezy zwigzkéw ProtideS36 i ProtideS37 byta alkilacja (benzylacja) N7 pozycji
guanozyny przy uzyciu odpowiedniego bromku benzylu. Reakcje benzylacji prowadzitem w
DMSO w temperaturze pokojowej. Ostateczne zwigzki, ProtideS36 i ProtideS37 oczyscitem
za pomocg chromatografii cieczowej przy uzyciu kolumny w odwréconych fazach ze ztozem

C18, otrzymujac je w postaci mieszaniny diastereoizomeréw z wydajnoscig 16%.
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Rysunek 83. Schemat syntezy inhibitorow enzymu cN-1lIB w postaci pronukleotydow McGuagina. i. fosfonian
difenylu, argon, pirydyna, 0 °C; ii. Benzylowy ester L-alaniny (HCI), acetonitryl, CCls, TEA, 0 °C; iii. TFA/H20, 30
°C. Wydajnos¢ po trzech etapach syntezy wyniosta 30%; iv. Odpowiedni bromek benzylu (R-BnBr), DMSO, temp.
pokojowa, 50% (S37) oraz .

Drugim rodzajem syntezowanych pronukleotydéw byly opisane wczesniej (Rozdziat 11.8.2.)
pronukleotydy tryptaminowe. Synteza tego typu zwigzkéw sktadata sie z trzech etapéw. W
pierwszym etapie, GMP w postaci soli TEAH*, przeksztatcitem w odpowiednig pochodng
benzylowg przy uzyciu bromku 3,4-difluorobenzylu (3,4-diFBn-Br), otrzymujgc zwigzek S37.
Reakcje alkilacji przeprowadzitem wedlug wczesniej opracowanej metody, uzywajgc
odpowiedniego bromku benzylu (3-MeBn-Br lub 3,4diFBn-Br). Nastepnie uzyskany zwigzek
S37 przeksztatcitem w P-imidazolid 5-monofosforanu 3,4-difluorobenzyloguanozyny (P-
imidazolid 3,4diFBn’GMP, 43), stosujgc metode Mukaiyamy- Hashimoto®8. Konncowym etapem
syntezy zwigzku (Protide-Trp S37) byta reakcja sprzegania tryptaminy z P-imidazolowg
pochodng 3,4-diFBn’GMP (Rysunek 84). Reakcje substytucji nukleofilowej przeprowadzitem
w buforze HEPES, pH 8, wzorujgc sie na wczesniej opisanym protokole (Rysunek 84)104,
Produkt ostateczny oczyscitem za pomocg chromatografii cieczowej przy uzyciu kolumny ze
ztozem C18, otrzymujgc zwigzek Protide-Trp S37 z wydajnoscig 3%. Pomimo zastosowania
buforu o zasadowym pH, w ktérym P-imidazolowe pochodne nukleozyddéw bardzo wolno
ulegajg hydrolizie 1°, wydajno$é syntezy byta bardzo niska. Powodem niskiej wydajnosci
syntezy mogta by¢ niska czystos¢ zastosowanych substratéw (P-imidazolowej pochodnej) lub

z zle dobranych warunkéw oczyszczania zwigzku Protide-Trp S37.
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Rysunek 84. Schemat syntezy inhibitora enzymu cN-11IB w postaci pronukleotydu (Wagner). i. 3,4-diFBnBr,
DMSO; ii. trifenylofofosfina, Aldrithiol-2, imidazol, TEA, DMF; wydajnos¢ 35% iii. tryptamina, HEPES pH 8;
wydajnosc 3%

W wyniku przeprowadzonych przeze mnie reakcji otrzymatem trzy inhibitory enzymu cN-I1IB
w postaci pronukleotydoéw. Otrzymane zwigzki, dzieki zamaskowaniu ujemnych tadunkéw w
obrebie reszty fosforanowej, bedg prawdopodobnie swobodnie przenika¢ do wnetrza komorki,
gdzie ulegng przeksztatceniu w formy aktywne inhibitorow (zwigzki 3Me-Bn’GMP (S36) i
3,4diF-Bn’GMP (S37)). Badania biologiczne tych zwigzkoéw nie zostaty jeszcze ukoriczone w
momencie tworzenia niniejszej rozprawy, wiec hipoteza ta wymaga jeszcze weryfikaciji
eksperymentalnej. Moze mie¢ nadzieje, ze uzyskanie inhibitoréw 3Me-Bn’GMP (S36) i 3,4diF-
Bn’GMP (S37) pozwoli przyblizy¢ role, ktdrg petni enzym cN-11IB w zywych komoérkach, a takze

pozwoli zbada¢ potencjat terapeutyczny tych zwigzkow.

[1.9 Analogi 5’-monofosforanéw 7-metyloguanozyny typu

SUFEX (ang. Sulfur (VI) Fluoride Exchange)

W wyniku realizacji projektu doktorskiego odkrytem, ze benzylowe analogi 5'-
monofosforanu 7-metyloguanozyny (R-Bn’GMP) sg silnymi inhibitorami enzymu cN-IlIB. W
rozdziale dotyczgcym badan krystalograficznych (Rozdziat 111.6.2.) szczegdtowo opisatem
sposob wigzania analogéow Bn’GMP przez enzym cN-11IB oraz mechanizm inhibicji. W jednym
z ostatnich etapéw prac nad niniejszym projektem staratem sie zweryfikowaé mozliwosé
dodatkowego zwiekszenia aktywno$ci zidentyfikowanych przeze me inhibitorow. Ogdlnie
rzecz biorac, inhibitor wigzany jest przez biatko w sposéb odwracalny, tworzac wigzania
niekowalencyjne. Istniejg jednak zwigzki, ktére wigzane sg przez biatka w sposéb
nieodwracalny. Zwigzki te posiadajg grupy funkcyjne, ktéry umozliwiajg im utworzenie
wigzania kowalencyjnego z resztami bocznymi aminokwasow, znajdujgcymi sie na
powierzchni biatka lub w jego kieszeni wigzgcej. Po zwigzaniu z biatkiem, zwigzki te catkowicie

zatrzymujg jego aktywnosé. Zwigzki tego typu nazywane sg inhibitorami kowalencyjnymi lub
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inhibitorami samobéjczymi (ang. Suicide inhibitors). Istnieje wiele typdw reakcji chemicznych,

ktérych mechanizmy sg wykorzystywane do projektowania inhibitoréw kowalencyjnych.

Jednym z przykfadow takiej reakcji chemicznej jest reakcja typu click. Jednakze, w

powszechnie stosowanej w warunkach komérkowych reakcji click, SPAAC (ang. Strain-

promoted azide-alkyne cycloaddition), w celu potgczenia dwoch molekut wigzaniem

kowalencyjnym, wymagane jest wprowadzenie grup funkcyjnych do obu z nich. Z pomocg

przychodzi nowy typ reakcji click- SUFEX (ang. Sulfur (VI) Fluoride Exchange), ktéry wymaga

wprowadzenia grupy funkcyjnej jedynie po stronie inhibitora. Reakcja typu SuFEX, ktorej

mechanizm zostat doktadnie opisany w czesci literaturowej (Rozdziat 11.9.1.) zachodzi

pomiedzy fluorkiem sulfonylu (SO2F) lub fluorosiarczanem (SOsF), a nukleofilem. W przypadku

biatek, nukleofilami sg aminokwasy, ktére w tancuchu bocznym posiadajg terminalng grupe

aminowg lub hydroksylowg. W oparciu o zidentyfikowane przeze mnie preferencje

substratowe i inhibitorowe enzymu cN-IIIB, dr Mikotaj Chrominski (Laboratorium Chemii

Biologicznej w Centrum Nowych Technologii UW), zaprojektowat i zsyntetyzowat benzylowe

analogi 5’-monofosforanu guanozyny posiadajgce w obrebie pierscienia benzylowego grupy

SO2F i SOsF. W rezultacie powstaty cztery analogi Bn’"GMP z grupg funkcyjng reaktywng w

reakcjach typu SUFEX oraz analog m’GMP, do ktérego grupa SOF zostata przytgczona za

pomocg etylowego tgcznika (ESF'GMP). Struktury tych zwigzkéw przedstawitem na rysunku

85. Zatozeniem tego projektu byto wytworzenie zwigzkdw, ktore bede sie trwale, wigzaniem

kowalencyjnym, wigza¢ w miejscu aktywnym enzymu cN-IIIB (Rysunek 86)
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Rysunek 85. Struktury chemiczne SuFEx-owych analogéw Bn’GMP - potencjalne, kowalencyjne inhibitory enzymu

cN-IIIB.

Dla otrzymanych zwigzkéw zbadatem wtasnosci inhibitorowe wzgledem enzymu cN-IlIB za

pomocg analizy zielenig malachitowg. Wykonatem takze eksperymenty majgce na celu

weryfikacje tworzenia kowalencyjnego potgczenia z enzymem za pomocg spektrometrii mas.
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Trwate wigzanie kowalencyjne w kieszeni wigzacej enzymu cN-/lIB

Rysunek 86.Schematyczne przedstawienie idei kowalencyjnych inhibitorow enzymu cN-IIIB.

[11.9.1Wyznaczenie parametru I[Cso dla fluorosulfonowych i
fluorosiarczanowych pochodnych m’GMP i Bn’GMP przy
uzyciu analizy zielenig malachitowg

Aby zbadac¢ wtasciwosci inhibitorowe ,SUFEX-owych” analogéw Bn’GMP (Rysunek 85)
wzgledem enzymu cN-IlIB, wyznaczytem dla nich parametr 1Cso przy réznych stezeniach
potencjalnych inhibitoréw. Poczatkowo, parametr ICsp wyznaczytlem w takich samych
warunkach jak w przypadku | i Il biblioteki inhibitorow enzymu cN-IlIB (Rozdziat 111.4.2.), tj.
dodajgc enzym do mieszaniny inhibitora i substratu. parametr ICso wyznaczytem dla zwigzku
ESF'GMP oraz SuFEX-owych analogéw Bn’GMP, w ktérych grupa SO2F lub SOsF byta
podstawiona w pozycji para lub meta pierscienia fenylowego. Uzyskane warto$ci parametru
ICso porownatem z wartoscig ICso uzyskang dla najsilniejszego inhibitora enzymu cN-IIIB,
zwigzku (S37), ktérego warto$¢ w tym eksperymencie wyniosta 9.4 + 0.7 yM. Na rysunku 87
przedstawitem otrzymane krzywe inhibicji. Poréwnujgc otrzymane krzywe, z krzywg inhibicji
dla otrzymang dla zwigzku (S37), widac¢, ze wiasciwosci inhibitorowe SuFEX-owych analogéw
Bn’GMP, w ktorych grupy SUFEX zostaty podstawione w pozycji para pierscienia fenylowego,
(4-SO,FBN'GMP oraz 4-SOsFBN'GMP) sa zblizone do wiasciwosci inhibitorowych
najlepszego inhibitora enzymu cN-IIIB. Rozbieznos¢ wartosci parametru 1Cso, dla zwigzkow
(4-SO.FBN’GMP oraz 4-SO3sFBn’GMP), sg bardzo mate i wynoszg kolejno 16.3 + 3.1 uM i
18.2 + 2.7 uyM. Uzyskane wartosci parametru ICso sg nieco wyzsze niz dla zwigzku S37,
ktérego parametr ICso w tym eksperymencie wyniost 9.4 + 0.7 uM uM. Zwigzek ESF'GMP nie
byt inhibitorem enzymu cN-IlIB w badanym zakresie stezen. Spos$rod zwigzkéow SuFEX,
posiadajgcych grupy SO2F i SOsF w pozycji meta, silniejszym inhibitorem okazat sie byc¢
zwigzek 3-SO3;FBN’GMP. Warto$¢ parametru ICso dla tego zwigzku wyniosta 1.6 + 0.6 uM,
czyli blisko 6 razy mniej niz dla zwigzku S37 (9.4 £ 0.7 uM). Z kolei, wartos¢ parametru dla
zwigzku 3-SO.FBn’GMP byta wyzsza niz 50 pM.
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Rysunek 87. Krzywe inhibicji uzyskane dla SuFEX-owych analogéw m’GMP i Bn"’"GMP w obecnosci enzymu cN-
1B.

Nastepnie, przeprowadzitem kolejny eksperyment, majgcy na celu wstepng weryfikacje
tworzenia kowalencyjnych potgczen z bialkiem przez badane inhibitory. Tworzenie
kowalencyjnego wigzania z enzymem jest reakcjg chemiczna, ktérej kinetyka nie musi byé
natychmiastowa. Z tego powodu eksperyment wyznaczania parametru ICso przeprowadzitem
rowniez w zmienionych warunkach. Aby sprawdzi¢ czy SuFEx-owe analogi Bn’"GMP moga
tworzy¢ wigzanie kowalencyjne z enzymem cN-IlIB, zmienitem kolejnos¢ dodawania
reagentéw do mieszaniny reakcyjnej. W pierwszej kolejnosci, przez 60 min inkubowatem
potencjalne inhibitory (ESF'GMP, 4-SO,FBn’GMP, 3-SO.FBn’GMP, 4-SO3FBn’GMP oraz 3-
SO3FBN’‘GMP) z enzymem cN-IIIB w buforze reakcyjnym w temp. 30 °C. Nastepnie, do
mieszaniny dodawatem substrat (m’GMP) i kontynuowatem inkubacje przez standardowy
czas (45 min), po czym oznaczatem ilos¢ uwolnionego fosforanu i wyznaczatem krzywag
inhibicji. Oczekiwatem, ze w przypadku zwigzkéw tworzgcych kowalencyjne potgczenie z
enzymem, godzinna preinkubacja z enzymem przed dodaniem substratu moze obnizy¢
obserwowang wartos¢ ICso w zwigzku z czesciowg lub catkowitg nieodwracalng dezaktywacjg
enzymu. Reakcjg kontrolng w tym eksperymencie byla reakcja defosforylacji m’GMP w
obecnosci zwigzku (S37), ktory nie ma mozliwosci wytworzenia wigzania kowalencyjnego z

enzymem.
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Rysunek 88. Krzywe inhibicji uzyskane dla potencjalnych inhibitoréw enzymu cN-11I1B. Poréwnanie parametrow ICso
w warunkach, w ktérych inhibitor byt uprzednio inkubowany z enzymem cN-IIIB przez 1 h w 30 °C.

Tabela 7. Wartosci parametru ICso uzyskane dla zwigzkéw typu SuFEX wzgledem enzymu cN-IIIB. Wartosci
przedstawiajg srednig z 3 powtoérzen.

Zwigzek ICs0 £ SD (uM) bez inkubaciji ICs0 £ SD (uM) z inkubacja
ESF'GMP >200 >200
4-SO2FBn’GMP 16.2+4.0 0.067 +£0.011
3-SO2FBn’GMP >50 >50
4-SO3FBn’GMP 16.9+5.7 16.3+2.9
3-SO3FBn’GMP 1.6+0.6 0.9+0.3
3,4-diFBn’GMP (S37) 10.8 +2.8 10.9+1.9

W nowych warunkach reakcji enzymatycznej, w ktorych inhibitory preinkubowano z enzymem
przed rozpoczeciem reakcji, wartos¢ parametru ICso zmieniata sie w przypadku zwigzku 4-
SO,FBn’GMP. Obliczona warto$¢ parametru ICso dla zwigzku 4-SO,FBn’GMP wyniosta 67 +
16 nM, podczas gdy, wartos¢ parametru ICso bez prowadzenia preinkubacji z enzymem
wynosita 16.3 + 3.1 pM. Uzyskana wartos¢ parametru ICso, jest porownywalna ze stezeniem
enzymu zastosowanym w reakcji (ok. 80 nM). Wynik ten sugeruje, ze zwigzek 4-SO,FBn’GMP
jest kowalencyjnym inhibitorem enzymu cN-llIB. W przypadku zwigzkow z podstawnikami
sulfonylowymi i sulfonianowymi w pozycji meta, wczesniejsza inkubacja z enzymem nie
wplyneta znaczaco na wartosci parametru 1Cso. Warto$¢ parametru ICso dla zwigzku 3-
SO3FBNn’GMP obnizyta sie z wartosci 1.6 + 0.6uM do 0.9 + 0.3 uyM.

Ten nieznaczny spadek moze sugerowac, ze zwigzek ten nie wytwarza wigzania
kowalencyjnego z enzymem cN-IlIB lub kinetyka utworzenia tego wigzania jest inna niz w
przypadku zwigzku 4-SO.FBn’GMP i zwigzek ten potrzebuje dtuzszego czasu inkubacji z

biatkiem. Z kolei warto$¢ parametru ICso dla zwigzku 3-SO,FBn’GMP nie zmienita sie pod
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wptywem inkubacji. Inkubacja zwigzku ESF'GMP z enzymem cN-11IB, przez 1 h, spowodowata
nieznacznym obnizeniem wartosci ICso. Pomimo obnizenie wartosci ICso, zwigzek ESF'GMP
jest bardzo stabym inhibitorem enzymu cN-IlIB. Spadek wartosci 1Cso, W tym przypadku
spowodowany jest prawdopodobnie rozpadem ESF'GMP, ktéry jest niestabilny w pH > 5.
Grupa SOzF w tym zwigzku, pod wptywem pH > 5, ulega hydrolizie do grupy SOs, w wyniku
czego powstaje GMP z przytgczong w pozycji N7 grupg C2H4SOs3, ktdry wykazuje nieznacznie

wiekszg aktywnosc¢ wzgledem enzymu cN-IlIB niz zwigzek wyjsciowy.

Analiza struktury krystalograficznej enzymu cN-llIB z analogami Bn’GMP wskazuje, ze
podstawienie pierscienie fenylowego w pozycji meta moze zwiekszy¢ powinowactwo takiego
zwigzku do kieszeni wigzacej enzymu. Dlatego, zwigzki 3-SO,FBn’‘GMP oraz 3-
SO3FBN’GMP, w teorii powinny by¢ silniejszymi inhibitorami tego enzymu. Powyzsze wyniki
(bez preinkubacji enzymu z inhibitorem) potwierdzajg te teorie jedynie w przypadku zwigzku
3-SOsFBN’GMP, ktérego wartos¢ parametru ICso jest najnizsza (1.6 + 0.6uM) w poréwnaniu
do pozostatych testowanych zwigzkéw. Jednak, poréwnujgc wyniki drugiego eksperymentu
(preinkubacja enzymu z inhibitorem) znacznie silniejsze wtasciwosci inhibitorowe wykazat
zwigzek 4-SO,FBn’GMP (podstawienie w pozycji para), ktéry to zahamowat catkowicie
aktywnos¢ enzymu cN-1lIB. Wynik ten sugeruje, ze zwigzek ten mogt wytworzyé wigzanie
kowalencyjne w kieszeni wigzgcej enzymu cN-IIIB. Przyglagdajgc sie doktadniej strukturze
kieszeni wigzgcej enzymu cN-IIIB oraz aminokwasom jg tworzgcych przypuszczaé¢ mozna, ze
aminokwasem oddziatujgcym kowalencyjnie ze zwigzkiem 4-SO.FBn’GMP jest kwas
asparginowy 77. Aminokwas ten jest w najblizszym otoczeniu pozycji para, gdzie przytgczona
jest grupa SO.F. W przypadku zwigzku 3-SO3;FBn’GMP grupa SOsF jest zbyt dalekiej
odlegtoéci od tego aminokwasu, aby wytworzy¢ wigzanie kowalencyjne. W celu potwierdzenia
przypuszczen, dotyczacych utworzenie wigzania kowalencyjnego pomiedzy zwigzkami
SUFEX (4-SO,FBNn’GMP oraz 3-SOsFBn’GMP) a enzymem cN-IIIB, zostata przeprowadzony
dodatkowy eksperyment przy uzyciu spektrometrii mas.

[11.9.2Badanie wytwarzania wigzania kowalencyjnego w kieszeni
wigzacej enzymu cN-llIB i biatka elF4E przy uzyciu
spektrometrii mas

W poprzednim rozdziale opisatem wyniki eksperymentow dotyczacych wiasnosci

inhibitorowych SuFEx-owych analogéw Bn’GMP. W przypadku jednego z testowanych

analogéw, 4-SO.FBn’‘GMP, jego wiasnosci inhibitorowe znaczgco sie poprawity, po
wczesniejszej inkubacji 4-SO.FBn’GMP z enzymem cN-IIIB. Warto$¢ parametru ICso obnizyta

sie 2 16.3 + 3.1 yM do 67 + 16 nM. Obnizenie wartosci parametru ICso sugeruje, ze zgodnie z

zatozeniami, zwigzek 4-SO,FBn’‘GMP moze tworzy¢é wigzanie kowalencyjne z jednym z
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aminokwasow bedgcych w kieszeni wigzgcej enzymu. Aby potwierdzi¢ moje przypuszczenia,
przeprowadzitem dodatkowy eksperyment z wykorzystaniem spektrometrii mas. Eksperyment
ten polegat na zmierzeniu catkowitej masy enzymu w warunkach denaturujgcych, przed i po
preinkubacji enzymu z potencjalnym kowalencyjnym inhibitorem. W tym celu, enzym cN-I11B
(C=0.1 ug/ul) oraz potencjalny kowalencyjny inhibitor (C=0.03 mM) inkubowatem w roztworze
buforowym (20 mM HEPES, pH 7.5, 50 mM KCI, 5 mM MgCl,) przez 30 min. Po inkubacji,
nadmiar potencjonalnego inhibitora zostat usuniety z roztworu za pomocg chromatografii
wykluczenia. Zatezony probke poddano badaniom metodg spektrometrii mas w warunkach
denaturujgcych w celu wyznaczenia masy czgsteczkowej biatka. Probg odniesienia byto biatko
inkubowane w buforze bez inhibitora. Pomiary MALDI-MS zostaty wykonane w
Srodowiskowym Laboratorium spektrometrii mas w Instytucie Biofizyki i Biologii (IBB)
Uzyskane wyniki pokazujg, ze w wyniku inkubacji ze zwigzkiem 4-SOF,Bn’GMP, masa biatka
zwiekszyta sie o m/z 515.5 Da, co odpowiada doktadnie masie inhibitora pomniejszonej o
czgsteczke HF, ktora odigcza sie w reakcji kondensacji (Rysunek 89A). Z otrzymanych
wynikéw mozna zatem wnioskowag, ze zwigzek 4-SOF,Bn’GMP wigze sie trwale z enzymem
cN-1IIB. W przypadku zwigzku 3-SOsFBn’GMP, ktérego warto$¢ parametru ICso w wyniku
preinkubacji z biatek obnizyta sie, masa kompleksu biatko-ligand nie zmieniata sie wzgledem
masy samego biatka. Taki sam efekt zaobserwowatem réwniez w przypadku zwigzkow (4-
SOsFBn’GMP, oraz 3-SO,FBn’GMP). Dodatkowo sprawdzitem czy zwigzek 4-SO.FBn’GMP
moze tworzy¢ wigzanie kowalencyjne z biatkiem elF4E, ktore réwniez rozpoznaje strukture
Bn’GMP (4E-i)!°2, Prébke przygotowatem poprzez inkubowanie biatka elF4E (C=0.1 ug/ul) z
4-SO,FBNn’‘GMP (C=0.03 mM). Otrzymane widmo masowe dla biatka elF4E, przed i po
inkubacji z ze zwigzkiem 4-SO,FBn’GMP nie zmienito sie (brak zmiany masy biatka)(Rysunek
89B), co swiadczy o tym, ze zwigzek ten kowalencyjnie wigze sie wytgcznie z enzymem cN-
I1IB, ma wiec szanse by¢ wysoce selektywny w badaniach komdérkowych. Obecnie trwajg
prace nad uzyskaniem struktury krystalograficznej zwigzku 4-SO.FBn’GMP z enzymem cN-
llIB oraz badania majgce na celu weryfikacje jego zdolnoéci do nieodwracalnej inhibicji w

warunkach in vivo.
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Rysunek 89. Widma masowe (MALDI) uzyskane dla biatek inkubowanych z 4-SO2Bn’GMP. A. Widma masowe
enzymu cN-llIB. Kolorem r6zowym zaznaczono widmo enzymu, kitdre nie bylo inkubowane ze zwigzkiem 4-
SO2FBNn’GMP; kolorem pomaranczowym zaznaczono widmo masowe enzymu wykonane po inkubacji ze
zwigzkiem; B. Odpowiednie widma masowe biatka elF4E.

111.10 Podsumowanie pierwszej czesci rozprawy

doktorskiej dotyczacej enzymu cN-IIIB

Pierwsza czes¢ badanh witasnych niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczyta badaih nad
poszukiwaniem nukleotydowych inhibitorow enzymu cN-IIIB, ktére mogtyby by¢ wykorzystane
jako narzedzie stuzgce do poznania roli tego enzymu w degradacji metabolitow kohca 5’
MRNA. W ramach projektu dotyczgcego enzymu cN-IIIB skolekcjonowatem cztery biblioteki
zwigzkow pochodzenia nukleotydowego (przeszto 60 zwigzkdéw) i zbadatem ich wtasciwosci
substratowe i inhibitorowe wzgledem enzymu cN-IIIB. CzesS¢ zwigzkoéw z czterech bibliotek
zwigzkow zostata przeze mnie zsyntezowana i scharakteryzowana osobiscie. Pierwszym

istotnym odkryciem byto znalezienie dwdch inhibitoréw enzymu cN-111B, bedgcych pochodnymi
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Bn’GMP. Byty to zwigzki 3Me-Bn’GMP (ICso= 2.3 + 0.3 uM) i 3,4diFBn’GMP (ICs0= 2.5+ 0.2
MM) , ktére hamowaty aktywno$é enzymu cN-11I1B znacznie wydajniej niz pierwszy inhibitor tego
enzymu — m’G-triazolP (ICso= 101.8 + 7.8 uM). Znalezione przeze mnie zwigzki 3Me-Bn’GMP
i 3,4diFBn’GMP okazaty sie by¢ selektywne wzgledem enzymu cN-IIIA (SI= 0.2) i biatka elF4E
(SI= 0.1 oraz 0.6). Zwigzki 3Me-Bn’GMP i 3,4diFBn’GMP zostaty wykorzystane w badaniach
biofizycznych i biologicznych, dzieki ktérym udato sie otrzymaé pierwszg strukture
krystalograficzng ludzkiego enzymu cN-I1IB (1.36 A; PDB id: 7ZEE), (1.5 A; PDB id: 7ZEH)
oraz (1.56 A; PDB id: 7ZEG) oraz pozna¢ jego mechanizm dziatania. Aby moc kontrolowaé
aktywnos$¢ enzymu cN-IlIB w zywych komorkach, zwigzki 3Me-Bn’GMP i 3,4diFBn’GMP
przeksztatcitem w pronukleotydy. Zsyntezowatem oraz potwierdzitem struktury trzech
pronukleotyddéw, ktére w przysztosci zostang wykorzystane do badan w zywych komdrkach.
Ostatnim i bardzo istotnym odkryciem byto znalezienie kowalencyjnego inhibitora enzymu cN-
1B (4-SOFBn'GMP, IC5=67 + 11 nM). Zwigzek ten, dzieki grupie sulfonowej (SO-F) wigzat
sie trwale z enzymem hamujac catkowicie jego aktynowosc¢ (ang. suicide inhbitor), co zostato
potwierdzone za pomocg spektrometrii mas. Wedle moje wiedzy jest to najsilniejszy
znaleziony inhibitor enzymu cN-IIIB. Badania dotyczace kowalencyjnego inhibitora, w chwili
pisania niniejszej rozprawy, sg kontynuowane, a wyniki tych badan zostang wkrétce

opublikowane.

11.11 Triazolowe analogi kapu jako narzedzia do badania

procesu translacji mRNA

Druga czes¢ mojego projektu doktorskiego dotyczyta opracowania syntezy tri- i
tetranukleotydowych analogow konca 5" mRNA przy uzyciu reakcji cykloaddycji azydkowo —
alkinowej katalizowanej jonami miedzi (1) (CUAAC). Trinukleotydowe analogi konca 5° mRNA,
o wzorze m’GpppN!pN?, sg od kilku lat intensywnie wykorzystywane jako substraty do syntezy
funkcjonalnego mRNA przy uzyciu reakcji transkrypcji in vitro (IVT). Trinukleotydowe analogi
konca 5 mRNA sg wbudowywane do tancucha RNA z wydajnoscig wiekszg niz analogi
dinukleotydowe (trinukleotydy 80-90%, dinukleotydy 30%-80%, w zaleznosci od struktury i
warunkéw). Ponadto, mRNA zakonczone na koncu 5’ trinukleotydowym analogiem kapu moze
ulega¢ translacji znacznie wydajniej niz w przypadku dinukleotydowego analogu kapu?.
Jednak tradycyjne podejscie syntetyczne otrzymywania trinukleotydowych analogoéw kapu z
wykorzystaniem P-imidazolidu nukleotydow jest czasochtonne i czesto mato wydajne. Fakt
ten, zmotywowat mnie do opracowania alternatywnej szybszej i bardziej wydajnej syntezy
trinukleotydowych analogow kapu. Do opracowania alternatywnej sciezki syntezy
trinukleotydowych analogéw kapu postanowitem wykorzysta¢ koncepcje chemii click -reakcje
cykloaddycji azydkowo-alkinowej katalizowanej jonami miedzi (I) (ang. Copper catalized azide-

alkyne cycloaddition, CuAAC). Wykorzystanie koncepcji chemii click do syntezy analogow
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kapu zostato wczesniej zbadane przez dr Sylwie Ciechanowicz w Laboratorium Chemii
Biologicznej w Centrum Nowych Technologii UW. Wykonane badania opisywaty zastosowanie
reakcji CUAAC w syntezie dinukleotydowych analogéw kapu oraz wykorzystanie otrzymanych
zwigzkow do badan biologicznych dotyczacych translacji i degradacji mRNA. Zastosowanie
alternatywnej sciezki syntezy analogéw kapu znaczgco skrocito proces syntezy wzgledem
klasycznego podejscie z udziatem P-imidazolidu. Otrzymane woéwczas dinukleotydowe
analogi kapu posiadaty w obrebie tancucha oligofosforanowego ugrupowanie triazolowe, ktore
jak pokazaty badania, pozwala na zachowanie wysokiej aktywnosci translacyjnej tych
zwigzkow. Niektore z otrzymanych dinukleotydowych analogow kapu posiadaty wyzsze
powinowactwo do biatka elF4E niz niemodyfikowany kap (Rysunek 90). Zwigzki posiadajgce
ugrupowanie triazolowe w obrebie mostku oligofosforanowego byly rozpoznawane przez
polimeraze RNA, co umozliwiato ko-transkrypcyjne wbudowanie triazolowych analogéw kapu
do tancucha RNA podczas reakcji transkrypcji in vitro. Jednak, potozenie pierscienia
triazolowego uwarunkowywato orientacje w jakiej analog kapu wigczany byt do mRNA.
Wiekszos¢ zbadanych zwigzkow niestety wtgczana byta do mRNA w orientacji odwrotnej, co
skutkowato otrzymaniem niefunkcjonalnego mRNA. Wprowadzenie do triazolowych analogéw
kapu modyfikacji zapewniajgcej wtgczenie go w orientacji poprawnej (ang. anty-reverse cap
analog, ARCA) spowodowato obnizenie procentu kapingu, co skutkowato znacznym spadkiem

wydajnosci syntezy mRNA.
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Rysunek 90. Przyktady struktur dinukleotydowych triazolowych analogéw kapu opisanych w pracach Walczak i
wsp.81 114 Rysunek zaczerpnieto z pracy Kozarski i wsp.1"*

W ramach niniejszej pracy doktorskiej kontynuowatem badania dotyczgce triazolowych

analogéw kapu syntezowanych przy uzyciu reakcji CUAAC. Aby rozwigzac¢ problem zwigzany
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z wigcznie triazolowych analogéow kapu w odwrotnej orientacji do fancucha RNA,
zaproponowatem zupetie nowg klase zwigzkéw. W zaproponowanych przeze mnie
zwigzkach wykorzystatem reakcji CUAAC do syntezy tri- oraz tetranukleotydowych analogow
kapu. Badania z 2020 roku (Sikorski i wsp.) pokazalty, ze trinukleotydowe analogi kapu, oparte
na strukturze m’GpppNpG inicjujg proces transkrypcji in vitro z udziatem polimerazy RNA T7
podobnie do dinukleotydowych analogéw kapu (m’GpppN). Wprowadzenie dodatkowego
nukleotydu w obrebie kapu powoduje lepsze parowanie z matrycg DNA niz ma to miejsce w
przypadku dinukleotydowego analogu kapu. Parowanie dodatkowego nukleotydu z matrycg
DNA sprawia, ze trinukleotydowy analog kapu wbudowywany jest do nici mRNA w poprawnej
orientacji ze znacznie wiekszg czestotliwoscig®. Zastosowanie trinukleotydowego analogu
kapu umozliwia réwniez wprowadzenie epigenetycznych metylacji w pozycji 2’-O rybozy
pierwszego transkrybowanego nukleotydu®. Zaproponowana przeze mnie alternatywna
Sciezka syntezy tri- i tetranukleotydowych analogéw kapu przy uzyciu reakcji CUAAC miata za
zadanie nie tylko przyspieszy¢ i zwigkszy¢ wydajnos$¢ syntezy takich zwigzkow, ale réwniez

rozwigzac¢ problem witgczania triazolowych analogow kapu do RNA w odwrotnej orientaciji.

Na podstawie doniesien literaturowych wstepnie zaprojektowatem 12 nowych zwigzkow,

ktérych struktury zostaty przedstawione na rysunku 91.

128



Modyfikacje mostkowe

; NH, NH,
Hi N N. N
"&v 2 89 <,f~ k,[» 2.8 % <IN
N7 SN N ororhe i, Ny o HaN oo o N o
0707 Oy o oo N=y o
Cj N w N
§ NH 0”1 b NH
¢ ~ OH OH 2 N (N |
0:||=_0 N “NH;
o

OH OH

S Oﬁ' 0 OH
10b NH NH
J; A
N <N N’)
N-N o
k } N
NH
0 O (’Nﬁ
0=P-0 o NTNH,
&
OH OH
o] NH;
Ny

OH OH
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.11.1 Synteza dinukleotydéw posiadajagcych ugrupowanie
azydkowe w pozycji 5’ rybozy przy uzyciu syntezy na podtozu
statym
W reakcji CUAAC, udziat biorg dwie odpowiednio sfunkcjonalizowane podjednostki,

ktére w wyniku reakcji katalizowanej miedzig (1) zostajg potgczone ze sobg z utworzeniem 1,4-

podstawionego pierscienia 1,2,3-triazolowego. Tymi podjednostkami sg zwigzki posiadajgce

terminalng grupe azydkowg oraz alkinowa. W przypadku zaprojektowanych przeze mnie
trinukleotydowych analogéw kapu prekursorowymi podjednostkami zawierajgcymi grupe
azydkowg byly odpowiednio zaprojektowane analogi dinukleotydéw. Analogi te byly
pochodnymi dinukleotydu ztozonego adenozyny lub 2’-O-metyloadenozyny oraz guanozyny

(ApG lub AmnpG). Zaprojektowatem dwa rodzaje dinukleotydow réznigce sie miejscem

przytagczenia grupy azydkowej. W pierwszym rodzaju dinukleotydu grupa azydkowa byta

bezposrednio potgczona z pierscieniem rybozy w pozycji 5’ (Ns-ApG oraz N3-AmpG). Z kolei,
drugi rodzaj dinukleotydéw posiadat dodatkowg grupe fosforanowg w pozycji 5°, do ktorej
grupa azydkowa zostata przytgczona wigzaniem fosfoestrowym poprzez tgcznik etylenowy,

(N3-C2oHapAmpG)(Rysunek 92).
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Rysunek 92. Struktury chemiczne otrzymanych dinukleotyddw z ugrupowaniem azydkowym A. Typ | —
dinukleotydy z grupg azydkowg potgczong bezposrednio z pierscieniem rybozy; B. Rodzaj Il — dinukleotyd
posiadajgce dodatkowg reszte fosforanowa, do ktérej grupa azydkowa zostata przytgczona za pomocg
dwuweglowego tgcznika.
.11.1.1 Synteza dinukleotydow na podtozu statym

Synteze modyfikowanych dinukleotydow z ugrupowaniem azydkowym w pozycji 5’
przeprowadzitem przy uzyciu syntezy na podiozu stalym z wykorzystaniem
amidofosforynow!’> 173 W pierwszej kolejnosci zsyntezowatem dinukleotydy, w ktdérych
azydek byt bezposrednio potgczony z pierscieniem rybozy (Rysunek 92, Rozdziat 111.11.1.).
Synteza tych azydkowych pochodnych dinukleotydéw skfadata sie z dwdch gtéwnych etapow.
Pierwszym etapem byta synteza przy uzyciu automatycznego syntetyzera (DNA/RNA AKTA
Oligopilot plus 10 synthesizer; GE Healthcare) za pomocg, ktérego syntezowatem
dinukleotydy zakohczone grupg hydroksylowg (5’-OH). Drugim etapem syntezy byta synteza

manualna, prowadzgca do zastgpienia grupy 5-OH ugrupowaniem azydkowym (5’-Ns;
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Rysunek 93). Do syntezy dinukleotydéw wykorzystatem handlowo dostepne amidofosforyny
adenozynowe (5-O-DMTr-2’-OPiVOM-3’-amidofosforyn adenozyny oraz 5-O-DMTr-2’-OMe-
3’-amidofosforyn adenozyny). Synteze przeprowadzitem na podtozu polistyrenowym, gdzie
nukleozydem przytaczonym do podtoza byta guanozyna zabezpieczona w pozycji 5’-OH grupg
4.4’-dimetoksytrytylowa (DMTT), w pozycji 2-OH grupa sililowa (tert-butyldimetylsilil, TBDMS)
oraz grupg izobutyrylowg (iBu) w pozycji 2-NH, zasady azotowej (Rysunek 93). Synteza przy
uzyciu automatycznego syntetyzera sktadata sie z jednego petnego cyklu, ktéry obejmowat
detrytylacje grupy 5’ hydroksylowej 3% kwasem dichlorooctowym (DCA 3%), aktywacje oraz
sprzeganie z odpowiednim amidofosforynem oraz utlenianie fosforanu (lll) do fosforanu (V) za
pomocg utleniacza, ktérym w tym przypadku byt 0,05 M jod w pirydynie. Mechanizmy reakcji
przebiegajacych podczas syntezy na podtozu statym opisatem w czeéci literaturowej (Rozdziat
11.4.3.).
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Rysunek 93. Schemat syntezy dinukleotydéw z grupg azydkowg przytgczong bezposrednio w pozycji 5’ rybozy.
Etapy syntezy i. Detrytylacja — kwas dicholoroctowy (DCA) 3%, Aktywacja amidofosforynu i reakcja sprzegania —
5-benzyltiol-1H-tetrazol, Utlenianie grupy fosforanowej — 0.05 M roztwor jodu w pirydynie; ii. Detrytylacja — kwas
dicholoroctowy (DCA) 3%; iii. Jodowanie pozycji 5’-OH - (PhsPCHs*I-) w DMF; iv. Azydowanie — nasycony
roztwér NaNs w DMF, 1 h, 60 °C; v. Odbezpieczanie oraz odcinanie od ztoza — roztwoér amoniak : metyloamina
(AMA) (1:1, viv).

Po otrzymaniu dinukleotyddéw o sekwencji 5’-OH-Am)pG, w kolejnym kroku zastgpitem grupe
hydroksylowa w pozycji 5 grupg azydkowg (5-N3). W tym celu, wykorzystatem metode
opracowang przez Warminiskiego i wsp., w ktorej grupe azydkowg w pozycji 5’ wprowadza sie
w dwuetapowej reakcji na podtozu statym’4. W pierwszym etapie grupe 5 hydroksylowg

podstawitem jodem przy uzyciu roztworu jodku trifenoksymetylofosfonianowego (PhsPCHs*l-)
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w DMF. W warunkach reakcji, jedyng labilng grupg zabezpieczajgca jest TBDMS, znajdujgcy
sie w pozycji 2’ guanozyny, ktory jest usuwany w obecnosci jodkéw wedtug mechanizmu

przedstawionego ponizej (Rysunek 94A).

RO-Si" RO-Si-I ROH + Si—|
i 4~
NHR' rIIHR1 NHR'
|
N N=N*=N N N
. N N N SN
AL Jo ¢ A
H o N . 19 o NT o Ne o N0
~ N Na® ‘N=N*=N" I S N L0-J N
> ¢ " - 2 ¢ [ 7 NH + Nal
o or € A I Na* o or? A L o ort ¢ I
0=P-0 o) N—iBu DMF 0-P-0 O N H—lBu 0=P-0 o. I‘I\I N H*\Bu
o 7 o o) -
O OH O OH 0 OH

Rysunek 94. A. Mechanizm usuwania grupy zabezpieczajgcej TBDMS za pomocg jodkéw I;B. Mechanizm reakcji
podstawienia nukleofilowego azydku

Powstata w ten sposodb wolna grupa hydroksylowa w pozycji 2° guanozyny mogtaby
potencjalnie reagowa¢ z PhsPCHs*lI-. Aby unikng¢ podstawienia grupy hydroksylowej w
pozycji 2’ jodem, w pracy Warminskiego i wsp. zastosowano ztoze CPG, w ktérym grupa 2-
OH zostata zabezpieczona grupg acetylowa, ktére jest stabilna w warunkach reakcji
jodowanial™. Jednakze w przypadku wykonywanych prze mnie syntez, skracajac czas reakgiji,
udato mi sie selektywnie zastgpi¢ grupe hydroksylowg w pozycji 5 jodem, jednoczesnie
usuwajgc grupe TBDMS z grupy hydroksylowej w pozycji 2’ guanozyny i nie obserwujac reakgc;ji
ubocznych. Kolejnym etapem syntezy dinukleotydéw grupy |, byto wprowadzenie azydku w
pozycje 5 rybozy. 5-Terminalny jod jest bardzo dobrg grupg odchodzgca, ktéra w reakcji z
nukleofilem, ktéorym sg jony azydkowe, ulega podstawieniu nukleofilowemu (Rysunek 94B).
Po usunieciu nadmiaru odczynnika do jodowania poprzez przemycie podtoza odpowiednimi
rozpuszczalnikami i wysuszeniu, zioze z przytgczonym dinukleotydem przeniostem do
probowki i zawiesitem w nasyconym roztworze azydku sodu (NaNs) w DMF inkubujac w
temperaturze 60 °C. Po 1 h inkubacji, roztwér NaNs; usungtem poprzez wirowanie i dekantacje.
Dinukleotydy z modyfikacjg azydkowg w pozycji 5’ rybozy odcigtem od podtoza z pomocg
roztworu wodengo amoniaku (33%) i metyloaminy (40%) w stosunku objetosciowym 1:1 (ang.
Ammonium Methylamine, AMA). Zwigzki (5’-N3ApG oraz 5’-N3AnpG) oczyscitem za pomocg
chromatografii jonowymiennej na anionitowym ztozu DEAE-Sephadex A-25, w formie HCOg'.
W rezultacie wyizolowatem pozgdane zwigzki z wydajnoscig 35-50%. Struktury otrzymanych
dinukleotydéw potwierdzitem za pomocg NMR (Rysunek 95). Otrzymane zwigzki

wykorzystatem do syntezy trinukleotydowych analogow kapu.
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Rysunek 95. Analiza struktury otrzymanego dinukleotydu z grupg azydkowg przytgczong bezposrednio do rybozy.
A. Struktura otrzymanego dinukleotydu oraz przyktadowy profil RP HPLC. B. Widmo *H NMR dla zwigzku 5'-
N3AmpG (12a)

Po zakonczeniu syntezy dinukleotydéw z grupg azydkowg w pozycji 5’ rybozy, rozpoczatem
synteze dinukleotydu 5’-N3-CoHpAmpG, zawierajgcego w pozycji 5 dodatkowag grupe
fosforanowg, do ktoérej przytgczony byt azydek. Majac jednak na uwadze ograniczenia syntezy
na podtozu statym za pomocg syntetyzera DNA/RNA, wynikajgce z budowy aparatury, synteze
przeprowadzitem w sposdb manualny. Ograniczenia te dotyczg skali syntezy dinukleotydéw.
Gtownym ograniczeniem syntetyzera DNA/RNA byta ilos¢ podioza jakg mozna uzy¢
jednorazowo podczas syntezy. Syntetyzer DNA/RNA, ktdrego uzywatem posiada jedynie matg
kolumienke, w ktorej umieszcza sie podtoze RNA. Kolumna ta miesci zaledwie 160 mg
podioza, co przy obsadzeniu ztoza 300 ymol/g, umozliwito synteze w skali 50 pmoli. Natozenie

wiekszej ilosci podtoza powodowato wzrost ciSnienia w aparaturze i skutkowato przerwaniem
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syntezy. Dodatkowo, synteza oligonukleotyddw przy uzyciu automatycznego syntetyzera
DNA/RNA wymaga duzych nadmiaréw amidofosforynéw (ok. 5-krotnego nadmiaru, wzgledem
nukleozydu przytgczonego do zloza). Zastosowana przeze mnie w przypadku 5-Ns-
C2H4pAmpG synteza na podiozu statym w sposéb manualny nie posiada takich ograniczen.
Mozliwe jest przeprowadzenie syntezy w dowolnej ilosci. Dodatkowym atutem syntezy na

podfozu statym manualnie jest zmniejszenie ilosci nadmiaru amidofosforynéw o ponad potowe.

Synteze na podtozu statym przeprowadzitem w polistyrenowej strzykawce z filtrem, w ktérej
umiescitem ok. 600 mg podtoza, co odpowiada 200 pmol guanozyny. Manualna synteza
dinukleotydu na podfozu statym obejmowata te same etapy syntezy, co synteza wykonana z
pomocg automatycznego syntetyzera. Po usunieciu grupy DMTr z pozycji 5’-OH guanozyny
za pomocg 3% kwasu dichlorooctowego (DCA 3%), produkt poddatem reakcji sprzegania z 5’-
O-DMTr-2’-OMe-3’-amidofosforynem adenozyny obecnosci BTT jako aktywatora przez 15
min. Nastepnie przeprowadzitem utlenianie fosforu (lll) do fosforu (V) za pomocg 0.05 M
roztworu jodu w pirydynie, po czym usunagtem grupy cyjanoetylowg oraz DMTr przemywajgc
podtoze 20% dietyolaming w ACN oraz 3% DCA. W wyniku przeprowadzonych reakcji
otrzymatem przytwierdzone do podtoza dinukleotydy o sekwencji AnpG zakonczone grupg 5’
hydroksylowg. Ostatnim etapem syntezy byto przytgczenie fosfoestru z ugrupowaniem
azydkowym. W pracy Walczak i wsp. opisano jedng z metod otrzymywania nukleotydow z
grupg fosfoestrowg!'4. Metoda ta obejmowata synteze H-fosfonianu zabezpieczonego w
pozycjach 2’ oraz 3’ nukleozydu, a nastepnie przeprowadzenie reakcji addycji nukleofilowej H-
fosfonianu nukleozydu w obecnosci 2-azydoetanolem, jodu (I.) bis-(trimetylosililo)-acetamidu
(BSA) oraz TEA w acetonitrylu (Rysunek 96)4,
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Rysunek 96. Schemat syntezy fosfoestrowego analogu guanozyny z terminalng grupg azydkowag wg. protokotu
opisane w pracy Walczak S. i wsp.14

Wedtug procedury opisanej w cytowanej pracy, reakcja addycji nukleofilowej H-fosfonianu 2-
azydoetanolem trwa 7 dni i jest prowadzona w 45 °C. Diugi czas reakcji w podwyzszonej
temperaturze uniemozliwiat zastosowanie tej metody do syntezy modyfikowanych
dinukleotydéw. W warunkach prowadzenia reakcji dinukleotyd mogtby ulec rozktadowi, z
powodu hydrolizy wigzania fosfodiestrowego. Alternatywg Dbylo  zastosowanie
amidofosforylacji w syntezie zwigzku Ns3-CoHispAnpG. Jednakze, metoda ta wymagata
zsyntezowania najpierw odpowiedniego amidofosforynu posiadajgcego grupe fosfoestrowag

sfunkcjonalizowang podstawnikiem halogenoetylowym umozliwiajgcg w kolejnym etapie
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wprowadzenie azydku w reakcji substytucji nukleofilowej. W tym celu otrzymatem byt 2-

cyjanoetylo-2- bromoetylo-N,N-diisopropyloamidofosforyn (17).

2-Cyjanoetylo-2- bromoetylo-N,N-diisopropyloamidofosforyn (17) otrzymatem w wyniku reakcji
handlowo dostepnego 2-cyjanoetylo-N,N-diisopropylochloroamidofosforynu, ktéry
podstawitem 2-bromoetanolem w reakcji substytucji nukleofilowej w obecnosci trietyloaminy
(TEA) (Rysunek 97A)Y5, Czysto$é otrzymanego amidofosforynu potwierdzitem za pomoca
magnetycznego rezonansu jgdrowego na podstawie widma fosforowego (3P NMR; Rysunek
97B).

A
Ho/\/Br Y

1o _HOTT
\r P ~"CN CH,Cly, TEA, 1t, 1h YN‘E”O\/\CN
Cl

B produkt

180.0 ppm
Brak substratu

f1 (ppm)

Rysunek 97. A. Schemat syntezy 2-cyjanoetylo-2-bromoetylo-N, N-diisopropyloamidofosforynu; B. Widmo 3P
NMR otrzymanego zwigzku.

Otrzymany amidofosforyn postuzyt mi do syntezy dinukleotydu posiadajgcego grupe
fosfoestrowg z podstawnikiem bromoetylowym (Br-CzHipAmpG). W tym celu 2-cyjanoetylo-2-
bromoetylo-N,N-diisopropyloamidofosforyn poddatem reakcji sprzegania na podtozu statym z
uprzednio otrzymanym dinukleotydem zakonczonym grupg 5’-OH w obecnosci BTT. W wyniku
reakcji otrzymatem dinukleotyd posiadajacy terminalny brom (Br-CoHspAmpG), ktory w
ostatnim etapie syntezy zostat podstawiony azydkiem. Brom, podobnie jak jod, jest dobrg

grupg odchodzaca i ulega reakcji podstawienia nukleofilowego w obecnosci NaNs; wedtug
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schematu przedstawionego na rysunku 98A. Reakcje azydowania prowadzitem na podtozu
statym w nasyconym roztworze NaN; w DMF przez 1 h w 60 °C. Po reakcji azydowania,
otrzymany dinukleotyd odcigtem od ztoza za pomocg AMA przy jednoczesnym usunieciu
grupy cyjanoetylowej. Po odcieciu od podtoza, otrzymany dinukleotyd (5’-Ns-C2HapAmpG, 12¢)
poddatem reakcji usuwania ostatniej grupy ochronnej. W odréznieniu do syntezy zwigzkow Ns-
AmpG, po odcieciu od ztoza, zwigzek (5-N3-CoHspAmpG, 12c) wcigz posiadat grupe
zabezpieczajgcg TBDMS, w pozycji 2’-O guanozyny. W celu usuniecia grupy TBDMS,
zabezpieczony N3-CaHapAmpG inkubowatem z TEA « 3HF w DMSO w 65 °C przez 2 h. Produkt
ostateczny oczyscitem za pomocg chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE-Sephadex

A-25. Strukture otrzymanego zwigzku (12c¢) potwierdzitem za pomocg NMR (Rysunek 98B).
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Rysunek 98. A. Schemat syntezy N3-C2H4pAmpG na podtozu staty z wykorzystaniem amidofosforynéw; B. 3P
NMR N3-C2H4pAmpG potwierdzajgcy obecnosé dwdch grup fosforanowych. Pik o przesunigciu chemicznym o
réwnym -0.16 pochodzi od grupy fosforanowej tworzgcej wigzanie fosfodiestrowe, -0.89 pochodzi od terminalne;j
grupy fosforanowe;j.
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1.11.2 Analogi 5’-trifosforanéw 7-metyloguanozyny z
ugrupowaniem alkinowym

W poprzednim rozdziale (Rozdziat 11.11.1.)opisatem proces syntezy dinukleotyddw
posiadajgcych ugrupowanie azydkowe w pozycji 5 pierwszego nukleotydu. Do syntezy
triazolowych trinukleotydowych analogéw kapu niezbedne byly réwniez podjednostki
posiadajgce w swojej strukturze terminalng grupg alkinowg. Podjednostkami tymi byly
pochodne 5'-trifosforanu 7-metyloguanozyny (m’GTP), w ktérych grupa fosforanowa w pozyc;ji
Y zostata zastgpiona fosfonianem lub fosfoestrem z ugrupowaniem alkinowym (Rysunek 96A).
Synteza tego typu zwigzkdw jak i podjednostek C-fosfonianowych i fosfoestreowych zostata
wczesniej opracowana przez dr Sylwie Ciechanowicz oraz dr Przemystawa Wanata w

Laboratorium Chemii Biofizycznej w Zaktadzie Biofizyki UW?&! 176,

Analogi m’GTP z ugrupowaniem alkinowym zostaty zsyntezowane z wykorzystaniem chemii
P-imidazolidow (Rozdziat 11.4.1.2., czes¢ literaturowej). W reakcji sprzegania, aktywowany
imidazolem m’GDP (m’GDP-Im) zostat potgczony z odpowiednimi podjednostkami C-
fosfonianowymi i fosfoestrowymi w obecnosci dwuwartosciowych jondéw metali (Mg?")
(Rysunek 99B).
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Rysunek 99. Analogi m’GTP z terminalnym ugrupowaniem alkinowym. A. Struktury analogow m’GTP
wykorzystanych do syntezy trinukleotydowych analogéw kapu. B. Schemat syntezy analogow m’GTP z
terminalng grupg alkinowa.
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11.11.3 Synteza trinukleotydowych analogéw konca 5° mRNA z
modyfikacja w obrebie mostka trifosforanowego

Otrzymane dinukleotydy z ugrupowaniem azydkowym, ktérych synteze opisatem w rozdziale
[11.11.1., oraz analogi m’GTP z ugrupowaniem alkinowym (Rozdziat I11.11.2.) postuzyty mi do
syntezy trinukleotydowych analogéw kapu z modyfikacjg triazolowg w obrebie mostka
trifosforanowego. Trinukleotydowe analogi kapu z modyfikacja w obrebie mostka
trifosforanowego otrzymatem poprzez potgczenie podjednostki azydkowej z podjednostkg
alkinowg, w roznych kombinacjach, za pomocg reakcji cykloaddycji azydkowo-alkinowej
katalizowanej jonami miedzi (I) (CuAAC). Bardzo dobra rozpuszczalnos¢ obu podjednostek w
wodzie umozliwita mi przeprowadzenie reakcji CuAAC bez Kkoniecznoéci uzycia
rozpuszczalnikbw organicznych takich jak DMSO czy DMF, co utatwito zaréwno
przeprowadzenie reakcji, jej monitorowanie jak i wyizolowanie czystego zwigzku. W
przeprowadzonych przeze mnie reakcjach CuAAC, prekursorem katalizatora byto siarczan
(V1) miedzi (II) — CuSO4 w kompleksie z THPTA (1:1), ktéry stabilizuje jony miedzi (I). Jony
miedzi (ll), , ulegaty redukcji do miedzi (I) (katalizatora reakcji CuAAC) pod wpltywem
askorbinianu sodu. W zoptymalizowanych przeze mnie warunkach reakcji uzywatem 20-
krotnego namiaru askorbinianu sodu wzgledem jonéw miedzi (II). Dobrane warunki reakcji byty
uniwersalne dla wszystkich trinukleotydowych analogéw kapu z modyfikacjg w obrebie mostka
trifosforanowego. Reakcje CUAAC prowadzitem w temperaturze 25 °C przez 0.5 — 2 h
(Rysunek 100A). Przebieg reakcji CUAAC monitorowatem za pomocg RP HPLC z detekcjg UV
przy dtugosci fali 254 nm (Rysunek 100B). Reakcje zatrzymywatem poprzez 10-krotne
rozcienczenie mieszanin reakcyjnych wodnym roztworem Na;EDTA. zwigzkéw celu
skompleksowania jondw miedzi i fatwiejszego usuniecia ich przy uzyciu metod
chromatograficznych. Zsyntezowane trinukleotydowe analogi kapu z modyfikacja w obrebie
mostka trifosforanowego oczyscitem w dwustopniowym procesie ztozonym z chromatografii
jonowymiennej ze ztozem DEAE-Sephadex A-25 oraz RP-HPLC. Trinukleotydowe analogi
kapu otrzymatem z wydajnoscig 40-60%, a struktury otrzymanych zwigzkéw potwierdzitem za
pomocg NMR oraz HRMS.
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Rysunek 100. Synteza triazolowych trinukleotydowych analogéw kapéw przy uzyciu chemii click. A. Schemat
syntezy; B. Przyktadowy RP HPLC Chromatogram z syntezy trinukleotydowego analogu kapu.

11.11.4 Synteza analogow konca 5 mRNA w modyfikowanych
obrebie wigzania 5°,3’-fosfodiestrowego

Na pierwszy rzut oka, pierscien triazolowy nie przypomina swojg strukturg wigzania
fosfodiestrowego. Jednakze, jego rozktad fadunku, moment dipolowy oraz mozliwos¢
tworzenia wigzan wodorowych sprawia, ze jest on uznawany za mimetyk wigzania 3’-5’
fosfodiestrowego. W literaturze mozna znalez¢ wiele przyktadéw modyfikowanych kwasow
nukleinowych (w szczegolno$ci DNA), w ktérych standardowe wigzanie fosfodiestrowe
zastgpiono ugrupowaniem triazolowym?16: 177. 178 Tak modyfikowane kwasy nukleinowe byly
rozpoznawane przez enzymy zaangazowane w ich metabolizm, a takze byty aktywne
biologicznie zaréwno w bakteriach jak i w zywych komérkach!’®. Dodatkowo, modyfikowane w
ten sposob kwasy nukleinowe charakteryzowat sie wiekszg stabilnoscig chemiczng i
biologiczng. Korzysci wynikajgca z zastgpienia wigzania 3’-5’ fosfodiestrowego pierscieniem
triazolowym sktonity mnie do zaprojektowania tri- i tetranukleotydowych analogéw kapu, w
ktérych pierwsze wigzanie 3’-5’ fosfodiestrowe zastgpitem ugrupowaniem z pierscieniem
triazolowym. Zaprojektowane w ten sposob analogi kapu zsyntezowatem przy uzyciu reakcji
CuAAC, w ktérej dinukleotydowe analogi kapu, sfunkcjonalizowane w obrebie rybozy
pierwszego transkrybowanego nukleotydy ugrupowaniem alkinowym, potgczytem z

odpowiednimi nukleotydowymi podjednostkami azydkowymi.
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.11.4.1 Analogi kapu z ugrupowaniem alkinowym w obrebie rybozy

Przed przystapieniem do syntezy wtasciwych tri- i tetranukleotydowych analogéw kapu,
w pierwszej kolejnosci przygotowatem odpowiednio sfunkcjonalizowane dinukleotydy jako
substraty do syntezy. Tymi dinukleotydami byty analogi kapu, do ktérych wprowadzitem
ugrupowanie alkinowe w obrebie rybozy, w pozycjach 2-O i 3-O. Wprowadzonym
podstawnikiem z alkinowg grupg funkcyjng byt propargil, ktéry w reakcji CUAAC z odpowiednig
podjednostkg azydkowg tworzyt ugrupowanie z pierscienieniem triazolowym imitujgce
standardowe wigzanie 3-5 fosfodiestrowe. W niniejszym projekcie, do syntezy tri- i
tetranukleotydowych analogéw kapu wykorzystalem dwa rodzaje sfunkcjonalizowanych
dinukleotydow, ktore réznity sie sekwencjg oraz sposobem przytgczenia propargilu w obrebie
rybozy. W pierwszym rodzaju dinukleotyddw grupa propargilowa zostata przytagczona do
rybozy poprzez wigzanie karbaminianowe. Przedstawicielami tego rodzaju dinukleotydéw byty
bedgce regioizomerami zwigzki m’GpppGz-oys 0raz m’GpppGs-onys. Zwigzki te zostaty
zsyntezowane przez dr Marcina Warminskiego w Laboratorium Chemii Biofizycznej przy
zastosowaniu aktywacji 1,1’-karbonyldiimidazolem (CDI)*° (Rysunek 101). Oba regioizomery

wykorzystatem do syntezy tetranukleotydowych analogéw kapu.
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Rysunek 101. Struktury dinukleotydowych analogéw kapu m’GpppGLys z ugrupowaniem propargilowym, w obrebie
rybozy, przytgczonym poprzez karbaminian. Zwigzki zsyntezowane przez dr. Marcina Warminskiego.

Drugim rodzajem dinukleotydu posiadajgcym grupe propargilowg w obrebie rybozy byt
zwigzek m’GpppAm-3'OCsHs (20) (Rysunek 102), ktéry zsyntezowatem samodzielnie. W
zwigzku tym, grupa propargilowa zostata przytgczona do rybozy w pozycji 3-O. Sciezka
syntezy zwigzku (20) obejmowata 3 etapy: synteze modyfikowanego AMP 2z grupg
propargilowg w pozycji 3-O (19), synteze m’GDP-Im oraz synteze dinukleotydowego kapu
(20) przy uzyciu reakcji sprzegania w obecnosci jonéw metali (Rysunek 102). Synteze
rozpoczatem od przygotowania propargilowego analogu AMP (19). Punktem wyjsciowym tej
syntezy byta komercyjnie dostepna 2-O-metyloadenozyna (2’-O-MeA), ktorg przeksztatcitem
w 2’-O-metylo-3’-O-propargiloadenozyne (18) w obecnosci wodorku sodu (NaH), jodku tert-
butyloamonu (TBAI) oraz bromku propargilu (CsHsBr) w DMF (Rysunek 102A). Reakcje
alkilacji pozycji 3-O 2’-O-metyloadenozyny przeprowadzitem modyfikujgc opublikowany

protokdt 181, Otrzymany zwigzek (18) oczys$citem za pomocg chromatografii cieczowej na ztozu
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krzemionkowym (w uktadzie 0 — 7% MeOH w DCM). Otrzymang w ten sposob 2-O-metylo-3'-
O-propargilo adenozyne (18) przeksztatcitem w 5-monofosforan 2-O-metylo-3’-O-propargilo
adenozyny (19) w warunkach reakcji fosforylacji Yoshikawy w obecnosci POCI; w fosforanie
trimetylu (PO(OCHs)s). Reakcje fosforylacji Yoshikawy zazwyczaj zatrzymuje sie poprzez
rozcienczenie mieszaniny reakcyjnej woda, co powoduje hydrolize POCI; do nieorganicznego
fosforanu. Powstaty podczas hydrolizy POCI; nieorganiczny fosforan, trudno jest oddzieli¢ od
pozgdanego produktu metodami chromatograficznymi. Nieoddzielony nieorganiczny fosforan
moze konkurowa¢ w nastepczej reakcji sprzegania z wtasciwym substratem, co powoduje
powstanie produktéw ubocznych oraz obniza wydajnos¢ syntezy. Z tego powodu, reakcje
fosforylacji zwigzku (18) zakonczytem w alternatywny sposéb, ktory niwelowat
prawdopodobienstwo powstania nieorganicznego fosforanu. Po catkowitej konwersji zwigzku
(18) otrzymany produkt wytrgcitem za pomocg zimnego eteru dietylowego. Powstaty osad
wysuszytem i rozpuscitem ponownie w H-O, neutralizujgc pH powstatego roztworu za pomocag
wodoroweglanu sodu (NaHCOs). Ostateczny zwigzek (19) oczyscitem za pomoca

chromatografii jonowymiennej na ztozu DEAE-Sephadex A-25.

Po zsyntezowaniu 5-monofosforanu 2-O-metylo-3’-O-propargilo adenozyny (19) rozpoczatem
synteze analogu kapu m’GpppAm-3'OCsHs. Zwigzek m’GpppAm-3'OCsHs otrzymatem w reakcji
sprzegania, w ktérej P-imidazolid m’GDP (m’GDP-Im) potaczytem ze zwigzkiem 2’-OMe, 3'-
OC3Hs-AMP (Rysunek 102B). Reakcje sprzegania prowadzitem w obecnosci chlorku cynku
(ZnCl,) w DMSO przez 2 h w temperaturze pokojowej. Reakcje zakonczytem poprzez
skompleksowanie jondéw Zn?*, dodajgc do mieszaniny reakcyjnej wodny roztwor
NaHCOs/NaEDTA. Koncowy zwigzek oczyscitem za pomocg chromatografii jonowymienne;j
na ztozu DEAE-Sephadex A-25, otrzymujgc zwigzek z wydajnoscig 24%. Otrzymany przeze
mnie dinukleotydowy analog kapu, z grupg propargilowg w pozycji 3’-O rybozy wykorzystatem
do syntezy trinukleotydowego analogu kapu.
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Rysunek 102. Schemat syntezy dinukleotydowych analogéw konca 5' mRNA z modyfikacjg propargilowg w pozycji
3' rybozy. A. Synteza 5'-monofosforanu 2’-O- Me, 3'OCsHs-adenozyny (2’-O- Me, 3-OC3H3AMP). B. Synteza
m’GpppAm-3'OCsHs - reakcja sprzegania z P-imidazolidem m’GDP (m’GDP-Im).

1.11.4.2 Synteza tri- i tetranukleotydowych analogéw kapu z triazolowa
modyfikacja w obrebie pierwszego wigzania fosfodiestrowego

Ostatnim krokiem syntezy tri- i tetranukleotydowych analogéw kapu z modyfikacjg w obrebie
pierwszego wigzania 3'-5 fosfodiestrowego bylo potacznie sfunkcjonalizowanych
ugrupowaniem propargilowym dinukleotydow (Rysunek 101 oraz Rysunek 102B) z
odpowiednimi podjednostkami azydkowymi przy uzyciu chemii typu click. W pierwszej
kolejnosci zsyntezowatem trinukleotydowy analog kapu, do ktérego syntezy wykorzystatem
M7GpppAn-3’OCsHsz (20) oraz 5-azydo-5-deokyguanozyne (5-NsG), otrzymang wedtug
wczesniej opracowanego protokotu'®, Zwigzek (20) oraz 5’-NsG potgczytem ze sobg w reakc;ji
CuAAC stosujgc warunki reakcji zblizone do tych uzytych podczas syntezy trinukleotydowych
analogoéw kapu z modyfikacjami w obrebie mostka trifosforanowego (Rozdziat 111.11.3.). W
przeciwienstwie do reakcji CUAAC, opisanych uprzednio w rozdziale 111.11.3., reakcje CUAAC
pomiedzy zwigzkiem m’GpppAm-3'OCsH; (20) a 5-N3G prowadzitem w mieszaninie
H.O/DMSO, a nie w samej wodzie. Zmiana rozpuszczalnika, w ktérym prowadzona byta
reakcja CUAAC, byta spowodowana bardzo stabg rozpuszczalnoscig 5’-NsG w czystej wodzie.
Brak DMSO w mieszaninie reakcyjnej powodowat wytrgcanie sie 5’-NsG podczas reakcji, co
obnizato jej wydajnos¢. Z kolei zbyt duzy dodatek DMSO do mieszaniny reakcyjnej powodowat
wytrgcanie sie¢ CuSO, oraz askorbinianu sodu, co znacznie spowalniato przebieg reakdji.
Ostatecznie, ustalitem, ze optymalna procentowa rozdziale I11.11.3., reakcje CUAAC pomiedzy
zwigzkiem m’GpppAm-3'OC3Hs (20) a 5-N3G prowadzitem w obecnosci katalitycznej ilosci
CuS04 z 20-krotnym nadmiarem askorbinianu sodu wzgledem jonéw Cu (ll). Reakcje
cykloaddycji prowadzitem w temperaturze pokojowej przez 1 h, po ktérym to czasie konwersja
substratow wynosita prawie 100% (Rysunek 103). Po uptywie 1 h, reakcje zakonczytem

poprzez skompleksowanie jondw miedzi za pomocg wodnego roztworu Na;EDTA. Powstaty w
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ten sposob kompleks Cu-EDTA oddzielitem od wiasciwego zwigzku za pomocg chromatografii
jonowymiennej na ztozu DEAE-Sephadex A25. Koncowy zwigzek oczyscitem za pomocg

chromatografii cieczowej przy uzyciu RP HPLC z wydajnoscig 62%.
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Rysunek 103. Syntezy m’GpppAm-3'OCH:-tr-G za pomocg reakcji CUAAC.

Po otrzymaniu trinukleotydowego analogu kapu1 z modyfikacjg triazolowg w obrebie
pierwszego wigzania fosfodiestrowego, przystgpitem do syntezy tetranukleotydowych
analogéw kapu. Do syntezy tetranukleotydowych analogéw kapu wykorzystatem dinukleotyd
z ugrupowaniem azydkowym 5’-NsApG (12a) (Rozdziat 111.11.1.1.) oraz opisane w rozdziale
[11.11.4.1. zwigzki zsyntezowane przez dr. Marcina Warminhskiego, w ktorych ugrupowanie
propargilowe zostato przytgczone poprzez wigzanie karbaminowe (m’GpppGyys (izomer 2’ i
3’)). Mieszanina dwoch regioizomerow, 2-0O i 3-O (m’GpppGyus), hie zostata rozdzielona
przed rozpoczeciem syntezy tetranukleotydowych analogéw kapu (10a i 10b) z powodu
mozliwosci ponownej izomeryzacji ugrupowania karbaminowego. Tym  samym,
przeprowadzitem reakcje CUAAC tgczac oba regioizomery z dinukleotydem 12a, w obecnosci
CuSO, oraz askorbinianu sodu jako katalizatoréw. Reakcje CUAAC prowadzitem w wodzie w
temperaturze pokojowej przez 1 h. Tak jak w poprzednich przypadkach, reakcje zakonczytem
poprzez dodanie do mieszaniny reakcyjnej wodnego roztworu Na;EDTA. W wyniku reakciji
otrzymatem tetranukleotyd w postaci dwéch regioizomerdw, 2-0 i 3™-O, ktére z powodzeniem
rozdzielitem za pomocg chromatografii HPLC w odwrdconych fazach. Po przeprowadzeniu
reakcji CUuAAC samoistna izomeryzacja w powstatym tetranukleotydzie byta mato
prawdopodobna ze wzgledu na zawady steryczne. Dzieki temu mozliwe byto rozdzielenie
dwoéch regioizomeréow tertranukleotydu i zbadanie ich wifasciwosci biofizycznych i

biologicznych jako dwoch niezaleznych zwigzkow.
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Rysunek 104. Synteza tetranukleotydowych analogéw kapu z modyfikacja w obrebie pierwszego wigzania
fosfodiestrowego.

111.12 Wptyw triazolowych modyfikacji konca 5° mRNA
na wlasciwosci biologiczne mRNA
W poprzednich rozdziatach opisatem sposéb otrzymywania tri- i tetranukleotydowych
analogéw kapu z modyfikacjg triazolowg w obrebie mostku 5’-5’ trifosforanowego lub w obrebie
pierwszego wigzania 3’-5’ fosfodiestrowego. Otrzymane za pomoca reakcji CUAAC analogi
kapu poddane zostaty badaniom majgcym na celu okreslenie wptywu wprowadzonych

modyfikacji na procesy zwigzane z syntezg mRNA oraz jego translacja.

1.12.1 Wbudowywanie modyfikowanych triazolem analogéw
kapu do krotkich i dilugich fragmentow mRNA - reakcja
transkrypcji in vitro

Powszechnie stosowang metodg wykorzystywang do otrzymywania krétkich oraz
dtugich fragmentdéw mRNA jest reakcja transkrypciji in vitro (IVT). Jest to chemoenzymatyczna
metoda wykorzystujgca do syntezy RNA polimeraze RNA zalezng od DNA (polimeraza faga
T7 lub SP6), matryce DNA zawierajgca odpowiedni fragment promotora oraz 5'-trifosforany
nukleozydéw (NTP), ktére sg w reakcji IVT substratami budujgcymi rosngcg ni¢c RNA83-185,

Opis reakcji IVT zostat szerzej opisany w rozdziale 11.4.4. niniejszej rozprawy doktorskiej.

W niniejszym projekcie doktorskim, otrzymane przeze mnie triazolowe analogi kapu, zostaty
wbudowane do krotkich oraz diugich fragmentdéw RNA za pomoca reakcji IVT. Krotkie
fragmenty RNA uzyto do zbadania wptywu modyfikacji triazolowej na wydajnosc
wbudowywania kapu do RNA (ang. capping efficiency). Dtugie fragmenty, zostaty z kolei
wykorzystane do zbadania wptywu triazolowych modyfikacji na translacje mRNA w lizatach z

retikulocytéw kroliczych (RRL) oraz na produkcje biatka w zywych komaérkach.

M.12.1.1 Synteza krotkich, kapowanych fragmentéw RNA

Synteze krétkich, zakonczonych kapem na koncu 5 fragmentéw RNA przeprowadzita dr
Karolina Drgzkowska w Laboratorium Chemii Biologicznej w Centrum Nowych Technologii
UW. Matrycg wykorzystang do syntezy RNA byta 55-nukleotydowa (55-nt) podwdjna,

komplementarna ni¢ DNA, ktéra w swojej sekwencji zawierata 18-nt sekwencje promotora dla
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polimerazy RNA T7. Sekwencja matrycy zostata przedstawiona na rysunku 105 wraz z

zaznaczong sekwencjg promotora oraz miejscem ciecia przez DNAzym.

Miejsce ciecia
Synteza RNA DNAzymu

'
GGGGAAGCGGGCAUGCGGCCAGCCAUAGCCGAUCA
ATTATGCTGAGTGTAIQ CCCTTCGC CCGTACGCCGGTCGGISATCGGCTAGT

Sekwencja promotora T7

Brak kapu pPPGGGGAA(N),, 25 nt RNA
Dinukleotydowy kap m'GpppGGGGAA(N),, 26 nt RNA
Trinukleotydowy kap m’'GpppAGGGGAA(N),, 27 nt RNA
Tetranukleotydowy kap ~ m'GpppGAGGGGAA(N),, 28 nt RNA

Rysunek 105. Sekwencja matrycy dsDNA do syntezy krétkich RNA wraz z sekwencjg promotora ¢6.5 dla
polimerazy T7. W sekwencji zaznaczono miejsce ciecia DNAzymem, ktéry byt wykorzystany do analizy kapingu,
oraz dtugos¢ powstatego RNA po cieci RNA DNAzymem (w zaleznosci od struktury kapu).

W reakcji wykorzystano 6-krotny nadmiar odpowiedniego analogu kapu wzgledem GTP, co
jest zabiegiem majgcym na celu zwiekszenie prawdopodobienstwa inicjacji transkrypcji od
analogu kapu i zmniejszenie frakcji niekapowanego (tj. zakonczonego trifosforanem) RNA.
Analogi kapu oraz GTP sg konkurencyjnymi inicjatorami transkrypcji dla polimerazy.
Odpowiednie manipulowanie stezeniem kapu pozwala przesungé réwnowage w strone
analogu kapu, co zwieksza prawdopodobienstwo wbudowania go na koncu 5° mRNA & 186,187,
Reakcje IVT prowadzono w odpowiednim dla polimerazy T7 roztworze buforowym na bazie
Tris-HCl przez 1.5 h w temperaturze 37 °C. Przed przystgpieniem badania wptywu modyfikacji
triazolowej na wydajno$¢ wbudowywania kapu do RNA, otrzymane i oczyszczone RNA
wymagato dodatkowej obrobki. W wyniku przeprowadzonej reakcji transkrpycji in vitro,
otrzymane transkrypty nie sg homogenne. Heterogenicznosé otrzymanych transkryptow
wynika z dodania na koncu 3’, przez polimeraze RNA T7, dodatkowych nukleotyddéw nie
bedgcych w sekwencji matrycy DNA? . Aby poprawi¢ homogenno$¢ transkryptéw, RNA
poddano reakcji z DNAzymem, ktdry odcina heterogenny koniec 3’ RNA za +25 nukleotydem
w sekwencji 8. W wyniku reakcji transkryptow z DNAzymem otrzymano homogenne na koncu
3’ RNA o dtugosci 27-nt w przypadku zastosowania trinukleotydowych analogéw kapu oraz
28-nt w przypadku tetranukleotydowych analogow kapu. Wyniki dotyczgce wydajnosci ko-
transkrypcyjnego wbudowywania kapu do RNA kodujgcego Gaussia lucyferaze zostaty
opisane w dalszej czesci niniejszej rozprawy (rozdziat 111.12.3.).
1.12.1.2 Synteza dlugich, kapowanych fragmentéw RNA kodujacych biatko
Gaussia lucyferaze

Synteze dtugich fragmentéw RNA, zakonczonych na koncu 5’ zsyntezowanymi przeze

mnie triazolowymi analogami kapow ((1-9, 10b), Rysunek 91, rozdziat Ill.11.) oraz

niemodyfikowanymi analogami referencyjnymi (ARCA, m’GpppG, GpppG, kapO oraz kap1l),
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przeprowadzitem za pomocag reakcji transkrypcji in vitro tak jak w przypadku krotkich
fragmentow RNA (rozdziat 111.12.1.1.). Matrycg DNA to syntezy dlugich fragmentéw RNA byt
plazmid pJET_T7_Gluc kodujgcy biatko Gaussia lucyferazg. Plazmid ten posiadat 18-nt
sekwencje promotora dla polimerazy RNA T7 oraz ogon poli(A). Plazmid pJET przed
rozpoczeciem reakcji transkrypcji in vitro, poddatem reakcji z enzymem restrykcyjnym Aarl,
ktéry przecina plazmid w odpowiednio zaplanowanym miejscu sekwencji DNA tworzgc liniowg
matryce. Matryce DNA o sekwencji kodujgcej biatko lucyferazy Gaussia wykorzystatem do
reakcji transkrypcji in vitro w obecnosci polimerazy RNA T7, wszystkich czterech NTP oraz
odpowiedniego triazolowego analogu kapu w 6-krotnym nadmiarze wzgledem GTP. Tak jak w
przypadku syntezy krétkich fragmentéw RNA, 6-krotny nadmiar kapu wzgledem GTP miat
zapewni¢ wbudowanie przez polimeraze RNA T7 triazolowego analogu kapu na koncu 5’ RNA.
Reakcje IVT prowadzitem przez 3 h w temperaturze 37 °C. Po 3 h inkubacji, matryce DNA
usunagtem z mieszaniny reakcyjnej dodajgc DNaze |I. W wyniku reakcji transkrypcji in vitro
otrzymatem RNA, kodujgce biatko lucyferaze, zakonczone réznymi triazolowymi analogami
kapu (Rysunek 106).
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Rysunek 106. Elektroforeza zelowa - 1.2% zel agarozowy (TBE) dla zsyntezowanego mRNA zakonczonego
réznymi analogami kapu.

W analogicznej reakcji dr Karolina Drgzkowska otrzymata dtugie fragmenty RNA kodujgce
biatko Gaussia lucyferaze, ktoére wykorzystata w badaniach z uzyciem linii komorkowych.
Dodatkowym etapem przeprowadzonym przez dr Karoling Drgzkowskg byto usunigcie
niekapowanego RNA za pomocg RNA 5’ polifosfatazy oraz enzymu Xrnl. Transkrypty
wykorzystane do badan komdrkowych byty dodatkowo oczyszczane za pomocg RP HPLC,
aby obnizy¢ niepozgdang reaktogennos¢ RNA. Przy uzyciu RP HPLC zostaty usuniete
nieprzereagowane NTP oraz analogi kapu, a takze krotsze fragmenty RNA oraz dwu niciowe
powstata podczas reakgji transkrypgii in vitro'® (Rysunek 107A,B). Dodatkowe oczyszczanie
za pomocg RP HPLC byto kluczowe dla poprawnosci przeprowadzenie eksperymentéw w

zywych komorkach.
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Rysunek 107. Analiza otrzymanego mRNA po oczyszczania za pomocg RP HPLC. A. Analiza za pomoca 1.2%
zelu agarozowego (TBE). B. Analiza dsRNA za pomocg metody Dotblot. Rysunek zostat przygotowany przez dr
Karoling Drgzkowska.
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11.12.2 Wydajnos¢ procesu kapingu RNA

Aby chemicznie modyfikowane analogi kapu mogty by¢ zastosowane do otrzymywania
terapeutycznego mRNA muszg one by¢ efektywnie wbudowywane do RNA. Najefektywniejszg
metodg syntezy kapowanego RNA jest reakcji IVT, ktéra zostata opisana w poprzednich
rozdziatach. Aby synteza mRNA za pomocg reakcji IVT byta mozliwa, modyfikowane analogi
kapu musza by¢ rozpoznawane przez polimerazy RNA (SP6 lub T7). W celu sprawdzenia czy
zsyntezowane przeze mnie triazolowe analogi kapu sg rozpoznawane przez polimeraze RNA
T7 przeprowadzono eksperyment, w ktérym sprawdzono wydajnos¢ wbudowywania tych
analogéw do krotkich fragmentow RNA. Eksperyment ten zostat przeprowadzony w
Laboratorium Chemii Biologicznej w Centrum Nowych Technologii UW przez dr Karoling
Drazkowskg. Wydajnos¢ kapingu krotkich fragmentéw RNA sprawdzono za pomocg
wysokorozdzielczego zelu  poliakrylamidowego (PAGE) przy uzyciu wczesnigj
zsyntezowanych krotkich, kapowanych triazolowymi analogami kapu, fragmentéw RNA
(Rozdziat 111.12.1.2.). Zsyntezowane krotkie fragmenty RNA zostaty rozwiniete za pomocag
PAGE po czym densytometrycznie za pomocg programu komputerowego (1D Gel Image
Analysis Software TotalLab CLIQS) zmierzono intensywnos$¢ prazkéw odpowiadajgcych
kapowanemu i niekapowanemu RNA. Wydajnos$¢ kapingu wyznaczono obliczajgc stosunek
kapowanego i niekapowanego RNA. W przeprowadzonym eksperymencie jako kontroli
pozytywnej uzyto RNA kapowanego m’GpppAmpG (kapl) (88%), ARCA (51%) oraz B-S-
ARCA (41%), z kolei jako kontroli negatywnej uzyto RNA zakonczonego trifosforanem (pppG-
RNA) — niekapowane RNA. Sposrod RNA zakonczonych triazolowymi analogami kapu,
najchetniej wbudowywany byt zwigzek (m’Gppp-tr-AmpG, 2) (75%), w ktérym triazol potgczony
byt bezposrednio z grupg fosforanowg w mostku 5’,5'-trifosforanowym. Zwigzek (m’Gppp-tr-
AnpG, 2) dodatkowo posiadat metylacje w pozycji 2’-O rybozy pierwszego transkrybowanego
nukleotydu (wersja kapl). Odpowiednik zwigzku 2, w wersji kap0, zwigzek (m’Gppp-tr-ApG,
1), byt wbudowywany do RNA ze znacznie nizszg wydajnoécig — 52%. Analogiem kapu, ktory
rownie wydajnie byt wbudowywany do RNA byta kap m’Gppp-tr-C.HspAmpG, 9, ktéry jako
jedyny posrod wszystkich triazolowych kapdéw byt analogiem tetrafosforanowym. Wydajnosc¢
wbudowywania kapu m’Gppp-tr-CoHspAmpG, 9, wynosita 69%. Pozostate zwigzki z
modyfikacjg triazolowg w obrebie mostka 5’,5'-trifosforanowego wbudowywaty sie z
wydajnoscig 67-51%. Ze znacznie gorszg wydajnos$cia wbudowywaly sie zwigzki z
modyfikacjg triazolowg w obrebie wigzania 3’,5’-fosfodiestrowego (m’GpppG-2’-O-Ly3-CH,-tr-
ApG, 10a; m’GpppG-3’-O-Ly3-CHa-tr-ApG 10b; m’GpppAmn-3'-OCHz-tr-G, 11). Zwigzki z tg
modyfikacjg wbudowywaty sie z wydajno$cig mniejszg niz 40%. Pomimo, ze zwigzek 10b byt
niekomplementarny wzgledem zastosowanej matrycy DNA (Rysunek 108A), zwigzek ten byt
wbudowywany do RNA z najwyzszg wydajnoscig (37%), sposréd z wszystkich analogéw z

modyfikacjg w obrebie wigzania fosfodiestrowego.
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GGGGAAGCGGGCAUGCGGCCAGCCA'UAGCCGAUCA

ATTATGCTGAGTGTATCCCCTTCGCCCGTACGCCGGTCGG;F_ATCGGCTAGT
T7 ©6.5 promoter T -

no cap analog pppGGGGAA(N),, 25 nt RNA
dinucleotide analog m'GpppGGGGAA(N),, 26 nt RNA
trinucleotide analog m'GpppAGGGGAA(N),, 27 nt RNA
tetranuceotide analog  M'GpppGAGGGGAA(N),, 28 nt RNA
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Rysunek 108. Badanie wydajnosci kapingu krotkiego mRNA przy uzyciu triazolowych trinukleotydowych analogéw
kapu. A. Parowanie analogéw kapu z matrycg DNA podczas reakcji in vitro transkrypcji; B. Poliakrylamidowy zel
(PAA, 15%) otrzymanych krétkich mRNA. Rysunek zaczerpnieto z pracy Kozarski i wsp.

Zwigzki posiadajgce modyfikacje w obrebie mostka 5°,5 fosforanowego, wbudowywane byty
do RNA z wigkszg wydajnoscig niz dinukleotydowe analogi kapu (ARCA, B-S-ARCA), co jest
zgodne z przewidywaniem. Wprowadzone modyfikacje mostkowe obnizyty jednak wydajno$é
kapingu RNA wzgledem wydajnosci kapingu wyznaczonej dla kapu 1. Pomimo nieco gorszej
wydajnosci kapowania niz kap 1, zwigzki te wcigz sg bardzo intersujgce z punktu widzenia ich
syntezy oraz ich wtasciwosci biologicznych, ktére zostaty zbadane w kolejnych rozdziatach.
Sposrod zwigzkow posiadajacych modyfikacje w obrebie wigzania fosfodiestrowego, jedynie

zwigzek 10b, zostat poddany dalszym badaniom biochemicznym.

111.12.3 Wydajnos¢ procesu translacji w lizacie komérkowym z
retikulocytéw kroéliczych (RRL)

Lizat komoérkowy z retikulocytow kroliczych (RRL) jest uzytecznym narzedziem
stosowanym w biologii molekularnej. Jest on powszechnie stosowany do badania procesu
transkrypciji i translacji. Z lizatu komorkowego z retikulocytow kroliczych usuwa sie endogenne
MRNA, ktére mogtoby konkurowac z prowadzonym z zewnatrz modyfikowanym mRNA, aby
utatwi¢ badania syntetycznych transkryptow. Dodatkowym atutem RRL jest brak (lub bardzo
mata aktywnos$¢) maszynerii degradujgcej RNA, co sprawia, ze wydajnosci biatka uzyskane w

RRL s3g niemal wylgcznie odzwierciedleniem wtadciwos$ci translacyjnych mRNA, inaczej niz
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ma to miejsce w liniach komdrkowych, gdzie wptyw na produkcje biatka mogg mie¢ takze m.in.
stabilnos¢ mRNA, mechanizmy nieswoistej odpowiedzi immunologicznej oraz niespecyficzne
oddziatywania RNA. W swoich badaniach wykorzystatem RRL (Promega) do badania wptywu
modyfikacji triazolowych na wydajnos¢ translacji in vitro, mRNA kodujgcego biatko
reporterowe lucyferaze Gaussia. mMRNA, ktoére wykorzystatem do badah wydajnosci translacji
zostato otrzymane wedtug protokotu opisanego w rozdziale 111.12.1.2. Lizat z retikulocytow
kroliczych, w ktorym prowadzitem reakcje translaciji in vitro przygotowatem wedtug wczesniej
opisanego protokotu 8- 114, Mieszanina reakcyjna translacji in vitro zawierata odpowiednio
rozcienczony lizat komorkowy z retikulocytow kréliczych (RRL, Promega), mieszanine
odpowiednich aminokwasow (dostarczong przez producenta, Promega), octan potasu
(CH3COOK), chlorek magnezu oraz inhibitor rybonukleaz — Ribolock. Tak przygotowang
mieszanine reakcyjng inkubowatem w 30 °C przez 1 h, po czym dodawatem mRNA
zakonczone wybranym analogiem kapu (1-9, 10b oraz ARCA (kontrola pozytywna), GpppG
(kontrola negatywna), m’GpppG (kontrola pozytywna), m’GpppApG (kap0) i m’GpppAmpG
(kapl)) w jednym z 4 réznych stezen. Po dodaniu mRNA do mieszaniny przez kolejng godzine
prowadzitem translacje prowadzgcg do nagromadzenia w prébce enzymu lucyferazy.
Aktywnos¢ enzymatyczng zsyntetyzowanej lucyferazy okreslitem za pomocg analizy
bioluminescenciji, powstatej w wyniku reakcji utleniania kolentrazyny. Wydajnosci translacji in
vitro w RRL dla poszczegdlnych transkryptow réznigcych sie strukturami kapu na koncu 5,
wyznaczytem na podstawie wyznaczonych wartosci bioluminescencji w funkcji stezenia
MRNA. Do otrzymanych punktéw pomiarowych dopasowatem metoda regres;ji liniowej prosta,
ktorej wspotczynnik kierunkowy odpowiadat wydajnosci translacji in vitro (Rysunek 109A).
Otrzymane wspotczynniki kierunkowe zostaty znormalizowane wzgledem wspétczynnika
kierunkowego otrzymanego dla ARCA-RNA, ktére zostato uzyte jako kontrola pozytywna.
Dodatkowymi kontrolami byto m’GpppG-RNA (kontrola pozytywna) oraz GpppG-RNA, ktére
ze wzgledu na brak 7-metyloguanozny nie powinno ulega¢ kap-zaleznej translacji (kontrola
negatywna). W celu zbadania wptywu modyfikacji triazolowych na wydajno$¢ translac;ji in vitro
w RRL, uzyskane wyniki poréwnatem z wynikami otrzymanymi dla RNA zakonczonych
trinukleotydowymi analogami kapu — m’GpppApG-RNA (kap 0) oraz m’GpppAmpG-RNA (kap
1). Zbiorcze wyniki przedstawitem w postaci wykresu stupkowego (Rysunek 109B), na ktérym

przedstawiono srednie wartosci wydajnosci translacji (3 powtdrzenia).
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Rysunek 109. Badanie wydajnosci translacji mMRNA (Gaussia lucyferazy) zakonczonego triazolowymi analogami
kapu w RRL. A. Przyktadowe krzywe zalezno$ci intensywnos$ci luminescencji od stezenia mRNA; B. Wykres
stupkowy przedstawiajgcy wzgledng wydajnosc¢ translacji mRNA zakonczonych réznymi analogami kapu. Wyniki
zostaty przedstawione jako srednie z trzech powtérzen (+ odchylenie standardowe). Wyniki zostaty znormalizowane
do wartosci otrzymanej dla mRNA zakornczonego kapem ARCA.

Otrzymane wyniki pokazujg, ze RNA zakonczone kapem typu ARCA ulega translacji 1.3-razy
wydajniej niz m’GpppG-RNA, co jest spowodowane wbudowywaniem sie m’GpppG w
orientacji odwrotnej do RNA. Zgodnie z zatozeniem, RNA zakoriczone GpppG nie ulega
translacji. Wydajnosc translacji GpppG-RNA w RRL wyniosta zaledwie 0.11. RNA zakoriczone
trinukleotydowymi kapami — m’GpppApG-RNA i m’GpppAmpG-RNA, ulegaty translacji w RRL
znacznie wydajniej niz RNA zakonczone dinukleotydowym kapem, 2- lub 2.5-krotnie wydajniej
niz ARCA-RNA. Trinukleotydowe kapy charakteryzujg sie rowniez wyzszg wydajnoscig
kapingu niz dinukleotydowe analogi kapu oraz tak samo jak analogi typu ARCA, s3g
wbudowywane wytgcznie w poprawnej orientacji do RNA, o czym pisatem w rozdziale 11.5..
Sposréd  przetestowanych przeze mnie triazolowych analogéw kapu, najlepszymi
witasciwosciami translacyjnymi charakteryzowato sie RNA zakonczone zwigzkiem m’Gppp-tr-
CoHipAnpG (9). Zwigzek ten posiadat modyfikacje triazolowg w obrebie mostka 5°,5'-
tetrafosforanowego, pomiedzy resztg fosforanowg a i B. mRNA zakonczone zwigzkiem
m’Gppp-tr-C.HspAnpG (9) ulegato translacji réwnie wydajnie jak m’GpppAmpG-RNA, pomimo,
ze zwigzek ten charakteryzowat sie nizszg wartoscig kapingu niz kap 1 (69% vs. 88%).
Najmniej wydajnie ulegato translacji mRNA zakoriczone kapem m’Gppp-tr-AmpG (2), w ktérym
pierscien triazolowy byt potgczony bezposrednio z grupg fosforanowg w pozycji a. Pomimo,
ze zwigzek m’Gppp-tr-AnpG (2) wbudowywat sie do RNA z najwyzszg wydajnoscig (75%,
Rozdziat 111.12.2) sposrod wszystkich triazolowych analogéw kapu, m’Gppp-tr-AmpG -RNA nie
ulegato wydajnie translacji. Bezposrednie potgczenie grupy fosforanowej z pierscieniem
triazolowym mogto zablokowaé naturalng ruchomos¢ mostka 5,5’ trifosforanowego, co
skutkowato zaburzeniem oddziatywania konca 5 mRNA z biatkami biorgcymi udziat w
translacji. Przypuszczenia te zostaty cze$ciowo potwierdzone dzieki wynikom otrzymanym dla
zwigzkdw m’Gppp-CHa-tr-ApG (3) i m’Gppp-CHa-tr-AnpG  (4). W zwigzkach (3) i (4)

wprowadzitem dodatkowg grupe metylenowg pomiedzy pierscieniem triazolowym, a grupg
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fosforanowg. Wprowadzenie dodatkowej grupy metylenowej zwiekszyto mobilnos¢ w mostku
5,5’ trifosforanowym, co sprawito, ze wydajnos$¢ translacji m’Gppp-tr-CH.ApG-RNA i m’Gppp-
tr-CH2AnpG-RNA znacznie wzrostfa i byta poréwnywalna z wydajnoscig translacji otrzymana
dla m’GpppApG-RNA. Wydtuzenie tacznika pomiedzy pierscieniem triazolowym, a resztg
fosforanowg o kolejng grupe metylenowg nie poprawito wiasnosci translacyjnych mRNA
posiadajgcych na koncu 5’ zwigzki m’Gppp-CzHa-tr-ApG (5) i m’Gppp-CzHa-tr-AmpG (6), co
mogto by¢ spowodowane pojawiajgcymi sie w tym przypadku zawadami sterycznymi. mRNA
posiadajgce na swoim koncu 5’ zwigzki 5 i 6 ulegaty translacji poréownywalnie do m’GpppG-
RNA, posiadajgcego niemodyfikowany, dinukleotydowy kap (wydajnos¢ translacji 0.6
wzgledem ARCA-RNA). Zastgpienie ugrupowania C-fosfonianowego ugrupowaniem
fosfoestrowym, w zwigzkach m’Gppp-OCHa-tr-ApG (7) i m’Gppp-OCH.-tr-AnpG (8), nie
poprawito wiasnosci translacyjnych transkryptéw, do ktérych wbudowano te analogi. m’Gppp-
tr-OCH2AmpG-RNA ulegato translacji tak samo wydajnie jak ARCA-RNA, czyli ok. 2.5-krotnie
gorzej niz RNA ze zwigzkiem m’Gppp-tr-CoHspAnpG (9). Podobne wyniki otrzymatem dla
tetranukleotydowego analogu kapu, m’GpppG-3'OCHz-tr-ApG (10b), w ktérym pierwsze
wigzanie 3’-5’ fosfodiestrowe zastgpitem ugrupowaniem triazolowym. Wydajnos¢ translacji dla
RNA posiadajgcego na koncu 5 kap m’GpppG-3'O-Ly3-CH,-tr-ApG (10b), byta niska i
poréwnywalna z m’GpppG-RNA (0.6). Niska wydajnos$é translacji m’GpppG-3'O-Ly3-CHa-tr-
ApG-RNA prawdopodobnie wynikata ze sztywnosci konformacyjnej powstatego w wyniku
reakcji CUAAC ugrupowania triazolowego. Nie zbadatem wydajnosci translacji pozostatych
zwigzkow z modyfikacjg triazolowg w obrebie wigzania 5'-3’ fosfodiestrowego, m’GpppG-2'0-
Ly3-CHa-tr-ApG (10a) oraz m’GpppAm-3’'OCH.-tr-G (11), z powodu ich niskiej wydajnosci
kapingu (29 i 33%, Rozdziat 11.12.2.).

11.12.4 Produkcja biatka lucyferazy Gaussia w komérkach
dendrytycznych JAWS I

Dotychczasowo opisane badania dotyczace triazolowych analogéw kapu byly
przeprowadzone w warunkach in vitro. Badania przeprowadzone w RRL pokazaly, ze
wiasciwosci translacyjne zwigzkdéw m’Gppp-CHa-tr-AnpG (4) i m’Gppp-tr-CoHapAnpG (9) sg
zblizone do wtasciwosci biologicznych niemodyfikowanego kapu — kapu 1. Aby odwzorowac
warunki zblizone do tych panujgcych w ludzkim organizmie w ramach niniejszego projektu
przeprowadzono badania w zywych komorkach, ktére miaty na celu wyznaczenie wydajnosci
biosyntezy biatka lucyferazy Gaussia w komdrkach dendrytycznych podczas procesu translaciji
MRNA zakohczonego triazolowymi analogami kapu. Do badah wydajnosci syntezy biatka
wybrano komérki dendrytyczne linii JAWS 1l. Komorki dendrytyczne — komorki reprezentujgce

antygen — sg komoérkami uktadu odpornosciowego indukujgcymi odpowiedZz immunologiczng
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przeciwko patogenom °. Komorki dendrytyczne sg wykorzystywane w immunoterapiach
stosowanych przeciwko nowotworom, w ktorych wykorzystuje sie terapeutyczne mRNA 192, Z
tego powodu komoérki dendrytyczne wykorzystywane sg do badan modyfikowanych mRNA o

potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym.

Badania wydajnosci syntezy biatka lucyferaz Gaussia w komorkach dendrytycznych JAWS |l
zostaty wykonane w Laboratorium Chemii Biologicznej w Centrum Nowych Technologii UW
przez dr Karoling Drgzkowskg. Badania zostaty przeprowadzone na diugich mRNA,
kodujacych biatko lucyferaze Gaussia i zakonczonych triazolowymi analogami kapu. mRNA
zostato zsyntezowane wedtug protokotu opisanego w rozdziale 10.1. Komérki JAWS Il byty
transfekowane otrzymanymi mRNA po czym ilo$¢ zsyntezowanego biatka byta mierzona po
16, 40, 64 i 88 h. llo$¢ zsyntezowanego biatka wyznaczano poprzez pomiar luminescencji tak
jak w przypadku reakcji prowadzonych w RRL (Rozdziat 111.12.3.). Otrzymane wyniki byty
porownywane z wynikami uzyskanymi dla mRNA zakonczonych kapem ARCA oraz kapem 1.
Niemal wszystkie przetestowane mRNA, z wyjgtkiem mRNA z kapem m’Gppp-tr-CoHapAmpG
(9), ulegaly translacji co najmniej 2-krotnie gorzej niz mRNA zakohczone dinukleotydowym
kapem ARCA. mRNA zakonczone zwigzkiem m’Gppp-tr-C2HspAmpG (9) ulegato translaciji
najwydajniej sposréd mRNA zakonhczonych triazolowymi analogami kapu (Rysunek 110A,B).
Wydajnos¢ translacji takiego mRNA byla poréwnywalna z wydajnoscig translacji mRNA z
kapem 1 (Rysunek 110B).
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Rysunek 110. Badanie wptywu modyfikacji kapu na ilos¢ produkowanego biatka z mRNA kodujgcego lucyferaze.
Badanie przeprowadzono w komérkach dendrytycznych JAWSII. A. Produkcja biatka w czasie16, 40, 64 oraz 96 h
od transfekcji; B. Catkowita ilos¢ wyprodukowanego biatka z mRNA w komodrka dendrytycznych

Wyniki uzyskane w komoérkach JAWS Il pokazaty, ze najlepszym mimetykiem m’GpppAmpG
(kap 1) byt kap m’Gppp-tr-CoHapAnpG  (9) posiadajgcy modyfikowany mostek
tetrafosforanowy. Pozostate triazolowe analogi kapu (1-8 oraz 10b) nie sprawdzity sie jako
mimetyki kapu 1 w tym uktadzie biologicznym. mRNA zakonczone tymi analogami nie ulegato

translacji w komorkach JAWS II, pomimo ze niektére z nich ulegaty wydajnie translacji w RRL.
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Na podstawie przeprowadzonych badanh trudno jest jednoznacznie wyjasni¢ z czego wynikajg
réznice w wydajnosci translacji uzyskane w komoérkach JAWS Il oraz RRL. Jednym z
wyttumaczen moze byé réznica w podatnosci mMRNA na degradacje enzymatyczng. W
przypadku badah prowadzonych w RRL mRNA nie ulega degradacji. Obserwowana
wydajnos¢ translacji wynika gtéwnie z powinowactwa mRNA do maszynerii translacyjnej. W
przypadku badan prowadzonych w komodrkach JAWS I, ilos¢ wyprodukowanego biatka
(wydajnos¢ translacji) jest sktadowg wielu proceséw komorkowych, w ktore zaangazowane
jest mRNA.

11.12.5 Oddziatywanie triazolowych analogéw kapu z czynnikiem
inicjujgcym translacje 4E (elF4E)

U eukariontéw, podczas kap-zaleznej translacji, etapem limitujgcym caty proces jest
zwigzanie struktury kapu przez biatko elF4E. Wytworzenie trwatego kompleksu elF4E-m’G
kap inicjuje kaskade proceséw majgcych na celu realizacje procesu translacji mMRNA(rozdziat
[1.1.8.). Wysokie powinowactwo analogu kapu do biatka elF4E czesto koreluje z wysokg
wydajnoscig translacji transkryptu zawierajgcego ten analog. Réznice w powinowactwie do
elF4E mogg by¢ jedng z przyczyn réznic we wiasciwosciach translacyjnych mRNA
réznorodnie modyfikowanych na koncu 5’. Trwatos¢ takiego kompleksu mozna wyznaczyé¢
metodami biofizycznymi bazujgcymi na pomiarach spekiroskopowych. Parametrem

opisujgcym trwatos¢ kompleksu biatko-ligand jest stata dysocjacji (Kp), ktéra jest odwrotnoscia
statej asocjacji (Kas): Kp = Ki (uM~1). W niniejszej pracy do wyznaczenia statych dysocjacji
AS

wykorzystatem metode biofizyczng miareczkowania wygaszania fluorescencji (ang.
Fluorescent Quenching Titration; FQT) polegajgcg na pomiarach zaniku naturalnej
fluorescencji biatka w wyniku wigzania ligandu w kieszeni wigzacej biatka. Biatko elF4E w
kieszeni wigzgcej posiada dwie reszty tryptofanowe, ktdére w formie niezawigzanej z ligandem,
odpowiadajg za jego naturalng fluorescencje w zakresie UV. W wyniku formowania sie
kompleksu biatko elF4E-m’G kap, naturalna fluorescencja biatka elFAE zostaje wygaszana.
Wygaszenie fluorescencji jest spowodowane powstaltym oddziatywaniem warstwowym (ang.
-1 stacking) pomiedzy dodatnio natadowang 7-metyloguanozyna, a tryptofanami biorgcymi
udziat w wigzaniu ligandu. Na podstawie krzywej zaniku fluorescencji mozliwe jest
wyznaczenie statej asocjacji (Kas) stosujac metodologie opisang w literaturze'®3. Statg Kas
otrzymuje sie poprzez dopasowanie odpowiednej funkcji (4) do otrzymanych punktéw, ktére

otrzymuje sie mierzac wartos¢ fluorescencji w czasie miareczkowania biatka elF4E ligandem

193.

F =Fy—[cx]- (A(.b + (»bfree—lig) +[L]- ¢free—lig(4’)
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lex] = [L] + [Pace] N 1 — J(Kas([L] — [Pace) + 1)2 + 4K - [Pace] 5
2 2K,¢

, gdzie F — intensywnos¢ fluorescencji; Fo — fluorescencja poczatkowa; 4¢ — rdznica
intensywnosci fluorescencji pomiedzy intensywnoscig fluorescenciji biatka w formie apo oraz
w kompleksie z ligandem; ¢sree—1ig — fluorescencje pochodzaca od ligandu (kapu); [L] —
stezenie ligandu, [Pai] — stezenie aktywnego biatka. W obliczeniach intensywnosci
fluorescencji, ktora umozliwita wyznaczenie krzywych miareczkowania, uwzglednitem efekt

filtra wewnetrznego, zgodnie z literaturg.'®,

Za pomocg metody FQT wyznaczytem state dysocjacji dla wybranych triazolowych analogéw
kapu m’Gppp-tr-AmpG (2), m’Gppp-CHa-tr-AnpG (4), m’Gppp-C2Has-tr-AnpG (6), m’Gppp-
OCH2-tr-AmpG (8), m’Gppp-tr-C2HapAmpG (9), m’GpppG-so.y3-CHo-tr-ApG (10b)

oraz m’GpppAm-3-OCHz-tr-G (11), w celu okres$lenia ich powinowactwa do biatka elF4E
odpowiedzialnego za proces inicjacji translacji mMRNA. Do badan powinowactwa triazolowych
analogow kapu do biatka elF4E wybratem zwigzki posiadajgce dodatkowg metylacje w pozyciji
2’-OH adenozyny — analogi kapu1, oraz zwigzki posiadajgce modyfikacje w obrebie wigzania
fosfodiestrowego. State Kp wyznaczytem dla mysiego biatka elF4AE (melF4E, 28-217 AA)
zZsyntezowanego i oczyszczonego w Laboratorium Chemii Biologicznej w Centrum Nowych
Technologii UW*®*, Miareczkowanie prowadzitem w 20 °C, w roztworze buforowym 50 mM
HEPES/KOH pH 7.2 zawierajgcym dodatkowo 100 mM KCI, 0.5 mM EDTA oraz 1 mM DTT.
Biatko melF4E (0.1 uM, 1400 pl) miareczkowatem dodajgc w 1-minutowych odstepach po 1 pl
kapu z odpowiedniego roztworu stezonego. Pomiary fluorescencji wykonatem wzbudzajgc
badang prébke (tryptofany) przy 280 nm i obserwujgc fluorescencje emitowang przy 337 nm.
Miareczkowanie prowadzitem do czasu wysycenia probki ligandem, co objawiato sie wzrostem
obserwowanej fluorescencji po jej wczesniejszym wygaszeniu (w zwigzku z pojawiajaca sie
fluorescencjg wolnego ligandu). Na podstawie zebranych danych, wykreslitem krzywe
zaleznosci zaniku fluorescencji od stezenia ligandu (Rysunek 111A), uwzgledniajgc przy tym
poprawki zwigzane z efektem filtra wewnetrznego oraz rozcienczeniem probki 1°3, a nastepnie

do otrzymanych punktéw dopasowatem krzywe o réwnaniu funkcji (4).

Tabela 8. Wartosci statych dysocjacji Ko wraz z niepewnosciami obliczonymi metodg propagacji matych bteddw.
State wyznaczone za pomocg metody FQT.

Zwiazek (nr) Ko (nM) AKp (nM)
m’GpppAmpG — kap1 29.6 +2.3
m’Gppp-tr-AmpG (2) 42.0 +34
m’Gppp-CH.-tr-AnpG (4) 33.7 +28
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m’Gppp-CzHa-tr-AmpG (6) 325 +2.8
m’Gppp-OCH,-tr-A,pG (8) 49.2 + 4.4
m’Gppp-tr-C2HspAmnpG (9) 7.35 +0.20
m’GpppG-304ys-CH-tr-ApG (10b) | 28.3 123
M’GpppAm-3-OCH,-1r-G (11) 194 $353
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Rysunek 111. Wyznaczenie powinowactwa triazolowych analogdw kapu do biatka elF4AE za pomocg
miareczkowania wygaszania fluorescencji. A. Przyktadowe krzywe wygaszania fluorescenciji biatka spowodowane
wigzaniem kapu w kieszeni wigzgcej; B. Otrzymane wartosci statych asocjacji dla oddziatywania kap-elF4E.

Otrzymane wartosci statej Kp (Tabela 8) poréwnatem ze statg uzyskang dla
niemodyfikowanego trinukleotydowego kapu 1, ktory wigze sie do biatka elF4E z wysokim
powinowactwem, a mRNA zakonczone tym kapem ulega translacji bardzo wydajnie zaréwno
w warunkach in vitro jak i w zywych komoérkach (Rozdziat 111.12.3 i 111.12.4). Poréwnanie
uzyskanych wartosci statych Kp pokazuje, ze najwyzsze powinowactwo do biatka elF4E (czyli
najnizszg warto$¢ statej dysocjacji) posiada zwigzek m’Gppp-tr-CoHspAnpG (9). Stata
dysocjacji dla tego zwigzku wyniosta zaledwie 7.35 £ 0.20 nM, co jest 4-krotnie nizszg
warto$cig niz warto$¢ uzyskana dla m’GpppAnpG (kap 1) (29.6 + 2.3 nM). Wysokie
powinowactwo do biatka elF4E, zwigzek (9), zawdziecza prawdopodobnie dodatkowej grupie
fosforanowej wprowadzonej w obrebie mostka 5,5 fosforanowego. Dodatkowa grupa
fosforanowa wprowadza do struktury kapu dodatkowy ujemny fadunek, ktéry oddziatuje
elektrostatycznie z dodatnio natadowanymi aminokwasami znajdujgcymi sie w kieszeni
wigzgcej biatka elF4E. Zwigzki m’Gppp-CHa-tr-AmpG (4) i m’Gppp-CzoHa-tr-AnpG (6),
wykazujg podobne powinowactwo do biatka elF4E jak m’GpppAmpG (kap 1). State Kp
otrzymane dla zwigzkow (4) i (6) wynoszg odpowiednio 33.7 £ 3.4 1 32.5 + 2.8 nM. Zwigzek, w
ktorym pierscien triazolowy byt potgczony bezposrednio z resztg fosforanowa, m’Gppp-tr-
AmpG (2), wykazywat nizsze powinowactwo do biatka elF4AE niz niemodyfikowany analog kapu
(kap 1). Wartos¢ Kp dla tego zwigzku wyniosta 42.0 + 3.4 nM. Obnizenie powinowactwa
zwigzku (2) do biatka elF4E jest prawdopodobnie spowodowane uszytwnieniem mostka 5’,5’-
trifosforanowego przez pierécien triazolowy. Usztywnienie to nie wystepuje w zwigzkach (4) i

(6), z powodu wprowadzenia linkera jedno- lub dwuweglowego, co przekfada sie na
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oddziatywanie w kieszeni wigzgcej biatka. To samo zjawisko bylo widoczne w badaniach
wydajnosci translacji w RRL (Rozdziat [11.12.3.). Najwyzszg wartos¢ Kp — najnizsze
powinowactwo do biatka elF4E, posiadat zwigzek 8, w ktérym linker tgczacy pierscien
triazolowy z grupg fosforanowg zostat przytgczony za pomocg wigzania estrowego. Wartosé
Kp otrzymana dla tego zwigzku wynosita 49.2 + 4.4 nM. Wsréd zwigzkoéw posiadajgcych
modyfikacje w obrebie wigzania fosfodiestrowego najwyzszym powinowactwem do biatka
elFAE charakteryzowat sie zwigzek 10b, bedgcy tetranukleotydem. Obliczona wartos¢ Kp dla
tego zwigzku byta poréwnywalna dla wartosci otrzymanej dla kapu 1 i wynosita 28.3 + 2.3 nM.
Z kolei zwigzek m’GpppAm-3'-OCH,-tr-G, ktérego struktura przestrzenna najbardziej
przypomina strukture niemodyfikowanego trinukleotydowego kapu, nie wykazuje
powinowactwa do biatka elF4E (Kp= 194 % 35.3 nM). Pomimo doniesien literaturowych
mowigcych o tym, ze pierscien triazolowy moze by¢ mimetykiem grupy 3’,5’-fosfodiestrowej w
kwasach nukleinowych®, wyniki moich badan wskazujg, ze pierscien triazolowy nie jest

dobrym mimetykiem pierwszego wigzania fosfodiestrowego w mRNA.

111.12.6 Odpornosé mRNA zakonczonego triazolowymi analogami
kapu na degradacje enzymatyczng przez kompleks hDcp1/Dcp?2

Nie tylko powinowactwo do biatka elF4E, ale réwniez stabilnos¢ mRNA jest czynnikiem
wptywajgcym na wydajnos¢ translacji mRNA. Badania opisane w poprzednim rozdziale
(Rozdziat 111.12.5.) pokazaty, ze prawie wszystkie triazolowe analogi kapu wykazujg podobne
powinowactwo do czynnika inicjujgcego translacje (elF4E). Wyjatkiem byt kap m’Gppp-tr-
CoHipAnpG (9), ktory wykazywat 4-krotnie wyzsze powinowactwo do elF4E niz naturalnie
wystepujgcy kap1. Drugim wyjgtkiem byt kap m’GpppAm-3'OCH_-tr-G (11), ktory byt stabym
ligandem dla biatka elF4E. Podobne powinowactwo do biatka elF4E analogéw kapu (1-8 oraz
10b)(Tabela 8, Rozdziat 111.12.5.) nie koreluje z wynikami wydajnosci translacji w RRL oraz w
komodrkach JAWS |l (rozdziaty 111.12.3. 1 111.12.4.). Najwigksza rozbieznos¢ pomiedzy wyniki w
RRL i JAWSII byta widoczna dla mRNA zakonczonego analogiem kapu m’Gppp-CHz-tr-AnpG
(4)(Kp= 33.7 £ 2.8 nM), ktérego wydajnos¢ translacji w RRL wynosita 1.87 £ 0.14 (w
poréwnaniu do m’GpppAmpG-RNA 2.54 + 0.24, Kp=29.6 + 2.3 nM), podczas gdy w komadrkach
JAWS Il wyniosta zaledwie 0.42 + 0.19 (w poréwnaniu do m’GpppAnpG-RNA 5.93 + 0.42).
Rozbieznosc¢ tych wynikéw, moze sugerowaé, ze mRNA zakonczone analogiem kapu (4) w
komérkach JAWS |l jest niestabilne. W celu potwierdzenia tej hipotezy, przeprowadzono
eksperyment, w ktorym sprawdzono podatno$¢ na hydrolize, krotkiego mRNA (27-nt)
zakonczonego analogami kapu m’Gppp-CHz-tr-AnpG (4) oraz m’Gppp-tr-CoHapAmpG (9)
przez kompleks hDcpl/Dcp2, odpowiedzialny za degradacje mRNA od konca 5’ (rozdziat
[1.11.9.1)). Jako kontrole w tym eksperymencie wykorzystano 27-nt RNA zakonczone

m’GpppAnpG (kap1). Badania te zostaly przeprowadzone w Laboratorium Chemii
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Biologicznej w Centrum Nowych Technologii przez mgr Marceline Bednarczyk. mRNA do tego
eksperymentu zostato zsyntezowano zgodnie z protokotem opisanym w rozdziale 111.12.1.1.
Zsyntezowane mMRNA zostato poddane reakcji enzymatycznej w obecnosci enzymu
hDcp1/Dcp2. Przebieg reakcji enzymatyczne byt monitorowany za pomocg
wysokorozdzielczego zelu denaturujgcego (15% poliakrylamidowego z 8 M mocznikiem).

Otrzymane wyniki zostaty przedstawione na rysunku 112.
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Rysunek 112. Podatnos¢ na degradacje kapowanego RNA przez kompleks hDcpl/Dcp2. A. Reprezentatywna
analiza PAGE; RNAzs: Niekapowane RNA. RNA27 - RNA kapowane m’GpppAmpG, zwigzkiem 4 lub zwigzkiem 9.
RNA:2s: odciete przez hDcpl/Dcp2; B. Poréwnanie degradacji RNA odcietego przez m7GpppAmpG, 4 i 9 w czasie.
Dane reprezentujg wartos¢ srednig £ SD obliczong dla dwdch powtérzen.

Przeprowadzone badania pokazaly, Zze w zastosowanych warunkach, RNA zakohczone
analogiem kapu m’Gppp-CH-tr-AmpG (4) byto catkowicie odporne na degradacje przez
kompleks hDcpl/Dcp2. Co ciekawe, RNA zakonczone analogiem kapu m’Gppp-tr-
CoHapAmpG (9), ktdére byto wyrazane najwydajniej zarowno w RRL jak i w zywych komadrkach
JAWS |l sposréd triazolowych analogéw kapu, ulegato degradacji szybciej niz RNA
zakonczone niemodyfikowanym analogiem kapu (m’GpppAmpG). Uzyskane wyniki,
zestawione wraz z wynikami eksperymentow dotyczgcych wydajnosci translacji w RRL i
komodrkach JAWS Il (rozdziaty 111.12.3. i 111.12.4.) oraz z wynikami dotyczgcymi powinowactwo
analogéw kapu do biatka elF4E (rozdziat 111.12.5.) mogg sugerowacé, ze powinowactwo do
biatka elF4E oraz elastycznos¢ konformacyjna triazolowych analogéw kapu majg wiekszy
wplyw na wiasciwosci translacyjne mRNA w komodrkach dendrytycznych JAWS Il niz

odporno$¢ na degradacje enzymatyczng przez kompleks hDcpl1/Dcp?2.

111.13 Perspektywy na dalsze badania triazolowych
trinukleotydowych analogéw konca 5° mRNA
Mapowanie transkryptomu pokazato, ze metylacja pozycji N6 adenozyny jest najczesciej
wystepujacg modyfikacjg eukariotycznego mRNA. N6-metyloadenozyna znaczgco wptywa na
caty metabolizm mRNA w tym splicing mRNA, eksport mRNA, translaciec mRNA, a takze
wptywa na jego stabilno$¢!®’. Fakt ten sprawia, ze modyfikacja ta zaczeta by¢ szerzej

eksplorowana, réwniez w kontekscie analogéw korica 5° mRNAS8. Wykorzystujgc widze
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zdobytg podczas niniejszego projektu doktorskiego, na temat triazolowych trinukleotydowych
analogéw kapu, zaprojektowatem i zsyntezowatem nowe triazolowe analogi kapu posiadajgca
modyfikacje w pozycji N6 adenozyny. W nowo zaprojektowanych zwigzkach potgczytem
modyfikacje triazolowe, dajgce najlepsze wyniki w badaniach w RRL i w zywych komérkach,
z modyfikacjami zasady azotowej pierwszego transkrybowanego nukleotydu — pozycji N6
adenozyny. Zastosowanymi modyfikacjami triazolowymi byly modyfikacje wprowadzone w
zwigzkach m’Gppp-CHa-tr-AnpG  (4) i m’Gppp-tr-CoHapAmpG  (9).  Wprowadzonymi
modyfikacjami w obrebie zasady azotowej byla metylacja oraz benzylacja N6 pozyciji
adenozyny. Potgczenie modyfikacji triazolowych z modyfikacjami w obrebie zasad azotowe;j,
w zatozeniu miaty na celu zwiekszenie wiasciwosci translacyjnych triazolowych analogéw
kapu przy jednoczesnym uproszczeniu syntezy tych zwigzkdéw, dzieki zastosowaniu syntezy
za pomocg reakcji CUAAC. Nowo zsyntezowane zwigzki wykorzystatem do wstepnych badan
w RRL w celu okreslenia ich wiasciwosci translacyjnych. Struktury zaprojektowanych
zwigzkoéw przedstawitem na rysunku 113. Zwigzki te zsyntezowatem wykorzystujgc
opracowane przeze mnie procedury, ktore zostaty opisane w niniejszej pracy w poprzednich
rozdziatach (111.11.3i [11.11.4.).

Triazolowe trinukleotydowe analogi kapu o najlepszych wiasciwosciach biologicznych i biochemicznych
(o]
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Rysunek 113. Struktury chemiczne nowych trinukleotydowych pochodnych konca 5' mRNA, z modyfikacjami w
obrebie N6 pozycji adenozyny.

Tak jak w przypadku syntezy zwigzkéw (1-9), synteze trinukleotydowych triazolowych

analogébw kapu rozpoczatem od syntezy dinukleotyddw posiadajgcych terminalne

159



ugrupowanie azydkowe, ktéry otrzymatem za pomocg syntezy na podtozu statym. Jednakze,
w tym przypadku do syntezy na podiozu statym uzytem modyfikowanych w pozycji N6, grupa
metylowg oraz benzylowg, amidofosforynow. Modyfikowane w pozycji N6 amidofosforyny
adenozyny zsyntezowatem za pomocg reakcji katalizy przeniesienia miedzyfazowego (ang.
Phase Transfer Catalysis, PTC). Reakcja katalizy przeniesienia miedzyfazowego jest jedng z
techniki stosowanych w chemii organicznej polegajgca na syntezie chemicznej ukfadzie
heterofazowym z udziatem katalizatora przeniesienia fazowego (ang. Phase transfer catalyst).
Katalizator przeniesienia fazowego jest odpowiedzialny za transfer reagentéw z fazy, w ktorej
sg rozpuszczalne do fazy, w ktérej zachodzi reakcja. W swojej pracy, wczesniegj
zoptymalizowane i opisane w literaturze warunki reakcji, wykorzystatem do otrzymania
amidofosforynéw posiadajgcych grupe metylowg (5’-O-DMTr-2’-OMe-3’-amidofosforyn N6-
metylo-adenozyny, 21) oraz benzylowg (5-O-DMTr-2’-OMe-3’-amidofosforyn N6-benzylo-
adenozyny, 22) w pozycji N6 adenozyny!®®. Punktem startowym syntezy byt handlowo
dostepny amidofosforyn (5’-O-DMTr-2’-OMe-3’-amidofosforyn  N6-benzoil-adenozyny).
Odczynnikami alkilujgcymi byt jodek metylu (CHsl) lub bromek benzylu (BnBr). W
przeprowadzonych przeze mnie reakgcji, fazg organiczng byt chlorek metylenu (CH:Cl,), a fazg
nieorganiczng byt wodny roztwér wodorotlenku sodu (NaOHag, 1 M). Katalizatorem w reakcji
PTC byt bromek tert-Butylo amonu (tertBuN*Br *), ktéry byt odpowiedzialny w tej reakcji za
transfer anionu z fazy wodnej do fazy organicznej. Transfer anionu (OH’) powodowat
deprotonacje N6 pozycji amidofosforynu umozliwiajgc tym samym podstawienie grupag

metylowg lub benzylowg (metyl lub benzyl)(Rysunek 114).
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Rysunek 114. Schemat syntezy amidofosforyndw modyfikowanych w obrebie N6 zasady azotowej. Modyfikcja
metylowa oraz benzylowa.

W wyniku reakcji PTC otrzymatem dwa amidofosforyny, kazdy w postaci mieszaniny dwdch
diastereoizomerdw. Otrzymane zwigzki oczyScitem za pomocg chromatografii cieczowej ze
ztozem krzemionkowym w uktadzie heksan: octan etylu (od 0-100% octanu etylu), a nastepnie

wykorzystatem z powodzeniem do syntezy modyfikowanych dinukleotydéw przy uzyciu
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syntezy na podtozu statym (Rysunek 115 A,B), stosujgc procedure opisang w rozdziale
.11.1..
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Rysunek 115. Syntezy dinukleotydow z grupg azydkowa z dodatkowg modyfikacjg w obrebie pozycji N6 adenozyny.
A. Synteza dinukleotydu z przytaczong grupg azydkowg bezposrednio w pozycji 5’ rybozy. Etapy syntezy i.
Detrytylacja — kwas dicholoroctowy (DCA) 3%, Aktywacja amidofosforynu i reakcja sprzegania z amidofosforynem
21 w obecnosci 5-benzyltiol-1H-tetrazol, Utlenianie grupy fosforanowej — 0.05 M roztwér jodu w pirydynie; ii.
Detrytylacja — kwas dicholoroctowy (DCA) 3%; iii. Jodowanie pozycji 5’-OH - (PhsPCHzs*l-) w DMF; iv. Azydowanie
— nasycony roztwor NaNs w DMF, 1 h, 60 °C; v. Odbezpieczanie oraz odcinanie od ztoza — roztwor amoniak :
metyloamina (AMA) (1:1, v/v), 37 °C, 4 h; B. Synteza dinukleotydu z grupg azydkowg przytaczong do grupy
fosforanowej w pozycji 5°. . Detrytylacja — kwas dicholoroctowy (DCA) 3%, Aktywacja amidofosforynu i reakcja
sprzegania z amidofosforynem 22 w obecnosci 5-benzyltiol-1H-tetrazol; Utlenianie grupy fosforanowej — 0.05 M
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roztwor jodu w pirydynie; ; Detrytylacja — kwas dicholoroctowy (DCA) 3%; ii. reakcja sprzegania z amidofosforynem
17 w obecnosci 5-benzyltiol-1H-tetrazol; Utlenianie grupy fosforanowej — 0.05 M roztwér jodu w pirydynie; iii.
Azydowanie — nasycony roztwor NaNs w DMF, 1 h, 60 °C; iv. Odbezpieczanie: TEA - 3HF, DMSO, 3 h, 65 °C; v.
Odbezpieczanie oraz odcinanie od ztoza — roztwor amoniak : metyloamina (AMA) (1:1, v/v), 37 °C, 4 h. .

Nowe triazolowe analogi kapu otrzymatem fgczac za pomocyg reakcji CUAAC odpowiednie
dinukleotydy, z wugrupowaniem azydkowym, z 5'-trifosforanami 7-metyloguanozyny

posiadajgcymi terminalng grupe alkilowa, stosujgc procedure opisang w rozdziale 111.11.3.
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Rysunek 116. Schemat syntezy triazolowych trinukleotydowych analogéw kapu. i. CuSOa, askorbinian sodu, H20,
rt.

Zsyntezowane analogi kapu (Rysunek 116), posiadajgce modyfikacje triazolowe oraz
dodatkowg grupe metylowg lub benzylowg, w pozycji N6 pierwszej transkrybowanej
adenozyny, wykorzystatem do badan majgcych na celu sprawdzenie wptywu modyfikacji w
pozycji N6 adenozyny na translacje mRNA. Otrzymane analogi kapu wbudowatem do dtugich
fragmentow RNA, kodujgcych biatko lucyferaze Gaussia, za pomocg reakcji IVT korzystajgc z
wczesniej opracowanych warunkéw (Rozdziat 111.12.1.2). Otrzymane w wyniku reakcji IVT
kapowane mRNA wykorzystatem do badan w lizatach komorkowym z retikulocytéw kroliczych
(RRL). Badania przeprowadzone w lizatach komérkowych (RRL) przeprowadzitem w
uprzednio opisanych warunkach (Rozdziat 111.12.3.). Jako kontrole wykorzystalem mRNA
kodujgce Gaussia lucyferaze zakonczong zwigzkami: ARCA, m’GpppG, GpppG (kontrola
negatywna), m’GpppAmpG (kap 1), m’GpppCH:tr-AmpG (4) oraz m’Gppp-tr-CoHipAmnpG (9).
Otrzymane wyniki znormalizowatem wzgledem wynikéw uzyskanych dla mRNA

zakonczonego zwigzkiem ARCA (Rysunek 117).
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Wzgledna wydajnosé translagi w RRL
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Rysunek 117. Wzgledna wydajnosc¢ translacji w lizatach komorkowych z retikulocytéw kréliczych. Wyniki zostaty
przedstawione w postaci histogramu reprezentujgcego srednig warto$¢ z trzech powtorzen technicznych (Mean
+SD). Wyniki zostaty znormalizowane wzgledem mRNA zakonczonego kapem ARCA.

Przeprowadzone przeze mnie badania pokazaty, ze potgczenie modyfikacji N6 metylowej i
benzylowej z triazolowymi mostkowymi modyfikacjami nie wptynety pozytywnie na wydajnos¢
translacji mMRNA zakoriczonego nowymi analogami kapu) w lizatach komoérkowych z
retikulocytéw kroliczych (RRL) (Rysunek 117, Tabela 9). Otrzymane przeze mnie transkrypty
zakonczone analogami kapu (4a, 9a i 9b, Rysunek 116) ulegaty translacji mniej wydajnie niz
transkrypty zakonczone analogami kapu niemodyfikowanymi w pozycji N6 (m’Gppp-CHa-tr-
AnpG (4) oraz m’Gppp-tr-CoHspAnpG (9)). mMRNA zakonczone zwigzkami m’Gppp-CHa-tr-
MALPG (4a), M'Gppp-tr-CoHap™ARpG (9a)” oraz m’Gppp-tr-CoHspB®AnpG (9b) ulegaty
translacji w RRL poréwnywalnie do mRNA zakonczonego dinukleotydowym zwigzkiem ARCA,
podczas gdy mRNA zakonczone m’Gppp-CHa-tr-AnpG (4) oraz m’Gppp-tr-CoHspAmpG (9) —
bez modyfikacji N6, ulegaty translacji 2.5-krotnie wydajniej — poréwnywalnie do mRNA
zakonczonego m’GpppAmpG (kapl).
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Tabela 9. Wzgledna wydajnos¢ translacji mRNA kodujgcego biatko lucyferaze Gaussia w RRL. Wyniki zostaty
znormalizowane wzgledem mRNA zakonczonego kapem ARCA. Wyniki przedstawiajg warto$¢ s$rednig z 3
powtorzen technicznych + SEM.

Kapowane -RNA Wzgledna wydajnosé¢ translacji * SEM
ARCA 1

m’GpppG 0.76 + 0.03

GpppG 0.06 + 0.02

n’GpppAmpG (kapl) 2.41+0.24
m’Gppp-CHa-tr-AmpG (4) 2.47 + 0.09
m’Gppp-CHa-tr-"AnpG (4a) 0.97 + 0.16
m’Gppp-tr-CoHs-pAnpG (9) 2.34 + 0.07
m’Gppp-tr-CoHa-p "AnpG (9a) 0.92+0.18
m’Gppp-tr-CoHa-p “"*AnpG (9a) 0.94 +0.13

Otrzymane przeze mnie wyniki pokazaty, ze modyfikacja pozycji N6 adenozyny grupami
metylowg lub benzylowg w potagczeniu z modyfikacjami triazolowymi w obrebie mostka
trifosforanowego nie zwigkszajg bezposrednio wydajnosci (szybkosci) translacji mRNA w
badanym uktadzie (RRL). Wczes$niejsze badania przeprowadzone w laboratorium chemii
biologicznej (CeNT UW)(badania nieopublikowane) pokazaty znaczny wzrost produkcji biatka
z RNA zakonczonego analogami kapu z modyfikacjami pozycji N6 pierwszej transkrybowanej
adenozyny. Jednak wzrost ten byt widoczny dopiero na poziomie badan komérkowych oraz in
vivo. Wyniki te sugerujg, ze wzrost syntezy biatka z mRNA nie wynika bezposrednio ze
zwiekszenia szybkosci translacji mRNA (co obserwowane jest w RRL), a z innych czynnikéw
(procesow komorkowych), ktére w RRL nie zachodzg. Z tego powodu, aby w petni potwierdzic¢
oraz zrozumie¢ wptyw modyfikacji w pozycji N6 adenozyny triazolowych analogéw kapu
nalezatoby wykona¢ dodatkowe badania w zywych komérkach, gdzie efekt tej tych modyfikacji

moze by¢ zaobserwowany.

111.14 Podsumowanie drugiej czesci rozprawy
doktorskiej dotyczacej triazolowych analogéw kapu

Druga czes¢ badan mojej rozprawy doktorskiej dotyczyta badania wptywu modyfikacji konca
5 mRNA (kapu) na wydajnoé¢ translacji mRNA. W ramach tej czesci projektu zaprojektowatem
nowg sciezke syntezy chemicznej trinukleotydowych analogéw kapu, w ktérej wykorzystatem
chemie typu ,click” — reakcje CuAAC. Przy uzyciu reakcji CUAAC zsyntezowatem 9 analogéw
kapu posiadajgcych modyfikacje w obrebie mostka trifosforanowego (m’Gppp-tr-ApG (1),
m’Gppp-tr-AnpG (2), m’Gppp-CHa-tr-ApG (3), m’Gppp-CHa-tr-AnpG (4), m’Gppp-C.Ha-tr-ApG
(5), M’Gppp-C2Ha-tr-AnpG (6), m’Gppp-OCH:-tr-ApG (7), m’Gppp-OCH:-tr-AnpG (8) oraz
m’Gppp-tr-C.Hs-pAnpG (9)), a takze 3 analogi kapu posiadajace modyfikacje w orbebie
pierwszego wigzania fosfodiestrowego (m’GpppG-2'0-karb-CHa-tr-ApG (10a), m’GpppG-3'O-
karb-CHy-tr-ApG (10b) oraz m’GpppAm-3'OCH-tr-G (11). W pierwszej kolejnosci, w celu
zsyntezowanie wyzej wymienionych zwigzkow, zsyntezowatem odpowiednie podjednostki

dinukleotydowe posiadajgce terminalng grupe azydkowa (5’-NsApG (12a), 5-N3-AmpG (12b)
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oraz 5’-N3-C2HapAmpG (12¢)). Zwigzki 12a-c otrzymatem za pomocg syntezy na podtozu statym.
Synteza zwigzku 12c¢ dodatkowo wymagata zsyntezowania modyfikowanego amidofosforyny z
dwu weglowym tgcznikiem, do ktérego byt przytgczony brom (zwigzek 17). W nastepnym kroku,
zwigzki 12a-c pofgczytem w reakcji CuAAC z odpowiednio modyfikowanymi (grupami
alkilowymi) pochodnymi m’GTP (zwigzki 13-16) lub pochodnymi kapu (m’GpppGyys (izomer 2’ i
3") oraz m’GpppAm-3'OCsHs (20). Dzieki zoptymalizowanym warunkom CuAAC czas ostatniego
etapu syntezy skrécitem do maksymalnie 2 h, podczas gdy powszechnie stosowana procedura,
wykorzystujgca P-imidazolid m’GDP, wymaga co najmniej 24 h. Struktury otrzymanych
zwigzkow potwierdzitem przy uzyciu metod spektroskopowych (NMR). Otrzymane przeze mnie
analogi kapu postuzyty jako narzedzie do badania translacji RNA. Zwigzki te, w pierwszej
kolejnosci zostaty wbudowane do krétkiego RNA (35 nt) podczas reakcji transkrypcji in vitro.
Przy uzyciu powstatego RNA =zostat wyznaczony wydajnos¢ kapingu (wydajnos¢ ko-
transkrypcyjnego wbudowywania kapu do RNA). Najwyzszg wydajnoscig kapingu
charakteryzowat sie zwigzki m’Gppp-tr-AmpG (2, 75%), podczas gdy niemodyfikowany kap —
m’GpppAnpG wbudowywat sie do RNA z wydajnoscig 88%. Wysokg wydajnoscig kapingu
charakteryzowat sie rowniez zwigzek m’Gppp-tr-C2HapAmpG (9, 69%). Pozostate analogi kapu
wbudowywat sie z wydajnoscia od 66-29%. Najnizszymi wydajnosciami kapingu
charakteryzowaty sie zwigzki m’GpppG-2'O-karb-CHa-tr-ApG (10a) i m’GpppAm-3'OCH.-tr-G
(11) posiadajgce modyfikacje w obrebie wigzania fosfodiestrowego. Do$¢ dobra wydajnosé
kapingu >60% $wiadczy o tym, ze wprowadzone modyfikacje sg rozpoznawane przez
polimeraze T7. Kolejnym krokiem byto wykorzystanie zwigzkéw 1-9 oraz 10b (dla ktorych
wydajnos¢ kapingu byta wyzsza niz 33%) do otrzymania dtugiego RNA, kodujgcego biatko
reporterowe lucyferaze Gaussia. Za pomocg otrzymanych RNA zbadatem wptyw modyfikaciji
analogu kapu na wydajnosc¢ translacji w lizatach komoérkowych RRL. W tych badaniach
najwyzszg wydajnos¢ translacji uzyskatem dla RNA zakonczonego analogiem kapu m’Gppp-
CHa-tr-AmpG (4) i m’Gppp-tr-C2Ha-pAnpG (9), ktdre ulegato translacji rownie wydajnie jak RNA
zakonczone niemodyfikowanym kapem (m’GpppApG i m’GpppAmpG). Zsyntezowane w ten
sam sposéb RNA zostato réwniez wykorzystane do badan translacji w komérkach
dendrytycznych JAWS Il. Otrzymane wyniki pokazaty, ze RNA zakoriczone m’Gppp-tr-CoHa-
PAmPG (9) ulega translacji rownie wydajnie jak RNA zakonczone kapem m’GpppAmpG. Wynik
ten sugeruje, ze zwigzek m’Gppp-tr-C2Hs-pAmpG (9) moze by¢ dobrym mimetykiem naturalnego
kapu m’GpppAmpG, przy czym synteza zwigzku m’Gppp-tr-CoHs-pAmpG (9), przy zastosowaniu
zoptymalizowanej przeze mnie reakcji CuUAAC jest znacznie szybsza. Dodatkowo, zbadana
zostata stabilno$¢ RNA zakoriczonego kapami m’Gppp-CHz-tr-AnpG (4) i m’Gppp-tr-CoH.-
pPAnpPG (9) na degradacje przez kompleks Dcp1/Dcp2. Otrzymane wyniki pokazaty, ze zwigzek
(4) byt catkowicie odporny da degradacje enzymatyczng w testowanych warunkach, podczas

gdy zwigzek m’Gppp-tr-CoH4-pAmpG (9) ulegat degradacji szybciej niz niemodyfikowany kap.
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Na koniec wyznaczytem powinowactwo otrzymanych analogéw kapu (2, 4, 6, 8, 9, 10b oraz 11)
wzgledem biatka elF4E za pomocg metody spektroskopowej (FQT). Niemal wszystkie zbadane
zwigzki posiadaty zblizone powinowactwo do biatka elF4E jak niemodyfikowany analog kapu
(M’GpppAmpG, Kp = 29.6 + 2.3 nM). Wyjgtkami byt zwigzek m’Gppp-tr-CzHs-pAmpG (9), ktory
4-krotnie silniej wigzat sie do biatka elF4E niz niemodyfikowany kap (m’GpppAmpG, Kp= 7.35 %
0.2 nM) oraz zwigzek 11, ktére z kolei wykazywat znacznie obnizone powinowactwo do elF4E
(Kp=195 * 35.5 nM). Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze m’Gppp-tr-
C2oHs-pAnpG (9) posiada poréwnywalne wiasciwosci biologiczne jak naturalne wystepujacy kap
(M’GpppAmpG), jednak jego uproszczona synteza sprawia, ze zwigzek (9) moze by¢
potencjalnie wykorzystywany jako narzedzie do badania metabolizmu mRNA i biatek w
zaangazowany w ten proces, a takze w terapiach wykorzystujgcych technologie mRNA. Na
podstawie uzyskanych wynikow dotyczacych badania translacji mRNA zaprojektowatem
dodatkowo, trzy nowe analogi kapu. Punktem wyjsciowym do zaprojektowania nowych
zwigzkéw byty analogi kapu m’Gppp-CHa-tr-AnpG (4) oraz m’Gppp-tr-CoHspAnpG (9)
posiadajgce najlepsze witasciwosci biologiczne. Nowo zaprojektowane zwigzki posiadaty
modyfikacje w obrebie mostka trifosforanowego, takie jak wystepujg w zwigzkach (4) i (9), z
dodatkowg grupg metylowg lub benzylowg w pozycji N6 adenozyny (m’Gppp-CHz-tr-"°AnpG
(4a), m’Gppp-tr-C2Hsp™AnpG (9a) oraz m’Gppp-tr-C2H4pB"AnpG (9b)). W celu otrzymania
zwigzkow 4a, 9a oraz 9b konieczna byla synteza nowych dinukleotydéw z terminalng grupg
azydkowg (5-N3™AmpG (12d), 5-N3-CoHsp™AnpG (12e) oraz 5-N3-CoHipB"®AnpG (12f)).
Zwigzki te zostaty otrzymane przy uzyciu syntezy na podtozu statym. Finalnie, nowe analogi
kapu, zostaty otrzymane przy uzyciu reakcji CUAAC, fgczac ze sobg odpowiednie podjednostki
azydkowe (12d-f) z podjednostkami alkinowymi (13 i 14). Struktury nowych analogéw kapu
zostaty potwierdzone za pomocg NMR. Zwigzki 4a, 9a i 9b zostaty, za pomocg reakcji IVT,
wbudowane do RNA kodujgcego lucyferaze Gaussia i wykorzystane w RRL do zbadania
wydajnosci translacji, tak przygotowanego mRNA. Badania w RRL pokazaty, ze dodatkowa
modyfikacja w pozycji N6 adenozyny, nie zwieksza wydajnosci translacji mMRNA w RRL, w
poréwnaniu do wczeéniej zbadanych zwigzkdéw 4 i 9. Jednak, aby ostatecznie zbadaé potencjat

zwigzkow 4a, 9a i 9b niezbedne sg dodatkowe badania w zywych komérkach oraz in vivo.
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V. Podsumowanie

IV Podsumowanie

Niniejsza rozprawa doktorska sktada sie z dwdéch czesci, ktérych wspdlnym
mianownikiem byto badanie biatek zaangazowanych metabolizm konca 5 mRNA przy uzyciu
modyfikowanych nukleotydow. Badania wykonane w ramach niniejszej rozprawy dotyczyly
dwoch ludzkich biatek — biatka cN-IIIB zaangazowanego w metabolizm produktéw powstatych
w wyniku degradacji kapu oraz biatka elF4E, odpowiedzialnego za inicjacje translacji mRNA.
Kazda z czesci niniejszego projektu skfadata sie z czesci syntetycznej w ramach, ktorej
zajmowatem sie syntezg modyfikowanych nukleotydéw oraz czesci biofizyczno-
biochemicznej, w ktorej modyfikowane nukleotydy byty wykorzystywane do badanh procesoéw,

w ktore biatka cN-IIIB i elF4E sg zaangazowane.

Pierwsza czesé badan zawartych w niniejszej rozprawie, dotyczyta tworzenia narzedzi
molekularnych do badania enzymu cN-IlIB. Ponizej podsumuje najwazniejsze osiggniecia i

whnioski zwigzane z realizacjg tych badan:

o Zebratem biblioteke ,I-generacji” sktadajgcg sie w sumie z 41 zwigzkéw (9 naturalnie
wystepujacych nukleotydow oraz 32 modyfikowanych nukleotydéw — pochodnych
m’GMP). Zebrang biblioteke wykorzystatem do badan przesiewowych (przy uzyciu
HPLC w odwroconych fazach) majgcych na celu poznanie ich wtasciwosci
substratowych i inhibitorowych wzgledem enzymu cN-IlIB.

e Na podstawie wstepnych badan przesiewowych wytypowatem 3 zwigzki wiodace,
charakteryzujgce sie odpornoscig na degradacje enzymatyczng przez enzym cN-IIIB
oraz najsilniejszymi wiasciwosciami inhibitorowymi wzgledem tego enzymu. Byly to
zwigzki m’G-triazolP (S14) (scharakteryzowany wczes$niej, pierwszy inhibitor enzymu
cN-111B), Bn’'GMP (S19) oraz Bn’GDP (S20).

o Wytypowane zwigzki na podstawie wstepnych badan poddatem dalszej analizie,
wyznaczajgc dla nich parametr ICso przy uzyciu analizy zielenig malachitowg. Sposrod
trzech wytypowanych zwigzkéw, najnizszg warto$¢ parametru ICso posiadat zwigzek
Bn’GMP (S19, ICso= 10.0 £ 1.0 uM), ktéra byta 10-krotnie nizsza niz warto$¢ otrzymana
dla pierwszego znanego inhibitora enzymu cN-l1IB — m’G-triazolP (S14, ICs= 101.8 +
7.8 UM). Wartos$¢ parametru ICsq dla zwigzku Bn’GDP (S20) wyniosta 52.8 + 5.7 uM.

e Na podstawie trzech struktur wiodgcych zaprojektowatem i zsyntezowatem 11 nowych
zwigzkéw (S19, S19-1-3, S20, S20-1, S33-36 oraz S36-1), ktére posiadaty modyfikacje
w obrebie zasady azotowej, rybozy lub reszcie fosforanowej. Struktury tych zwigzkéw

potwierdzitem przy uzyciu technik spektroskopowych.
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Nowo otrzymane zwigzki wykorzystatem do badanh biofizycznych majgcych na celu
wyznaczy¢ ich potencjat substratowy i inhibitorowy wzgledem enzymu cN-IIIB. Do tego
celu wykorzystatem analize zielenig malachitowg. Wszystkie z nowo otrzymanych
zwigzkow byly odporne na degradacje enzymatyczng przez enzym cN-IlIB. Sposrod
badanych zwigzkéw najsilniejszym inhibitorem enzymu cN-IlIB okazat sie by¢ zwigzek
3Me-Bn’GMP (S36, ICso= 2.3 £ 0.3 uM), ktérego wartos¢ ICso byta prawie 5-krotnie
nizsza niz dla najsilniejszego inhibitora z pierwszej biblioteki zwigzkéow (Bn’GMP, S19,
ICso= 10.0 £ 1.0 yM).

Na podstawie zebranych wynikow (metoda SAR) wytypowatem modyfikacje wptywajace
na zwiekszenie aktywnosci zwigzku wzgledem enzymu cN-IIIB. Modyfikacjg tg okazata
sie by¢ grupa benzylowa w pozycji N7 guanozyny (zwigzki 3Me-Bn’GMP oraz Bn’"GMP).
Na podstawie wynikéw uzyskanych metodg SAR zebratem trzecig biblioteke zwigzkdw.
Biblioteka ta sktadata sie z o$miu zwigzkéw — pochodnych Bn’GMP. Nowe zwigzki
posiadaty dodatkowe podstawniki metylowe (3Me-Bn’GMP (S36), 3Me-Bn’G-triazolP
(S36-1, dodatkowa modyfikacja w obrebie reszty fosforanowej), 4Me-Bn’GMP(S36-2)
oraz 3,5Mez-Bn’GMP (S36-3)), fluorowe (3,4diF-Bn’GMP (S37), 2,4diF-Bn’GMP (S37-
1) oraz 3,4,5triF-Bn’GMP (S37-2) lub trifluorometylowe (4-CFs-Bn’GMP (S38) w obrebie
pierscienia benzylowego. Zwigzki te wykorzystatem do poznania wilasciwosci
substratowych i inhibitorowych enzymu cN-11I1B. Wiasciwosci inhibitorowe tych zwigzkoéw
zbadatem poprzez wyznaczenie dla nich parametru ICso wzgledem biatka cN-IIIB.
Najsilniejszymi inhibitorami enzymu cN-I1IB okazaty sie by¢ zwigzki 3Me-Bn’GMP (S36)
oraz 3,4-diF-Bn’GMP (S37), ktérych parametry ICso wyniosty odpowiednio 2.3 + 0.3 oraz
2.5 £ 0.2 pyM. Otrzymane parametry 1Cso byty 50-krotnie nizsze niz otrzymane dla
pierwszego inhibitora enzymu cN-llIB (m’G-triazolP, S14, ICso= 101.8 + 7.8 uM).
Pozostate zwigzki z tej biblioteki zwigzkéw réwniez wykazywaty aktywnos$¢ wzgledem
enzymu cN-I1IB. Otrzymane wartosci parametru I1Cso dla zwigzkéw S36-1, S36-2, S36-3,
S37-1, S37-2 oraz S38 wynosity od 7.3 £ 0.9 uM (dla S38) do 89 + 27 uM (dla S36-1).
Wartosci te byty nizsze niz te otrzymane dla pierwszego znanego inhibitora enzymu cN-
B (m’G-triazolP, S14, ICso= 101.8 * 7.8 uyM), co réwniez czyni te zwigzki dobrymi
inhibitorami enzymu cN-I1lIB. Wytypowane najsilniejsze inhibitory enzymu cN-IIIB
zbadatem w kontekscie ich selektywnosci wzgledem enzymu cN-IIIA oraz biatka elFAE.
Zbadatem selektywnos$¢ siedmiu najsilniejszych wytypowanych inhibitorow (Bn’GMP
(S19), 3Me-Bn’GMP (S36), 4Me-Bn’GMP(S36-2), 3,5Me.-Bn’GMP (S36-3), 3,4diF-
Bn’GMP (S37), 2,4diF-Bn'"GMP (S37-1) oraz 4-CFs;-Bn’GMP (S38)) poréwnujgc
wartosci parametru ICso wyznaczonego dla enzymu cN-I11B z wartosciami parametru 1Cso
otrzymanymi dla enzymu cN-IlIA. Uzyskane wartosci parametru ICso dla enzymu cN-IIIA
pokazaty, ze zwigzki (Bn’'GMP, 3Me-Bn’GMP (S36), 4Me-Bn’GMP(S36-2), 3,5Me;-
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Bn’GMP (S36-3), 3,4diF-Bn’"GMP (S37), 2,4diF-Bn’"GMP (S37-1) oraz 4-CFs;-Bn'"GMP
(S38)) wykazujg niskg aktywnos¢ wzgledem enzymu cN-IIIA. Wartosci parametru I1Cso
(cN-111A) dla najsilniejszych inhibitoréw enzymu cN-I11B wynosity Bn’GMP (S19, ICso(cN-
lIA)= 113.4 £38.5 pM), 3Me-Bn’GMP (S36, ICso(cN-I1A)= 126.8 +35.6 pM), 3,4diF-
Bn’GMP (S37, ICso(cN-1l1A)= 105.8 +26.6 uM) oraz 4-CF3-Bn’GMP (S38, ICso(CN-I111A)=
42.5 +8.3 uM). Na podstawie uzyskanych wynikow wyznaczytem parametr Sl (Selectivity
Index), ktory jest definiowany jako iloraz wartosci parametru ICso (CN-IIIB) i wartosci
parametru ICso (cN-111A). Wartosci Sl wyniosty kolejno 0.09 dla Bn’'GMP, 0.02 dla 3Me-
Bn’‘GMP i 3,4diF-Bn’GMP oraz 0.17 dla 4-CFs-Bn’GMP. Wartosci S| réwne 0.02
Swiadczg o wysokiej selektywnosci zwigzkdéw (S36 i S37) wzgledem enzymu cN-IIIB.
Dla zwigzkéw (Bn’GMP (S19), 3Me-Bn’GMP (S36), 3,4diF-Bn’GMP (S37) oraz 4-CFs-
Bn'GMP (S38) zbadatem selektywnos¢ w kontekscie biatka elF4E wyznaczajgc
parametr ECso przy uzyciu sondy fluorescencyjnej typu ,Turn-on; Turn-off’. Wartosci
ECso dla tych zwigzkéw wyniosty 15.8 £ 2.8 uM (S19, Slcnnisreirae= 0.62), 22.6 + 4.3 yM
(S36, Slenmpreirae = 0.10), 39.9 + 8.5 uyM (S37, Slennisreirae= 0.06) oraz 117.5 £ 66.4 uyM
(S38, Slennisreirae =0.06). Otrzymane wartosci byly co najmniej 2-krotnie wyzsze niz te
uzyskane dla m’GMP (8.4 + 1.7 uM), bedacego stabym inhibitorem biatka elF4E.
Ogodlnie wyniki te potwierdzajg wysokg selektywnos¢ badanych inhibitorow wzgledem
biatka cN-111B.

Uwzgledniajgc parametry takie jak 1Cso (CN-111B) oraz selektywno$c¢ inhibitoréw enzymu
cN-IIIB (SI) wzgledem enzymu cN-IlIA oraz biatka elF4E, najlepszym niekowalencyjnym
inhibitorem enzymu cN-IIIB okazat sie by¢ zwigzek 3,4-diF-Bn’GMP (S37). Zwigzek ten
zostat wykorzystany do dalszych badan biologicznych i biochemicznych, ktére
przyblizyty mechanizm dziatania enzymu cN-IIIB.

Zwigzek 3,4-diF-Bn’GMP (S37) wykorzystano do otrzymania, po raz pierwszy, struktury
krystalograficznej ludzkiego enzymu cN-llIB wraz z ligandem. Struktura
krystalograficzna ludzkiego enzymu cN-111B oraz przeprowadzone badania obliczeniowe
— dokowanie — wyjasnity sposob wigzania benzylowych analogéw m’GMP oraz
mechanizm inhibicji enzymu cN-IlIB przez te zwigzki. Mechanizm inhibicji enzymu cN-
1B przez benzylowe pochodne m’GMP polega na zablokowaniu enzymu w konformagiji

otwartej uniemozliwiajgc przebieg reakcji enzymatycznej.

Znalezione przeze mnie inhibitory enzymu cN-111B wykorzystano w eksperymentach z
uzyciem spektrometrii mas, ktore pokazaty, ze enzym cN-IIIB jest odpowiedzialny za
degradacje m’GMP w lizatach komérek HEK 293T. Otrzymane narzedzie (inhibitory
enzymu cN-I11B) mogg postuzy¢ do monitorowania aktywnosci enzymu cN-111B w innych

liniach komdrkowych lub tkankach, gdzie aktywnosé tego enzymu moze by¢ rézna.
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Opracowatem $ciezki syntezy chemicznej, ktéra pozwolita otrzymaé najsilniejsze
niekowalencyjne inhibitory enzymu cN-llIB w postaci pronukleotydéw, mogacych
przenikaé przez btone komérkowg. Otrzymane pronukleotydowe inhibitory enzymu cN-
[1IB moga w przysztosci umozliwi¢ badanie aktywnosci enzymu cN-I11B w komoérkach lub
in vivo. Potencjalne dziatanie chemosensytyzujgce tych zwigzkow wzgledem komoérek
nowotworowych moze by¢ réwniez istotne w kontekscie rozwijania nowych terapii.

Scharakteryzowatem zestaw pochodnych Bn’GMP zawierajgcych grupy funkcyjne
ulegajgce reakcjom typu SuFEX (grupa SO:F i SOsF) w pozycjach meta oraz para
pierscienia benzylowego i zidentyfikowatem kowalencyjny inhibitor (pSO.FBn’GMP)
enzymu cN-llIB. Tworzenie kowalencyjnego potgczenia z biatkiem potwierdzitem
poprzez badania funkcjonalne oraz metodg spektrometrii mas. Zwigzek ten, nalezgcy do
grupy tzw. suicide inhibitors, hamowat aktywno$¢ cN-IlIIB juz w stezeniach

nanomolarnych (ICso= 67 nM) i jest on pierwszym odkrytym inhibitorem nukleotydaz tego

typu.

Druga czes¢ mojej rozprawy doktorskiej dotyczyta optymalizacji syntezy

trinukleotydowych analogdéw kapu, ktére wykorzystatem jako narzedzia do badania biatka

elF4E, bedacego jednym 2z czynnikdw inicjujgcych translacie mRNA. Najwazniejsze

osiggniecia tej czesci projektu zostaty wymienione ponizej.

Opracowatem nowg $ciezke syntezy tri- oraz tetranukleotydowych analogéw kapu. Do
syntezy nowych analogoéw kapu wykorzystatem reakcje CuAAC, dzieki ktorej znaczaco
skrécitem czas ostatniego etapu syntezy tego typu zwigzkéw (z 48 h do maksymalinie 1
h).

Opracowatem synteze modyfikowanych dinukleotydéw posiadajgcych terminalng grupe
azydkowa przy uzyciu syntezy na podtozu statym. W pierwszej czesci badan otrzymatem
trzy, modyfikowane ugrupowaniem azydkowym, dinukleotydy (5-NsApG, 5-N3AmpG
oraz Nz-CoHapAmpG).

Dinukleotydy z ugrupowaniem azydkowym (5’-N3ApG, 5’-NsAnpG oraz N3-CaHapAmpG)
wykorzystatem do syntezy 9 trinukleotydowych analogéw kapu z modyfikacjami w
obrebie mostka polifosforanowego (m’Gppp-tr-ApG (1), m’Gppp-tr-AmpG (2), m’Gppp-
CHa-tr-ApG (3), m’Gppp-CHa-tr-AnpG (4), m’Gppp-CzHa-tr-ApG (5), m’Gppp-CzHa-tr-
AnpG (6), m’Gppp-OCHy-tr-ApG (7), m’Gppp-OCHa-tr-AmpG (8) oraz m’Gppp-tr-C,Ha-
PAmPG (9).

Zwigzek 5-NsApG wykorzystatem do syntezy dwoch tetranukleotydowych analogow
kapu posiadajgcych modyfikacje w obrebie pierwszego wigzania fosfodiestrowego:
m’GpppG-2'0-karb-CHz-tr-ApG (10a) oraz m’GpppG-3'O-karb-CH.-tr-ApG (10b)
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Zsyntezowatem dinukleotydowy analog kapu m’GpppAm-3'OCsHs z ugrupowaniem
alkilowym w pozycji 3’ rybozy, ktéry wykorzystatem do syntezy trinukleotydowego
analogu kapu z modyfikacjg triazolowg w obrebie wigzania fosfodiestrowego
(M’GpppAm-3'OCH2-tr-AnpG (11).

Struktury wszystkich zwigzkéw potwierdzitem za pomocg magnetycznego rezosnansu
jadrowego (NMR) oraz spektrometrii mas.

W pierwszej czesci tego projektu syntezowatem tgcznie 12 nowych analogoéw kapu

Dla otrzymanych 12 analogéw kapu zbadano procent kapingu (wydajnosé ko-
transkrypcyjnego wbudowywania analogéw kapu do RNA). Najwyzszg wydajnoscig
kapingu charakteryzowat sie zwigzek m’Gppp-tr-AmpG (2) (75%), podczas gdy
wydajnos¢ kapingu dla niemodyfikowanego analogu kapu (kap1) wynosita 88%. Wysoka
wartoscig kapingu otrzymano réwniez dla zwigzku m’Gppp-tr-CzHs-pAmpG (9) (69%).
Otrzymane mRNA, zakonczone roéznymi analogami kapu, zostato wykorzystane do
badania translacji RNA w lizacie z komorek (retikulocytow kréliczych, RRL).

Badania w RRL pokazaty, ze mRNA zakonczone zwigzkami m’Gppp-CHa-tr-AmpG (4)
oraz m’Gppp-tr-C2Hs-pAmpG (9) ulega translacji réwnie wydajnie jak mRNA zakoriczone
naturalnie wystepujacym kapem (kapO i kap1), przy czym synteza tych analogéw kapu
jest znaczaco krétsza.

mRNA zakonczone triazolowymi analogami kapu zostato wykorzystane do badan
translacji mMRNA w komérkach dendrytycznych JAWS II.

Badania komérkowe pokazaty, Zze najlepszymi witasciwosciami translacyjnymi
charakteryzuje sie mRNA zakonczone analogiem kapu m’Gppp-tr-CoHs-pAnpG (9).
Wydajnosc¢ translacji tego mRNA byto poréwnywalne z mRNA zakoriczone naturalnym
kapem (kap1). mRNA zakonczone pozostatymi analogami kapu nie ulegato wydajnie
translacji w badanym uktadzie.

Zbadatem powinowactwo zwigzkéw m’Gppp-tr-AmpG (2), m’Gppp-CHz-tr-AnpG (4),
m’Gppp-C2Ha-tr-AnpG  (6), m’Gppp-OCHz-tr-AnpG (8) m’Gppp-tr-CoHa-pAnpG  (9),
m’GpppG-3'0-karb-CHy-tr-ApG (10b) oraz m’GpppAm-3'OCH.-tr-AmpG (11) do biatka
elF4E poprzez wyznaczenie state dysocjacji Ko (elF4E) za pomocg metody
spektroskopowej (FQT). Otrzymane Kp (elF4E) dla badanych zwigzkéw poréwnatem ze
Kb (elF4E) otrzymang dla niemodyfikowanego kapu (kap1). Najnizszg Ko (elF4E), czyli
najwieksze powinowactwo do biatka elF4E, posiadat zwigzek (9), ktérego Kp (elF4E)
wyniosto 7.35 + 0.20 nM. Wartos¢ Kp (elF4E) uzyskana dla zwigzku (9) byta 4-krotnie
nizsza niz warto$¢ Kp (elF4E) otrzymana dla niemodyfikowanego kapu (kapl, 29.6 + 2.3
nM). Wartosci Kp (elF4E) otrzymane dla pozostatych analogéw kapu byty poréwnywalne

lub nieco wyzsze niz dla niemodyfikowanego kapu (kap1, 29.6 £ 2.3 nM). Wyjatkiem byt
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analog kapu m’GpppAm-3'OCH.-tr-AnpG (11), ktdrego stata dysocjacji wyniosta 194 +
35.3 nM.

e Zwigzek m’Gppp-tr-CHs-pAnpG (9), posiadajgcy najlepsze wiasciwosci biologiczne
(wydajny kaping oraz translacja mRNA), postuzyt mi jako wzorzec do syntezy nowych
analogéw kapu posiadajgcych dodatkowg modyfikacje w obrebie zasady azotowej
pierwszego transkrybowanego nukleotydu. Zaproponowanymi przeze mnie zwigzkami
byt zwigzek m’Gppp-tr-C,Hs-p™AnpG posiadajgcy metylacje w pozycji N6 adenozyny
oraz m’Gppp-tr-CoH4-pE"®AnpG posiadajgcy grupe benzylowg w pozycji N6 adenozyny.
Dodatkowym zwigzkiem byt analog zwigzku m’Gppp-CH-tr-AnpG (4) — zwigzek
m’Gppp-CHa-tr-"AnpG.

e W celu syntezy zwigzkéw m’Gppp-tr-CoHs-p™AnpG, m’Gppp-tr-CoHa-pE"AnpG oraz
m’Gppp-CHa-tr-"AnpG, w pierwszej kolejnosci zsyntezowatem za pomocg syntezy na
podtozu staty 3 nowe dinukleotydy: 5-N3-C2Ha-p™AmpG, 5°-N3-C2H4-pB"®AnmpG oraz 5'-
Ns-"6AnpG, ktorych struktury potwierdzitem za pomocg NMR oraz spektrometrii mas.

e Dinukleotydy:  5-N3-CoHs-p™AmpG,  5-N3-CoHs-pB°AnpG  oraz  5-N3s™AnpG
wykorzystatem do syntezy, przy uzyciu reakcji CUAAC, trzech nowych analogéw kapu
M’Gppp-tr-CoHa-pmAnpG, m’Gppp-tr-CoHs-pB"AnpG  oraz  m’Gppp-CHa-tr-"AmpG.
Struktury tych zwigzkéw potwierdzitem za pomocg NMR oraz spektrometrii mas.

e Nowo otrzymane zwigzki wbudowatem ko-transkrypcyjnie od mRNA kodujgcego
lucyferaze Gaussia i wykorzystatem do badania translacji w RRL.

e Otrzymane mRNA zakonczone nowymi analogami kapu m’Gppp-tr-CoHa-p™AmpG,
M’Gppp-tr-CoHs-pB"°AnpG oraz m’Gppp-CH-tr-"ALpG, w testowanych warunkach,
ulegato translacji 2.5-krotnie mniej wydajnie niz mRNA zakonczone zwigzkami m’Gppp-
CHa-tr-AmpG (4) oraz m’Gppp-tr-CoHa-pAnpG (9).

e Na podstawie przeprowadzonych badan wytypowatem zwigzek m’Gppp-tr-CoHs-pAmpG
(9) jako najlepszy mimetyk naturalnie wystepujgcego kapu (kap1). Dzieki dostepnosci
syntetycznej opartej na chemii ,click”, zwigzek m’Gppp-tr-C.Ha-pAnpG (9) moze mieé
potencjalne zastosowanie w terapiach wykorzystujgcych mRNA w tym terapiach
przeciwnowotworowych. Struktura tego zwigzku moze réwniez by¢é pomocna w

opracowywaniu metod chemicznego, post-transkrypcyjnego kapingu mRNA.

Badania opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej staty sie przedmiotem dwdch publikacii,
ktérych to jestem pierwszym wspétautorem:

e Substrate-Based Design of Cytosolic Nucleotidase IIIB Inhibitors and Structural Insights

into Inhibition Mechanism; Dorota Kubacka§, Mateusz Kozarski§, Marek R. Baranowski,
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oraz

Radostaw Wojcik, Joanna Panecka-Hofman, Dominika Strzelecka, Jerome Basquin,
Jacek Jemielity, Joanna Kowalska; Pharmaceuticals 2022, 15(5), 554

Towards superior mRNA caps accessible by click chemistry: synthesis and translational
properties of triazole-bearing oligonucleotide cap analogs; Mateusz Kozarski, Karolina

Drazkowska, Marcelina Bednarczyk, Marcin Warminski, Jacek Jemielity and Joanna
Kowalska; RSC Advances 2023, 13, 12809-1282

M. Chrominski, M. Kozarski i wsp. Proximity-induced SUFEXx increases the potency of
substrate-derived inhibitors of cytosolic nucleotidase IIIB - w przygotowaniu
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V. Czes¢ eksperymentalna

V Czes¢ eksperymentalna

V.1 Informacje ogodlne

Wszystkie rozpuszczalniki oraz odczynniki chemiczne i biologiczne zostaty zakupione ze
zrédet komercyjnych i zostaly uzyte bez dodatkowego oczyszczania. Rozpuszczalniki
zakupiono z firm POCh oraz Merck. Rozpuszczalniki takie jak DMF, DMSO oraz acetonitryl
wysuszono nad sitami molekularnymi 4A. Guanozyna zostata zakupiona od firmy Carbosynth.
Podstawione bromki benzylu zostaty zakupione od firmy Merck (Sigma-Aldrich). Podtoze
polistyrenowe [Primer Support™ 5G ribo G 300 (309 umol ribo G/g)] do syntezy na podiozu
statym zakupiono od firmy GE Healthcare. Amidofosforyny wykorzystywane do syntezy na
podiozu statym zostaty zakupione od firmy ChemGenes. C-fosfonianowe analogi nukleotydéw
otrzymano zgodnie z wczesniej opisanymi procedurami (Walczak i wsp.) 8 114 176
Amidofosforyn 17 zsyntetyzowano na podstawie wczesniej opublikowanego protokotu w pracy
Hebert i wsp. 5. Benzylowe analogi m’GMP (S36, S36-2, S36-3, S37, S37-1, S37-2, S),
zbadane pod katem inhibicji enzymu cN-IIIB, zostalty zsyntezowane przez dr Marka
Baranowskiego oraz Radostawa Wojcika. Synteza tych zwigzkéw zostata opisana w pracy
Wojcik R. & Baranowski M. i wsp.*° oraz Kubacka D. & Kozarski M i wsp.*® Sufexowe analogi
m’GMP wykorzystane do badan nad enzymem cN-IIIB (rozdziat 111.9) zostaty zsyntezowane
przez dr. Mikotaja Chrominskiego w Laboratorium Chemii Biologicznej w CeNT UW. Badanie
kapingu oraz badania przeprowadzone na zywych komérkach JAWS |l (rozdziat 111.12.5)
zostaty wykonane przez dr Karoling Drgzkowska w Laboratorium Chemii Biologicznej w CeNT
UW. Podatnos¢ triazolowych kapdéw na degradacje przez kompleks enzymow Dcpl/Dcp2
(rozdziat 111.12.6) zostata zbadana przez mgr Marceline Bednarczyk w Laboratorium Chemii

Biologicznej w CeNT UW.

V.2 Techniki chromatograficzne
V.2.1 Chromatografia kolumnowa ze ztozem jonowymiennym

Chromatografie kolumnowg ze zlozem jonowymiennym wykorzystywano do wstepnego
oczyszczania otrzymanych zwigzkéw chemicznych. Stosowanym ztozem byto anionitowe
ztoze DEAE-Sephadex A-25, w formie HCOs. Oczyszczanie zwigzkéw prowadzono w
liniowym gradiencie buforu TEAB w wodzie. W zalezno$ci od tadunku zwigzku oraz wielkosci
kolumny, koncowe stezenie buforu TEAB wynosito 0.2-0.6 M. O Zebrane frakcje badano
spektrofotometrycznie poprzez pomiar absorpcji, w kwarcowej kuwecie (1 x 1 cm) przy
dtugosci fali 260 nm za pomocag spektrometru UV 1800 Shimadzu. Frakcje zawierajgce

oczekiwany produkt tgczono, a nastepnie odparowywano pod zmniejszonym cisnieniem za
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pomocg wyparki wolnoobrotowej. W celu roztozenia buforu TEAB, do zatezonych frakciji
dodawano kilkukrotnie porcje 96% oraz 99% etanolu. Otrzymane w ten spos6b zwigzki, w
postaci soli TEA poddawano dalszym reakcjom lub w przypadku zwigzkow koncowych,

dodatkowemu oczyszczaniu za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

V.2.2 Chromatografia kolumnowa ze ztozem krzemionkowym
Do chromatografie ze ztozem krzemionkowym wykorzystywatem aparat Reveleris X2 Flash
Chromatography System (BUCHI) z detekcjg UV przy dtugosci fali 254 nm. llos¢ ztoza

krzemionkowego byta dostosowywana w zalezno$¢ od skali reakcji.

V.2.3 Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) analitycznai
potpreparatywna

Wysokosprawng chromatografie cieczowg (HPLC) wykorzystywano do monitorowania
przebiegu reakcji chemicznych oraz jako drugiego etapu oczyszczania koncowych zwigzkéw
chemicznych. W badaniach wykorzystywano dwa aparaty HPLC: Agilent Technologies Series
1200 oraz Shimadzu RF-20A w uktadzie faz odwréconych (ang. reverse phase, RP) z detekcjg
UV przy diugosci fali 254 nm z dodatkowym detektorem fluorescencyjnym (detekcja
fluorescencji — wzbudzenie 260 nm; emisja 370 nm). Do monitorowania reakcji chemicznych
wykorzystywano kolumny analityczne Gemini 3 um NX-C18 110A 150 x 4.6 mm z liniowym
gradientem metanolu w 0.05 M buforze amonowym, pH 5.9. Do oczyszczania kohcowych
zwigzkéw uzywano kolumn poétpreparatywnych Gemini 5 um NX-C18 110 A 150 x 10 mm
(kolumna A) lub HiChrom Vydac Denali 5 ym C18 120 A 150 x 10 mm (kolumna B) lub Dr.
Maisch VisionHT C18 Highload 25 cm x 2 cm, 10 ym (kolumna C) z liniowym gradientem
acetonitrylu w 0.05 M buforze amonowym, pH 5.9.

V.2.3.1 Metody RP HPLC stosowane podczas monitorowania przebiegu reakcji

chemicznych oraz oczyszczania zwigzkoéw.

W zaleznosci od polarnosci badanego zwigzku stosowano rézne metody rozdziatu na RP
HPLC. Stosowane metody analityczne oraz pétpreparatwyne zostaty przedstawione ponizej
(Tabela 10).

Tabela 10. Metody analityczne oraz potpreparatywne stosowane podczas rozdziatu za pomocg RP HPLC

Metody analityczne

Metoda | Bufor A Bufor B Gradient

A 0.05 M | Bufor A/MeOH (v/v, | Gradient liniowy 0%- 50% buforu B; 15
octan 1/1) min; 1ml/min
amonu, pH
5.9

B 0.05 M | Bufor A/MeOH (v/v, | Gradient liniowy 0%- 100% buforu B; 15
octan 1/1) min; Iml/min
amonu, pH
5.9
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C 0.05 M | Bufor A/IMeOH (v/v, | Gradient liniowy 0%- 50% buforu B; 7.5
octan 1/1) min; 1ml/min
amonu, pH
5.9

D 0.05 M | Acetonitryl Gradient liniowy 0%- 100% buforu B; 15
octan min; 1ml/min
amonu, pH
5.9

Metoda poétpreparatywna

D 0.05 M | Bufor A/acetonitryl | Gradient liniowy 0%- 50% buforu B; 60
octan (v/v, 7/3) min; 4.7 ml/min
amonu, pH
5.9

V.3 Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR), spektrometria mas (MS) i wysokorozdzielcza
spektrometria mas (HRMS)

V.3.1 Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang.

Nuclear Magnetic Resonance, NMR)

Struktury zsyntezowanych zwigzkéw oraz ich czysto§¢ sprawdzono za pomocg

magnetycznego rezonansu jagdrowego. Jednowymiarowe widma 'H oraz 3P zarejestrowano

za pomocg spektrometru Bruker AVANCE IIl HD 500 MHz z sondg 5 mm PAB- BOBB/*°F-

H/D Z-GRD Z119470/0188 przy 500.24 MHz (*H NMR), 202.49 MHz (**P NMR) lub Varian

400 MHz z sondg OneNMR_W016 przy czestotliwosci 399,90 MHz (*H NMR) i 161,89 MHz

(3P NMR) w temperaturze 25.2 °C. Prébki do analizy za pomocg NMR przygotowano poprzez

rozpuszczenie analizowanych zwigzkow w deuterowanych rozpuszczalnikach: D,O, d°-

DMSO, d*-CH3OH lub CDCls. Na zarejestrowanych widmach NMR, przesunigcia chemiczne

przedstawiono w ppm (ang. parts per milion) stosujgc jako wzorce: TSP (2,2,3,3-tetradeutero-

3-(trimetylosililo)-propionian sodu) (*H NMR) (wzorzec wewnetrzny) oraz 20% kwas fosforowy

w D20 (3P NMR) (wzorzec zewnetrzny), a state sprzezenia w Hz (Hertz).

V.3.2 Spektrometria mas (MS) i wysokorozdzielcza spektrometria
mas (HR MS)

W celu szybkiej analizy otrzymanych zwigzkéw przeprowadzono pomiary ich masy za pomocg
spektrometru masowego firmy ABSciex API 3200 z jonizacjg typu elektrosprej (ESI). Analize
prébek przeprowadzono trybie jonéw ujemnych (MS -) lub dodatnich (MS +).

Dodatkowg weryfikacjg struktur otrzymanych zwigzkéw byty pomiary mas za pomocg
wysokorozdzielczego spektrometru masowego Thermo Scientific LTQ Orbitrap Velos z
ujemng lub dodatnig jonizacja typu elektrosprej (ESI). Pomiary HR MS zostaty wykonane przez

Srodowiskowe Laboratorium Spektrometrii Mas w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN .
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V.4 Syntezy chemiczne

V.4.1 Benzylowe analogi guaniny — procedura ogdélna (A)

Guanozyne (Carbosynth) (1 ekw., 400 mg/ml) zawieszono w bezwodnym DMSO. Otrzymang
zawiesine intensywnie mieszano przez 20 min w temperaturze pokojowej, po czym dodawano
odpowiedni bromek benzylu (bromek benzylu, bromek 3-metylobenzylu lub bromek 3,4-
dilfuorobenzylu) (1.1 ekw.) i kontynuowano mieszanie przez 24 h. Po 24 h, mieszanine
reakcyjng podgrzewano do 70 °C, a nastepnie dodawano 10% wodny roztwor HCI (227 mg/ml,
1.6 ml/ 1 ml mieszaniny reakcyjnej) i pozostawiono jg na 2 h, mieszajgc. Po 2 h, mieszanine
reakcyjng schiodzono. Powstaty, podczas reakcji, osad przefiltrowano na lejku Schotta.
Otrzymany osad przemywano kilkukrotnie zimng wodg i zawieszano w wodzie. Powstatg
zawiesine zobojetniono 6 M NaOH. Osad ponownie przefiltrowywano, przemywano zimnag
wodg i wysuszono w eksykatorze nad P,0s. Koncowe zwigzki zostaty wykorzystane od badan

bez dodatkowego oczyszczania.

V.4.1.1 Synteza 7-Benzyloguaniny (S19’)

7-Benzyloguanine otrzymano wedlug ogdlnej procedury (A), @ o
zawieszajgc guanozyne (283 mg, 1 mmol, 1 ekw.) w 0.75 ml

bezwodnego DMSO, po czym dodajgc bromek benzylu (188.1 mg, 1.1 <\ /K

mmol, 1.1 ekw.). 7-Benzyloguanozyng (38.3 mg, 0.16 mmol) |chemical Formula: C1,H4N5O
Exact Mass: 241.10

otrzymano z wydajnoscig 16%.

H NMR 34 (399.90 MHz; DMSO-dg; TSP) 10.71 (s, 1H, NH), 8.07 (s, 1H, C8), 7.36—-7.26 (m,
4H, aromatyczne), 6.12 (s, 2H, NH>), 5.41 (s, 2H, CH,).

V.4.1.2 Synteza 7-(3-Metylobenzylo)guaniny (S36’)

7-(3-Metylobenzylo)guanine otrzymano wedtug ogdélnej procedury (A), Q
zawieszajgc guanozyne (283 mg, 1 mmol, 1 ekw.) w 0.75 ml fL
bezwodnegoDMSO, po czym dodajgc bromek 3-metylobenzylu (203.5 NH,

mg, 1.1 mmol, 1.1 ekw.). 7-(3-Metylobenzylo)guanine (53 mg mg, 0.21 |Chemical Formula: C43H13NsO
Exact Mass: 255.11

mmol) otrzymano z wydajnoscig 21%.

H NMR 34 (399.90 MHz; DMSO-ds; TSP) 10.70 (s, 1H, NH), 8.04 (s, 1H, C8), 7.26—7.06 (m,
4H, aromatyczne), 6.11 (s, 2H, NH>), 5.37 (s, 2H, CHy), 2.26 (s, 3H, CH3).
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V.4.1.3 Synteza 7-(3,4-Difluorobenzylo)guaniny (S37’)

7-(3,4-Difluorobenzylo)guanineg  otrzymano  wedlug  ogdlnej
procedury (A), zawieszajgc guanozyne (283 mg, 1 mmol, 1 ekw.) w
0.75 ml

metylobenzylu

bezwodnym DMSO, po czym dodajgc bromek 3-
(261.8 mg, 11 ekw.). 7-(3,4-
Difluorobenzylo)guaning (98.7 mg, 0.36 mmol) otrzymano z

1.1 mmol,

wydajnoscig 36%.

pa=
0
F NH
Q
N N/)\NHZ

Chemical Formula: C12HgFoNsO
Exact Mass: 277.08

IH NMR &4 (399.90 MHz; DMSO-ds; TSP) 10.76 (s, 1H, NH), 8.09 (s, 1H, C8), 7.49-7.17 (m,
3H, aromatyczne), 6.15 (s, 2H, NH.), 5.38 (s, 2H, CH>); %F NMR &¢ (376.25 MHz; DMSO-ds)

~138.22- (-138.34) (m, 1F), -139.88- (-140.00) (m, 1F)

V.4.1.4 Synteza N7,9-bis-(3,4-Difluorobenzylo) guaniny (S37’)

Guanine (50 mg, 0.33 mmol, 1 ekw.) zawieszono w bezwodnym
DMSO (0.2 ml). Do otrzymanej zawiesiny dodano bromek 3,4-
difluorobenzylu (471 mg, 1.98 mmol, 6 ekw.). Powstatg mieszanine
reakcyjng mieszano przez 24 h w 50 °C. W wyniku reakcji
otrzymano trzy produkty — N7, N9 oraz N7,9-bis podstawiong

F\Q\\
o)
F <N M
W
F N* N/)\NHz

F

Chemical Formula: CgH4F4N507

Exact Mass: 404.11

guaning, gdzie gtobwnym produktem byta N7,9-bis-(3,4-
Difluorobenzylo)guanina. Po 24 h, otrzymane produkty wytrgcono z mieszaniny reakcyjnej
dodajgc do niej 1 ml zimnej wody. Powstaty osad przefiltrowano i przemyto 3-krotnie eterem
dietylowym. Otrzymang mieszanine izomerow rozpuszczono w 2% roztworze MeOH w DCM i
oczyszczono za pomocg chromatografii cieczowej ze ztozem krzemionkowym. Elucje
prowadzono w liniowym gradiencie MeOH w DCM (od 2 do 20% MeOH). Zebrane frakcje
zawierajgce produkt odparowano pod zmniejszonym cisnieniem za pomocg wyparki

wolnoobrotowej otrzymujgc zwigzek (837”’) (10.1 mg, 0.025 mmol) z wydajnoscig 7.6%.

'H NMR 34 (399.90 MHz; DMSO-dg; TSP) 9.48 (s, 1H, C8), 7.64—7.27 (m, 7H, aromatyczne),

5.58 (s, 2H, CHy), 5.35 (s, 2H, CH2); °F NMR &¢ (376.25 MHz; DMSO-dg) —137.77-(-138.00)

(m, 2F), —138.65-(-138.77) (m, 1F), and -138.88-(-139.00) (m, 1F).

V.4.2 Synteza §’-amidofosforanu N7-3,4-Difluorobenzyloguanozyny —
3,4diFBn’GMP(OPh)-Ala-Bn

Synteza 5’-amidofosforanu N7-3,4-difluorobenzyloguanozyny — 3,4diFBn7GMP(OPh)-Ala-Bn

byta czteroetapowg syntezg sktadajgca sie z: H-fosfonylacji, utleniania, odbezpieczania oraz
N7 alkilacji (Rysunek 83, Rozdziat I11.8.1).
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V.4.2.1 Synteza 5’-O-Ph-H-fosfonianu 2’,3’-izopropylidenoguanozyny (40)

2’,3’-izopropylidenoguanozyne (200 mg, 0.62 mmol, 1 ekw.) Q NfOLNH
umieszczono w okragtodennej kolbie, ktérg nastepnie podtgczono O_g_o . ¢ "
do pompy olejowej. 2’,3’-izopropylidenoguanozyne suszono pod H —
zmniejszonym cisnieniem przez 30 min, po czym, kolbe zamknieto — Formﬁ:CszstO?P
gumowym septum i podtgczono balon z argonem. Za pomoca Exact Mass:#05¢13

strzykawki, do kolby dodano bezwodng pirydyne (700 ul). Otrzymang zawiesine schtodzono w
tazni lodowej do 0 °C. Po schiodzeniu do mieszaniny reakcyjnej dodano, za pomoca
strzykawki, fosfonian difenylu (464 mg, 1.86 mmol, 3 ekw. 980 ul). Reakcje prowadzono przez
3 h w tazni lodowej. Po 3 h z mieszaniny reakcyjnej usunieto pirydyne poprzez odparowanie
jej pod zmniejszonym ci$nieniem za pomocg wyparki wolnoobrotowej. Resztek pirydyny
pozbywano sie na drodze Kkilkukrotnej destylacji azeotropowej z niewielkimi porcjami
bezwodnego toluenem z pomocg wyparki wolnoobrotowej. Po odparowaniu pirydyny
otrzymany zwigzek (40) bezposrednio poddano dalszym reakcjom. HRMS (ESI +) obliczone
dla [C19H23Ns07P*] 464.1330 m/z; znalezione 464.13361

V.4.2.2 Synteza 5’-O-Ph-Ala-amidofosforynu 2’,3’-izopropylidenoguanozyny (41)

5’-0O-Ph-H-fosfonian 2’,3’-izopropylidenoguanozyny (40) poddano

reakgcji utleniania. W tym celu, kolbe z 5’-O-Ph-H-fosfonianem 2’,3’- Q o <,N | )N\H
izopropylidenoguanozyny (200 mg, 0.62 mmol, 1 ekw.) zamknieto O'ﬁ; o) NN
szczelnie gumowym septum i podigczono balon z argonem. Do OIO 050

kolby dodano, za pomocg strzykawki, bezwodny acetonitryl (3.2 b

ml). Nastepnie dodano benzylowy ester L-alaniny w postaci soli p-

Chemical Formula: CygH33NgOgP

toluenosuflonowej (185 mg, 0.86 mmol, 1.4 ekw.) oraz bezwodng Exact Mass: 640.20

trietyloamine (261 mg, 2.6 mmol, 6 ekw., 360 pl). Tak przygotowang mieszanine reakcyjng
umieszczono w fazni lodowej i schtodzono do 0 °C, po czym dodano tetrachlorek wegla —
CCl4 (400 ul). Reakcje utleniania prowadzono przez 30 min. Po 30 min, mieszanine reakcyjng
dwukrotnie rozcienczano wodg, a nastepnie poddano jg ekstrakcji w obecnosci octanem etylu.
Zwigzek (41) znajdowat sie w warstwie organicznej, ktdérg odparowano do sucha pod
zmniejszonym cisnieniem. Zwigzek (41) przed kolejnym etapem syntezy oczyszczono za
pomoca chromatografii cieczowej ze ztozem krzemionkowym za pomocg Reveleris X2 Flash
Chromatography System (BUCH]I). Elucje prowadzono w liniowym gradiencie MeOH w DCM
(0-10% MeOH). Frakcje, w ktorych znajdowat sie syntezowany zwigzek potgczono i
odparowano do sucha pod zmniejszonym cisnieniem. Po potwierdzeniu masy zwigzku za

pomocg spektrometrii mas (MS ESI) zwigzek w catosci wykorzystano do dalszych syntez.
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V.4.2.3 Synteza 5’-O-Ph-Ala amidofosforynu guanozyny (42)

Oczyszczony  zwigzek 5’-O-Ph-Ala-amidofosforyn 2'.3- )
izopropylidenoguanozyny poddano reakcji odbezpieczania Q
(usuniecie grupy 2’,3’-izopropylienowej). W tym celu, 5-O-Ph-

amidofosforyn 2’,3’-izopropylidenoguanozyny rozpuszczono w OI
mieszaninie TFA : H20 (v/v, 8/2, 1 ml) i intensywnie mieszano w

temperaturze pokojowej. Po 1 h, mieszanine reakcyjng Chemical Formula: CgHooNOoP
Exact Mass: 600.17

odparowano do sucha pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymany
zwigzek (42) oczyszczono za pomocg kolumny ze ziozem RP C18. Elucje zwigzku
prowadzono w liniowym gradiencie ACN w 0.05 M buforze amonowym, pH 5.9 (5-100% ACN
w 80 min). Po oczyszczaniu, do potgczonych frakcji zawierajgcych produkt dodano porcje 0.6
M buforu TEAB i catos¢ odparowano do sucha pod zmniejszonym cisnieniem. Po usunieciu
rozpuszczalnikow, otrzymany produkt wysuszono na pompie membranowej, otrzymujac 142
mg, 0.2 mmol. Wydajnos$¢ po trzech etapach syntezy wyniosta 30%. Po potwierdzeniu masy
zwigzku za pomocg spektrometrii mas (MS ESI) zwigzek w catosci wykorzystano do dalszych
syntez. HRMS (ESI +) obliczone dla [C26H30NsO9P*] 601.18060 m/z; znalezione 601.18186

V.4.2.4 Synteza 5’-O-Ph-Ala-amidofosforynu N7-(3,4-
Difluorobenzylo)guanozyny (ProTide S37)

5’-0O-Ph-Ala-amidofosforyn guanozyny (42) (142 mg, 0.2 mmol, 1

=

N” NH,

dodano bromek 3,4-difluorobenzylu (124.2 mg, 0.6 mmol, 3 ekw.,

76 pl). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 18 h w temperaturze OH OH

F
ekw.) rozpuszczono w bezwodnym DMSO (2 ml). Nastepnie Q o
o-P
INH
o° "0
pokojowej, do czasu catkowitej konwersji substratu w produkt, co K©
monitorowano za pomocg RP HPLC z kolumng C18 (Gradient D,

Chemical Formula; Ca3H34F;NgOgP™

Tabela 10). Po 18 h reakcji, mieszanine reakcyjng rozcieniczono Exact Mass: 727.21

metanolem i bezposrednio oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej ze ztozem RP
C18. Elucje zwigzku prowadzono w liniowym gradiencie ACN w 0.05 M buforze amonowym,
pH 5.9 (5-100% ACN w 80 min). Zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano do sucha
pod zmniejszonym cisnieniem. Ostatecznie, uzyskano 73 mg, 0.1 mmol. Wydajnos¢
ostatniego etapu wyniosta 50%. Catkowita wydajnos¢ otrzymywania pronukleotydu (4 etapy)

wyniosta 16%.

'H NMR 3y (500.24 Hz, CD3OD) 7.54-7.46 (2H, m, aromatyczne, oba izomery); 7.36- 7.12
(24H, m, aromatyczne, oba izomery); 5.98 (1H, d, J= 3.7, H1’, izomer 1); 5.94 (1H, d, J= 3.6,
H1’, izomer 2); 5.60-5.49 (5H, m, CH>); 4.66 (1H, dd, J.= 4.7, J,= 3.7, H2’ izomer 1); 4.60 (1H,
dd, J.= 4.9, J,= 3.6, H2’ izomer 2); 4.48-4.28 (10H, m, H3’, H4’, H5" and H5”; oba izomery);

180



4.01-3.95 (2H, m, CH alfa, oba izomery); 1.35-1.27 (7H, m, CHs Calfa, oba izomery); HRMS
(ESI +) obliczone dla [C33H34F2NeOgP*] 727,2087 m/z; znalezione 727.21070

V.4.3 Synteza 3,4-diFB’GMP-TA
V.4.3.1 Synteza 3,4-diFBn’GMP (S37)
GMP (sol TEAH+) (611 mg, 1.32 mmol, 1 ekw.) rozpuszczono w -
bezwodnym DMSO (4.5 ml). Nastepnie, do roztworu dodano ﬂw i
bromek 3,4-difluorobenzylu (819 mg, 3.96 mmol, 3 ekw., 506 pl). | . T o foL/)\

Mieszanine reakcyjng pozostawiono w temperaturze pokojowej na o

OH OH

30 h mieszajgc za pomocg mieszadta magnetycznego. Po 30 h [Chemical Formula: C17H1sF;N5OgP
Exact Mass: 489.09

reakcje zakonczono poprzez 2-krotne rozciehczenie mieszaniny
reakcyjnej wodg MQ. Otrzymany wodny roztwdr przemyto 3-krotnie octanem etylu, w celu
usuniecia nieprzereagowanego bromku 3,4-difluorobenzylu. Faze wodng natozono na
kolumne chromatograficzng ze ztozem DEAE-Sephadex w celu wyizolowania otrzymanego
produktu. Elucje prowadzono za pomoca 0.7 M wodnego roztworu TEAB. Po oczyszczaniu
otrzymano 0.98 mmol 3,4-difluoroBn7GMP w postaci soli TEAH+, z wydajnoscig 69%.
Strukture otrzymanego zwigzku potwierdzono za pomoca spektrometrii mas. HR MS ESI [M—
H]~ m/z znalezione: 488.07962 (obliczona dla C17H17F2NsOsP~, 488.0788

V.4.3.2 Synteza 5’-imidazolowej pochodnej 3,4-diFBn’GMP

Imidazolowg pochodng otrzymatem wedlug standardowej r

procedury, wykorzystywanej w Laboratorium Chemii Biofizycznej ;Q\\Nj\)oLNH

na Wydziale Fizyki UW. W tym celu, 3,4-difluoroBn’GMP (250 mg, Ho_g_o 5 </N | NaLNHz

0.51 mmol, 1 ekw.) rozpuszczono w bezwodnym DMF (7.6 ml). «Nj —

Nastepnie dodano imidazol (348 mg, 5.1 mmol, 10 ekw.), 2,2’- Che:ical Formula: CagHysFoN;O;P*
Exact Mass: 540.12

ditiodipirydyne (338 mg, 1.54 mmol, 3 ekw.) oraz trietyloamine

(155 mg, 1.54 mmol, 0.2 mmol). Tak przygotowang mieszaning pozostawiono na 10 min,
mieszajgc. Po 10 min dodano trifenylofosfine (PhsP)(403 mg, 1.54 mmol, 3 ekw.) i
kontynuowano mieszanie przez 5 h w temperaturze pokojowej. Po 5 h reakcji, reakcje
zakonczono poprzez wytrgcenie otrzymanego produktu przy uzyciu zimnego roztworu
nadchloranu sodu (NaClO.) w suchym acetonie (250 mg, 2.4 mmol, 4 ekw., 76 ml). Wytrgcono
osad przemywano kilkukrotnie zimnym acetonem az wytrgcony osad uzyskat barwe biatg.
Nastepnie osad wysuszono nad P.Os. 5'-imidazolid 3,4-diFBn‘GMP otrzymano w postaci
biatego proszku z wydajnoscig 35%. 5-imidazolid 3,4-diFBn’GMP wykorzystano

bezposrednio do dalszych syntez.
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V.4.3.3 Synteza 3,4-diFB’GMP-TA

3,4-diFBn’GMP-Im (100 mg, 0.18 mmol, 1 ekw.) rozpuszczono w FQ\\ o
buforze HEPES, pH 8 (1.9 ml). Po rozpuszczeniu substratu, do Hofp"; <,:' ‘NINHQ
mieszaniny reakcyjnej dodano tryptamine (95 mg, 0.59 mmol, 3.2 NH

ekw.). Mieszanine reakcyjng intensywnie mieszano przez 30 h w @q@wwaﬁr&zﬁ;@fgﬂ70*”

temperaturze pokojowej. Po 30 h, mieszanine reakcyjng
rozciehczono wodg MQ i natozono na kolumne RP C18 i oczyszczono za pomocg
chromatografii na Flash Chromatography System, Reveleris. Ostateczny zwigzek otrzymano

w postaci soli amonowej z wydajnoscig 3 %.

IH NMR (500.24 MHz, Methanol-d4) &, 7.51 (ddd, J = 10.8, 7.7, 2.3 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 7.9
Hz, 1H), 7.35 — 7.27 (m, 2H), 7.11 (dt, J = 10.5, 8.3, 1H), 7.08 (s, 1H), 7.02 (t, J = 7.6 Hz, 1H),
6.86 (t, J = 7.5, 1H), 6.01 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 5.43 (d, J = 14.6, 1H), 5.38 (d, J = 14.5 Hz, 1H),
4.39 (t, J = 5.0, 1H), 4.27 (dd, J = 5.1, 2.4, 1H), 4.18 (ddd, J = 11.7, 4.8, 2.5, 1H), 3.98 (ddd, J
=11.8, 4.1, 1.6, 1H), 3.22 (dt, J = 9.4, 7.4, 2H), 2.92 (td, J = 7.2, 3.3, 2H), 1.39 — 1.29 (m, 2H),
1.00 — 0.88 (m, 1H); 3P NMR (202.49 MHz, Methanol-d4) 5 8.36 (s, 1P); °F NMR (471 MHz,
Methanol-d4) & -139.21 (ddd, J = 20.0, 10.9, 7.9, 1F), -139.84 — -139.97 (m, 1F).

V.4.4 Synteza amidofosforynédw do syntezy dinukleotydow na
podtozu stalym

V.4.4.1 Synteza 5’-amidofosforynu N6,2’-O- -dimetyloadenozyny (5’-O-DMT-2’-
OMe-N6-MeA-Pac)

Handlowo dostepny 5’-amidofosforyn 2’-O- -metyloadenozyny
(5’-O-DMT-2’-OMe-A-Pac) (ChemGenes) (1 g, 1,08 mola, 1 ekw.) f
rozpuszczono w DCM (10.8 ml). Nastepnie dodano jodek metylu <

(Sigma-Aldrich) (270 pl, 4.32 mmol, 4 ekw.), po czym do

mieszaniny reakcyjnej dodano 1 M wodny roztwér NaOH (10.8 /“L\O
ml) z TBAB (348 mg, 1.08 mmol, 1 ekw.). Reakcje prowadzono i
N
przez 30 min intensywnie mieszajgc. Po 30 min do mieszanine Chemical Formula: CgHsgNOgP

reakcyjng rozcienczono 200 ml wody, a nastepnie ekstrahowano eterem dietylowym. Zebrang
warstwe organiczng odparowano i oczyszczono za pomocg chromatografii cieczowej na
kolumnie ze ztozem krzemionkowym za pomocg Reveleris X2 Flash Chromatography System
(BUCHI). Oczyszczanie prowadzono w liniowym gradiencie octanu etylu w 0.5% roztworze
TEA w heksanie. Koncowy zwigzek otrzymano z wydajnoscig 67%. Strukture i czystos¢
otrzymanego amidofosforynu potwierdzono za pomocg NMR. 'H NMR (500.24 MHz,
Chloroform-d) 6 8.64 (d, J = 6.6, 2H), 8.31 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 7.47 (t, J = 8.6, 4H), 7.37 (dd,
J=11.0, 7.5, 8H), 7.32 — 7.18 (m, 8H), 6.92 (t, J = 7.4, 2H), 6.84 (t, J = 8.5, 8H), 6.74 (d, J =
8.0 Hz, 4H), 6.22 (dd, J = 9.3, 5.1, 2H), 5.18 (s, 4H), 4.68 (ddt, J = 29.1, 17.4, 4.9, 4H), 4.47
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(q, J = 4.0 Hz, 1H), 4.41 (q, J = 4.0, 1H), 3.96 (dg, J = 13.2, 6.7, 5.5, 1H), 3.90 (g, J = 7.0, 1H),
3.82 -3.77 (m, 17H), 3.75 — 3.66 (m, 1H), 3.65 (s, 6H), 3.69 — 3.59 (m, 2H), 3.62 — 3.46 (m,
10H), 3.42 (td, J = 11.3, 4.1, 2H), 2.66 (t, J = 6.4, 2H), 2.41 (t, J = 6.3, 2H), 1.24 (dd, J = 12.1,
6.4, 23H), 1.12 (d, J = 6.8, 6H); P NMR (202.49 MHz, Chloroform-d) & 150.96 (h, J = 9.0 Hz,
1P), 150.35 (p, J = 9.7, 1P).

V.4.4.2 Synteza 5’-amidofosforynu N6-benzylo-2’-O- -metyloadenozyny (5’-O-

DMT-2’-OMe-N6-Bn-A-Pac)

Handlowo dostepny 5’-amidofosforyn 2’-O- -metyloadenozyny (5'-
O-DMT-2’-OMe-A-Pac) (ChemGenes) (1 g, 1.08 mmol, 1 ekw.)

(o]
O%O
rozpuszczono w DCM (10.8 ml). Nastepnie dodano bromek GNfN
P
o NTON
o O w

benzylu (Sigma-Aldrich) (513 pl, 4.32 mmol, 4 ekw.), po czym do

mieszaniny reakcyjnej dodano 1 M wodny roztwér NaOH (10.8 ml) || /L 0 o
P

z TBAB (348 mg, 1.08 mmol, 1 ekw.). Reakcje prowadzono przez /'L (H

30 min intensywnie mieszajgc. Po 30 min do mieszanine Il

reakcyjng rozcienczono 200 ml wody, a nastepnie ekstrahowano Chemical Formula: CssHeoN7OsP

eterem dietylowym. Zebrang warstwe organiczng odparowano i 0czyszczono za pomocq
chromatografii cieczowej na kolumnie ze ztozem krzemionkowym za pomocg Reveleris X2
Flash Chromatography System (BUCHI). Oczyszczanie prowadzono w liniowym gradiencie
octanu etylu w 0.5% roztworze TEA w heksanie. Koncowy zwigzek otrzymano z wydajnoscig
72%. Strukture i czysto$¢ otrzymanego amidofosforynu potwierdzono za pomocg NMR. 'H
NMR (500.24 MHz, Chloroform-d) &+ 8.64 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 8.33 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 7.48
(dd, J =10.4, 7.7 Hz, 4H), 7.42 — 7.14 (m, 26H), 6.93 (t, J = 7.3, 2H), 6.86 (dt, J = 9.5, 4.7,
8H), 6.68 (dd, J = 8.4, 3.2, 4H), 6.20 (dd, J = 9.0, 4.8, 2H), 5.70 (s, 4H), 5.18 (s, 3H), 4.73 (dt,
J=9.5,4.7, 1H), 4.69 — 4.62 (m, 2H), 4.60 (t, J = 4.9, 1H), 4.47 (9, J =4.0, 1H),4.41 (q, J =
3.8, 1H), 3.97 (dd, J = 12.0, 5.3, 1H), 3.90 (g, J = 6.9, 1H), 3.83 — 3.78 (m, 11H), 3.77 — 3.57
(m, 5H), 3.59 — 3.46 (m, 9H), 3.42 (ddt, J =17.2,10.4, 5.1, 2H), 2.66 (t, J = 6.3, 2H), 2.41 (t, J
= 6.3 Hz, 2H), 1.85 (s, 1H), 1.25 (td, J = 7.2, 2.5, 21H), 1.13 (d, J = 6.8, 6H); 3P NMR (202.49
MHz, Chloroform-d) 8p 151.00 (h, J = 9.1, 1P), 150.36 (p, J = 9.7,1P).

V.4.5 Synteza 5’-azydo-5’-deoksydinukleotydéw na podtozu stalym —
procedury ogdlne

V.4.5.1 Synteza dinukleotydoéw na podtozu stalym za pomoca syntetyzera RNA
— procedura ogéina B

Syntezy dinukleotydéw na podtozu stalym przeprowadzono za pomocg syntetyzera RNA
AKTA Oligopilot plus 10 Synthesizer (GE HealthCare). W tym celu, polistyrenowe ztoze 5’ -O-
DMT-2' -O-TBDMS- rG-iBu 3'-Icaa PrimerSupport 5G (obsadzenie ztoza: 301 ymol/g) (50
pumol, 166 mg) odwazono i umieszczono w specjalnej kolumience, ktérg zamontowano w

syntetyzerze RNA. Kolumne ze ztozem przemyto bezwodnym acetonitrylem (Supleco®), po
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czym rozpoczeto synteze dinukleotydow na podtozu statym. Synteza na podiozu statym jest

wieloetapowg syntezg sktadajgca sie z czterech gtéwnych etapow:

Detrytylacja — usuniecie grupy trifenylometylowej z pozycji 5’ rybozy przy uzyciu 3% (v/v)

roztworu kwasu dichlorooctowego w toluenie

Aktywacja i sprzeganie — aktywatorem amidofosforynéw w reakcji sprzegania byt 0.3 M roztwér
5-(benzylotio)-1- H-tetrazolu w acetonitrylu (Sigma-Aldrich). Do reakcji sprzegania stosowano:
5’-0O-DMT-2’-OPivOM A-Pac, 5-O-DMT-2-OMe-A-Pac, 5-O-DMT-2’-OMe-N6-Me-A-Pac, 5'-
O-DMT-2’-OMe-N6-Bn-A-Pac oraz/lub amidofosforyn 17

Utlenianie — do utleniania P (111) wykorzystano 0.05 M roztwér jodu w bezwodnej pirydynie

Usuwanie grup cyjanoetylowych — do usuniecia grupy 2-cyjanoetylowej stosowano 20%

roztwér dietyloaminy w acetonitrylu.

Po zakonczeniu syntezy na podfozu statym za pomocg syntetyzera RNA, kolumne ze ztozem
wymontowywano z syntetyzera, przemywano bezwodnym acetonitrylem i suszono
strumieniem argonu. Tak otrzymany dinukleotyd zakonczony grupg 5’-hydroksylowg
poddawano dalszym reakcjom na podfozu statym.

V.4.5.2 Manualna synteza dinukleotydow na podtozu statym — procedura ogéina

C

Z powodu ograniczen syntetycznych wynikajgcych z wielkosci kolumny (mozliwosc
przeprowadzenia syntezy w skali nie wigkszej niz 50 pmoli ztoza) wykorzystywanej w
syntetyzerze RNA AKTA Oligopilot plus 10 Synthesizer (GE HealthCare) synteze na podtozu
statym przeprowadzono manualnie w polipropylenowych strzykawkach. W tym celu,
polistyrenowe ztoze 5’ -O-DMT-2' -O-TBDMS- rGiBu 3'-Icaa PrimerSupport 5G (ca. 301 umol/g
loading) (200 uymol, 664 mg) odwazono i umieszczono w 10 ml polipropylenowej strzykawce.
Odwazone ztoze przemyto bezwodnym acetonitrylem (Supleco®) 20 ml. Manualna synteza
dinukleotyddéw na podtozu statym obejmowata te same etapy oraz wykorzystano w niej te same

odczynniki i reagenty jak w przypadku syntezy za pomocg syntetyzera RNA.

V.4.5.3 Synteza 5’-jodo-5’-deoksydinukleotydéw — procedura ogélna D

Dinukleotydy zakonczone grupg 5-OH, otrzymane w wyniku syntezy na podtozu statym,
przeksztatcono w 5’ jodo dinukleotydy. W celu podstawienia grupy 5’-OH grupg 5'-1, ztoze z
przytgczonym dinukleotydem przemywano 4 razy roztworem jodku
trifenoksymetylofosfoniowego (250 mg) w DMF (1 ml). W przypadku syntezy dinukleotydéw w
skali 200 pmoli, ztoze z przytgczonym dinukleotydem zawieszono w roztworze jodku
trifenoksymetylofosfoniowego (1 g) w DMF (5 ml) i intensywnie mieszano przez 15 min. Po

inkubacji ztoza z roztworem jodku trifenoksymetylofosfoniowego ztoze przemywano
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bezwodnym DMF i acetonitrylem do momentu odbarwienia ztoza. Po syntezie, zloze

wysuszono strumieniem argonu i poddano dalszym reakcjom.

V.4.5.4 Synteza 5’-azydo-5’-deoksydinukleotydéw — procedura ogélna E

5’-jodo-5’-deoksydinukleotydy zsyntezowane wedtug procedury D przeksztatcono 5’-azydo-5'-
deokydinukleotydy na drodze reakcji podstawienia nukleofilowego. W tym celu, zloze z
przytagczonym 5’-jodo-5-deoksydinukleotydem zawieszono w nasyconym roztworze azydku
sodu w DMF (5 ml). Tak powstatg zawiesine inkubowano przez 1 h w 60 °C intensywnie
mieszajgc (1000 RPM). Po 1 h inkubacji, ztoze przemyto DMF, H.O oraz acetonitrylem, a

nastepnie wysuszono strumieniem argonu.

V.4.5.5 Odbezpieczanie i odcinanie dinukleotydéw od podioza - procedura
ogoélna F

Po ostatnim etapie syntezy na podiozu stalym (reakcja azydowania), produkty kohcowe (5'-
azydo-5’-deoksydinukleotydy) poddano reakcji usuwania grup zabezpieczajgcych oraz
odcinania od podtoza. W tym celu ztoze z przytgczonym dinukleotydem inkubowano w 33%
wodnym roztworze amoniaku i 40% metyloaminy (1:1, v/v) przez 1 h w 55 °C. Po 1 h inkubacji
zawiesine przefiltrowano oddzielajagc warstwe wodng do podioza. Podtoze dodatkowo
przemyto wodg. Zebrane wodne frakcje potgczono i liofilizowano. Otrzymany liofilizat
ponownie rozpuszczono w wodzie i oczyszczono za pomocg jonowymiennej chromatografii
cieczowej na ztozu DEAE-Sephadex A-25, w formie HCO3. Kohcowe zwigzki wyeluowano z
kolumny za pomocg liniowego gradientu TEAB (0 do 0.6 M). Etap usuwania grupy 2’-OTBDMS
zabezpieczajgcej grupe 2’-OH nukleotydu przytgczonego do podtoza pominieto, poniewaz
wszystkie grupy zabezpieczajgce usuwane w warunkach kwasowych zostaty usunieta

podczas reakcji jodowania.

V.4.5.6 Synteza 5’-N3-ApG (12a)

5’-NsApG zsyntezowano w skali 50 pmoli wedtug procedur NH,
ogolnych B, D, E i F za pomoca syntetyzera RNA AKTA Oligopilot </N | \JN
plus 10 Synthesizer (GE HealthCare). Stosujgc 5’-O-DMT-2’-O- Ns] o N NfoL
NH
PivOM A-Pac (6 ekw.) podczas etapu sprzegania. Kohcowy O  OH </N |N/ NH
| 2

zwigzek otrzymano z wydajnoscig 26% otrzymujac 5’-NsApG w Ho_gfo 0
postaci soli TEAH*. Strukture oraz czysto$¢ zwigzku OH OH

Chemical Formula: CooHo4N13040P
potwierdzono za pomocg NMR oraz HR MS. Exact Mass: 637.15

IH NMR, (500.24 MHz, DO, TSP); 84 8.19 (s,1H); 8.08 (s, 1H); 7.91 (s, 1H), 5.92 (d, 1H, J =
4.3, H1’), 5.78 (d, 1H, J= 4.6, H1’), 4.75- 4.73 (m, 1H, H2'), 4.68-4.62 (m, 2H, H2’ and H3’),
4.51-4.47 (m, 1H, H3’), 4.37- 4.33 (m, 1H, H4’), 4.32- 4.24 (m, 1H, H4’ i H5’), 4.20- 4.14 (m,
1H, H5"), 3.66 (dd, 1H, J= 13.7, J= 3.2, H5"), 3.60 (dd, 1H, J= 13.7, J= 5.1, H5"), 3.19 (g, 9H,
J=7.4, TEA), 1.27 (t, 14H, 7.4, TEA); 3P NMR OP (202.49 MHz, D,0, kwas fosforowy); dP -
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0.73 (s, 1P); HRMS (ESI -) obliczono dla [C20H23N13010P]: 636.1434; m/z zmierzono:
636.1436

V.4.5.7 Synteza 5’-N3-AmpG (12b)

5’-N3AmpG (12b) zsyntezowano w skali 50 ymoli wedtug procedur NH,
ogolnych B, D, E i F za pomocg syntetyzera RNA AKTA Oligopilot </N | \JN
N 2
plus 10 Synthesizer (GE HealthCare). Stosujgc 5’-O-DMT-2’-O-Me Ns7) o N N i
NH
A-Pac (6 ekw.) podczas etapu sprzegania. Koncowy zwigzek o o </N | N//LNH
] ~ 2
otrzymano z wydajnoscig 52% otrzymujgc 5’-Nz-AnpG W postaci Hoflg—o o
soli TEAH*. Strukture oraz czysto$¢ zwigzku potwierdzono za OH OH
Chemical Formula: Cy¢H5N1301oP
pomocg NMR oraz HR MS. Exact Mass: 651.17

'H NMR, (500.24 MHz, D,0O, TSP) d4 8.25 (s,1H); 8.14 (s, 1H); 7.93 (s, 1H); 6.04 (d, 1H, J =
4.7,H1"),5.82 (d, 1H, J=4.9, H1’), 4.76- 4.72 (m, 1H, H2’), 4.54- 4.48 (m, 2H, H2’ i H3’), 4.32
(dd, 1H, J= 8.5, J= 4.7, H3’), 4.22- 418 (m, 2H, H4’), 3.59 (dd, 2H, J= 4.3, J= 2.9, H5 and
H5”), 3.49 (s, 3H, CHg), 3.57- 3.51 (m, 1H, H5’), 3.46- 3.41 (m, 1H, H5”); 3P NMR (202.49
MHz, DO, kwas fosforowy); 6P -0.15 (d, 1P, J= 8.4); HRMS (ESI -) obliczono dla
[C21H25N13010P]: 650.1590 m/z zmierzono 650.1599

V.4.5.8 Synteza 5’-N3-"6AmpG (12d)

5-N3-"AnpG (12d) zsyntezowano w skali 50 pmoli wedtug “NH
procedur ogolnych B, D, E i F za pomocg syntetyzera RNA AKTA «N]l/g)N
Oligopilot plus 10 Synthesizer (GE HealthCare). Stosujgc 5-O- N _o N T
NH
DMT-2-O-Me ™¢A-Pac (6 ekw.) podczas etapu sprzegania. by <’N | N,)\NH
| 2

Koncowy zwigzek otrzymano z wydajnoscig 22% otrzymujgc 5’-Ns- Ho‘g‘o o)
M6ALPG (12d)w postaci soli TEAH®. Strukture zwigzku potwierdzono OH OH

. Chemical Formula: CooHogN1304oP
za pomocg HR MS. HRMS (ESI -) obliczono dla [C22H27N13010P]: Exact Mass: 665.18

664.1747 m/z; zmierzono 664.17603

V.4.6 Synteza 5’-(2-azydo-etylo)-fosforanu dinukleotydu — procedura
ogolna F

V.4.6.1 Synteza 5’-(2-bromoetylo)-fosforanu dinukleotydu

5’-(2-bromoetylo)-fosforanu dinukleotyd zsyntezowano w skali 200 ymoli wedtug procedury

ogdlnej C za pomocg manualnej syntezy na podfozu statym. Do etapu sprzegania

zastosowano 5’-O-DMT-2’-O-Me A-Pac (1.5 ekw.) z dodatkowym etapem sprzegania z 2-

cyjanoetylo 2-bromoetylo N,N-diisopropyloamidofosforynem (2.5 ekw). Otrzymany zwigzek

poddano dalszym reakcjom.
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V.4.6.2 Reakcja 5’-azydowania

Reakcje azydowania 5’-Br-CoHspAmpG przeprowadzono zawieszajgc ztoze z przytgczonym 5’-
bromoetylo-dinukleotydem w nasyconym roztworze azydku sodu w DMF (5 ml). Tak
przygotowang zawiesing inkubowano w temperaturze 60 °C przez 1 h, po czym ziloze
przefiltrowano i przemyto DMF, H,O, EtOH oraz acetonitrylem. Przemyte ztoze wysuszono

strumieniem argonu i poddano dalszym reakcjom.

V.4.6.3 Odbezpieczanie i odcinanie dinukleotydu

Ztoze z przytgczonym dinukleotydem zawieszono w 33% wodnym roztworze amoniaku i 40%
metyloaminy (1:1, v/v) (20 ml) i inkubowano przez 1 h w 55 °C. Po 1h inkubacji zloze
przefiltrowano, zbierajgc warstwe wodng. Ztoze dodatkowo przemyto 20 ml wody. Zebrane
frakcje wodne zliofilizowano usuwajgc tym samym amoniak z probki. Po liofilizacji usunigto
grupe zabezpieczajgcg 2’0O- TBDMS poprzez rozpuszczenie 5-azydo dinukleotydu(nr) w
bezwodny, DMSO (250 ul) w 65 °C, po czym dodano TEA (125 ul) oraz TEA-3HF 65 pl. Tak
przygotowang prébke inkubowano w 65 °C przez 4 h. Po 4 h inkubacji probke schtodzono i
dodano 0.05 M NaHCOs; w celu zobojetnienia probki do pH 6-7. Otrzymany zwigzek
rozcienczono 2-krotnie wodg i oczyszczono za pomocg jonowymiennej chromatografii
cieczowej na ztozu DEAE-Sephadex A-25, w formie HCOs, eluujgc wiasciwy zwigzek za

pomocg liniowego gradientu TEAB (0-0.6 M).

V.4.6.4 Synteza 5’-N3-C2H4pAmpG (12¢)

Zwigzek 5’-N3CzHspAmpG zsyntezowano stosujgc procedure e

0golng F. Podczas etapu sprzegania wykorzystano 5’-O-DMT-2’- NL\ B A Nj

OMe-A-Pac (1.5 ekw.) z dodatkowym etapem sprzegania z 2- Oé_ok?i?\ Q:ﬁfwz

cyjanoetylo 2-bromoetylo N,N-diisopropyloamidofosforynem (2.5 Ok 0

ekw). Chemical Formula: Z:Hgou:130|4l:’2'
Exact Mass: 774.15

Koncowy zwigzek otrzymano z wydajnoscig 45% otrzymujgc 5’-Ns-CoHapAnpG w postaci soli

TEAH". Strukture oraz czystos¢ zwigzku potwierdzono za pomocg NMR oraz HR MS.

IH NMR, (500.24 MHz, D;0O, TSP): 84 8.25 (s,1H); 8.41 (s, 1H); 8.23 (s, 1H); 7.97 (s, 1H), 6.10
(d, 1H, J= 5.6, H1’), 5.86 (d, 1H, J= 5.5, H1’), 4.96 (ddd, 1H, J= 8.2, J= 4.8, J= 3.6, H3’), 4.55-
4.48 (m, 2H, H2’ i H3’), 4.48-4.43 (m, 1H, H4’), 4.37- 4.32 (m, 1H, H4’), 4.22 (t, 2H, J=4.0, HY’
i H5”), 4.06 (dt, 1H, J=11.7, J=3.6, H5’), 3.98 (ddd, 1H, J=11.7, J=4.9, J= 2.6, H5"), 3.95-3.86
(m, CH2), 3.53 (q, 2H, J= 7.3, EtOH), 3.48 (s, 3H, CHs), 3.44-3.34 (m, 2H, CH2), 3.20 (q, 5H,
J=7.3, TEA) 1.33 (t, J= 7.3, EtOH), 1.28 (t, J= 7.3, TEA); 3P NMR 0P (202.49 MHz, D0, kwas
fosforowy); &p -0.14 (s, 1P), 0.58 (s, 1P); HRMS (ESI -) obliczono dla [C23H30N13014P27:
774.1516; m/z zmierzono 774.15205.
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V.4.6.5 Synteza 5’-N3-C2Hsp™MCAmpG (12€)

Zwigzek 5-N3CoHipAmpG zsyntezowano stosujgc procedure HNT

N~SN
0golng F. Podczas etapu sprzegania wykorzystano 5’-O-DMT-2’- NL\ 9 < JN/J o

0-P-0— o
OMe-N6-Me-A-Pac (1.5 ekw.) z dodatkowym etapem sprzegania z © w </ij\“
0 Oy N7 N7 ONH,

2-cyjanoetylo 2-bromoetylo N,N-diisopropyloamidofosforynem (2.5 "ok o

OH OH
ekW) . Chemical Formula: Cp4H3,N13044P2"

Exact Mass: 788.17

Koncowy zwigzek otrzymano z wydajnoscig 35% otrzymujac 5’-Ns-CoHip™AnpG w postaci
soli TEAH*. *H NMR (500.24 MHz, D,O, TSP): &4 8.30 (s,1H); 8.14 (s, 1H); 7.93 (s, 1H), 6.06
(d, 1H, J=5.4, HT’), 5.83 (d, 1H, J= 5.1, HT’), 4.93 (dt, 1H, J= 8.3, J= 4.3, J= 4.3, H3’), 4.52-
4.45 (m, 2H, H2' i H3’), 4.44-4.38 (m, 1H, H4’), 4.36- 4.30 (m, 1H, H4’), 4.26-4.17 (m, 1H, ,
H5’), 4.05 (dt, J = 11.8, 3.7 Hz, 1H), 3.99 — 3.90 (m, 1H), 3.93 — 3.82 (m, 2H), 3.49 (s, 3H,
CHs), 3.27 (q, J = 7.2 Hz, 3H, TEAH), 3.22 — 3.12 (m, 6H), 3.10 — 3.02 (m, 6H) ; 3P NMR &P
(202.49 MHz, D20, H3PO.); dr -0.19 (s, 1P), 0.86 (s, 1P)

HRMS (ESI -) obliczono dla [C24H32N13014P?]: 788.1672; m/z zmierzono 788.1684

V.4.6.6 Synteza 5’-N3-C2HapB"®AmpG (12f)

Zwigzek 5’-N3CoHapAmpG zsyntezowano stosujgc procedure @
0go6lng F. Podczas etapu sprzegania wykorzystano 5’-O-DMT-2’- HN

N x
OMe-N6-Bn-A-Pac (1.5 ekw.) z dodatkowym etapem sprzegania |"_ o <, ‘N,)N

. .. . 0’%’0 o N
Z 2-cyjanoetyl 2-bromoetyl N,N-diisopropyloamidofosforynem (2.5 o w ¢ fL)N\H
O O NTUNTNH,

ekW) Ho‘g—o o

OH OH
Kohcowy zwigzek otrzymano z wydajnoscig 68% otrzymujgc 5’- hemical Formia; Ctssis01Pz

N3-C2HapB"®AnpG w postaci soli TEAH*. Strukture oraz czysto$¢ zwigzku potwierdzono za
pomocg NMR. *H NMR (500.24 MHz, D0, TSP) &4 8:32 (s,1H), 8.07 (s, 1H), 7.96 (s, 1H),
7.15-7.00 (m, 5H, aromatyczne Bn6), 6.04 (d, 1H, J= 6.2 Hz, H1’), 5.81 (d, 1H, J= 5.2 Hz,H1’),
4.96 (ddd, 1H,J=7.9,J=4.9, J= 2.9, H3"), 4.71 (t, 1H, J= 5.2, H2’), 4.55-4.47 (m, 3H, H2’; H3’;
CH2-Bn6), 4.46-4.43 (m, 1H, H4’), 4.33-4.28 (m, 1H, H4’), 4.24-4.17 (m, 2H, H5’; H5”), 4.08-
4.02 (m, 1H, H%’), 3.98-3.93 (m, 1H, H5”), 3.89-3.81 (m, 2H, N3sCHy), 3.43 (s, 3H, N7-CH3),
3.31-3.26 (m, 1H, CH»-OP), 3.08 (g, 10H, TEA), 1.18 (t, 15H, TEA); 3P NMR (202.49 MHZ,
D0, H3PO.) & -0.23 (s, 1P, 5'-P), -0.83 (s, 1P, 3'-5’ P)

V.4.7 Synteza trinukleotydowych analogéw kapu przy uzyciu reakcji
CuAAC - procedura ogélna G

Do wodnego roztworu 5’-azydo dinukleotydu (s6l TEAH") (15-30 mM) dodano analog m’GTP
(1-3 ekw.), posiadajgcy terminalng grupe alkinowg w obrebie reszty fosforanowej v,

rozpuszczony w buforze TEA/CH3;COOH, pH 7.5 lub w wodzie (w jak najmniejszej objetosci).

188



Tak przygotowang mieszanine inkubowano przez 10 min w temperaturze 25-40 °C, po czym
dodano CuSO4 lub kompleks CuSO4:THPTA (1:1) (0.2-0.5 ekw.) rozpuszczony w wodzie.
Reakcje rozpoczeto dodajgc do mieszaniny reakcyjnej askorbinian sodu (10 ekw.)
rozpuszczony w buforze TEA/CH3;COOH lub w wodzie. Reakcje prowadzono prze 0.5-3 h w
temperaturze 25-40 °C. Reakcje zakonczono poprzez skompleksowanie jonow Cu?* za
pomocg wodnego roztworu Na;EDTA (1-1.5 ekw., w zaleznosci od ilosci CuSO, dodanego do
reakcji). Otrzymane zwigzki oczyszczono za pomocg jonowymiennej chromatografii cieczowej
ze zlozem DEAE-Sephadex A-25, w formie HCO3z oraz dodatkowo za pomocg RP HPLC z
kolumng potpreparatywng. Struktury oraz czystosc¢ finalnych zwigzkéw potwierdzono za
pomocg NMR oraz HR MS.

V.4.7.1 Synteza m’Gppp-tr-ApG (1)

Zwigzek m’Gppp-tr-ApG (1) zsyntezowano wedtug HNO P s
ogolnej procedury G stosujgc 5’-NsApG (12a) (6.5 HZN*:ENQ_DF 0’?‘;7 EOEY\N . 4 'N\/JN o
umol, 1 ekw., 300 pl H,0), m’GpppC.H (13) (6.5 5% S
umol, 1 ekw., 300 ul TEA/CHsCOOH, pH 7.5), o
CuSO4/THPTA (3.25 pmol, 0.5 ekw., 5 pl) oraz Chombcal Fomuil: CxsHintlgOzsP*

AscNa (65 pmol, 10 ekw., 30 ul). Reakcje prowadzono przez 1 h w 37 °C. Reakcje zakonczono
rozcienczajgc mieszanine reakcyjng wodnym roztworem Na>EDTA (9.75 pymol, 1.5 ekw., 600
). Otrzymany zwigzek oczyszczono za pomocg jonowymiennej chromatografii oraz RP HPLC
(metoda D, Tabela 10). Zwigzek m’Gppp-tr-ApG otrzymano z wydajnoscig 35.9% w postaci

soli amonowe;.

IH NMR (399.90 MHz; D,O; TSP) 84 9.13 (s, 1H, H8 m’G), 8.21 (s, 1H, H8), 8.20 (s, 1H, H8),
8.18 (s, 1H, H2), 8.01 (s, 1H, Htriazol), 5.95 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H1’), 5.93 (d, J = 3.5 Hz, 1H,
H1’), 5.82 (d, J = 4.9 Hz, 1H, H1’), 5.00 — 4.87 (m, 1H, H3’), 4.68 — 4.59 (m, 2H, H2’ jeden
proton H2’ przykryty przez sygnat pochodzacy od H,0), 4.56 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H3’), 4.49 (dt,
J=15.0,4.4 Hz, 2H, H3' i H4"), 4.35 (s, 1H, H4"), 4.33 = 4.12 (m, 7H, H5" i H5” i H4"), 4.03 (s,
3H, CHa3).%'P NMR (161.89 MHz, D,0O, kwas fosforowy) &e - 0.74 (s, 1P, ApG), -7.94 (d, J =
22.2 Hz), -11.49 (d, J = 19.1 Hz), -23.32 (t, J = 20.6 Hz, 1P, PB). HRMS (ESI-) obliczone dla
[Ca3HaoN18023P4] 1181.15479; m/z zmierzone: 1181.15634

V.4.7.2 Synteza m’Gppp-tr-AmpG (2)

Zwigzek m’Gppp-tr-AmpG  (2) zsyntezowano jI / NH,

HN N\' C”) 4 x>
wedtug ogélnej procedury G stosujgc 5’-NsAnpG HQN*\N‘ N 0,2\0,370«? ~ & 'N/)N

w 070 O L :o: Q
(12b) (3.7 pmol, 1 ekw., 150 pl H20), m’GpppC:H OR OH & o <Nﬁ“‘”
0=P-0 N™ "NH;
(13) (3.7 ymol, 1 ekw., 150 yl TEA/CH3;COOH, pH on 2
Chemical Formula: Cg4HgoN15003P,> OH OH

7.5), CuSO4/THPTA (1.85 pmol, 0.5 ekw., 2.5 ul) Exacl Mass 119418

oraz AscNa (37 pmol, 10 ekw., 10 ul). Reakcje prowadzono przez 30 min w 37 °C. Reakcje
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zakonczono rozcienczajgc mieszanine reakcyjng wodnym roztworem NaEDTA (5.55 umol,
1.5 ekw., 300 pl). Otrzymany zwigzek oczyszczono za pomoca jonowymiennej chromatografii
oraz RP HPLC (metoda D, Tabela 10). Zwigzek m’Gppp-tr-ApG otrzymano z wydajnosciag

24.5% w postaci soli amonowej.

'H NMR (399.90 MHz; D,O; TSP) &+ 9.12 (s, 1H, H8 m’G), 8.21 (s, 1H, H8), 8.19 (s, 1H, H8),
8.16 (s, 1H, H2), 7.94 (s, 1H, Htriazol), 6.02 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H1’), 5.94 (d, J = 3.7 Hz, 1H,
H1’), 5.80 (d, J =5.19 Hz, 1H, HT’), 5.00 (dt, J1=8.4; J2=5.70 Hz, 1H, H3’), 4.61 (dd, J1=4.87;
J2=3.70, 1H, H2'), 4.56 (dd, J1=10, J2=5.73, 1H, H3’), 4.50 (dd, J1=5.0; J2=4.80, H4’) 4.46 (1,
J=5.0 Hz, 1H, H3’), 4.39 (dd, J1=5.2; J2=3.7 Hz, 1H, H2"), 4.36-4.33 (m, 1H, H4’), 4.31-4.29
(m, 1H, H4’), 4.27-4.12 (m, 5H, H5’ i H5”), 4.02 (s, 3H, CH3 (m’G)), 3.47 (m, 3H, CH3, 2'0-
Me); 3P NMR (161.89 MHz, D0, kwas fosforowy): &s -1 (s, 1P, ApG), -7.96 (d, J = 22.16 Hz),
-11.49 (d, J = 17.3 Hz), -23.35 (t, J = 22 Hz, 1P, PB); HRMS (ESI-) obliczone dla
[C34HasN18023P4] 1195.1704; m/z zmierzone: 1195.17123

V.4.7.3 Synteza m’Gppp-CHa-tr-ApG (3)

Zwigzek m’Gppp-CHz-tr-ApG (3) zsyntezowano o NIlHN
wedtug ogdlnej procedury G stosujgc 5-N3ApG HZN”j'\\N\ :; Ogogog \/l/NN o</N L o
(12a) (6.5 pmol, 1 ekw., 300 pl H20), m’GpppCaHa o O<f: (A
(14) (6.5 ymol, 1 ekw., 300 pul TEA/CH3COOH, pH Chemical Formula: CuMatuOnbrt T

7.5), CuSO4/THPTA (3.25 pmol, 0.5 ekw., 5 pl)
oraz AscNa (65 umol, 10 ekw., 30 ul). Reakcje prowadzono przez 15 min w 37 °C. Po 15 min,
m’GpppCsHs; catkowicie przereagowato w produkt, dlatego do mieszaniny reakcyjnej dodano
kolejng porcje m’GpppCsHs (6.5 umol, 1 ekw). Inkubacje kontynuowano przez kolejne 45 min
po czym jg zakonczono poprzez rozcienczajgc mieszaniny reakcyjnej wodnym roztworem
Na:EDTA (9.75 pmol, 1.5 ekw., 300 pl). Otrzymany zwigzek oczyszczono za pomocg
jonowymiennej chromatografii oraz RP HPLC (metoda D, Tabela 10). Zwigzek m’Gppp-tr-ApG

otrzymano z wydajnoscig 56.9% w postaci soli amonowe;.

'H NMR (399.90 MHz; D,O; TSP) 84 9.17 (s, 1H, H8), 8.21 (s, 1H, H8), 8.10 (s, 1H, H8), 7.94
(s, 1H, H2), 7.77 (d, J = 2.2 Hz, 1H, HTriazol), 5.96 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H1’), 592 (d, J = 3.4
Hz, 1H, H1’), 5.80 (d, J = 4.7 Hz, 1H, H1’), 4.89 (dt, J1= 7.8, J2= 5.6 Hz, 1H, H3’), 4.75 (t, J =
5.0 Hz, 1H, H2"), 4.72 — 4.66 (m, 3H, H2’ i H3’,H4’), 4.63 (dd, J = 4.9, 3.6 Hz, 1H, H2’), 4.61 —
4.54 (m, 1H, H4’), 4.50 (q, J = 5.1 Hz, 2H, H3’ i H4’), 4.38 — 4.26 (m, 4H, H5’,H5"), 4.25 - 4.14
(m, 1H, H5”,H5’), 4.03 (s, 3H, CHs3), 3.64-3.55 (m, 1H) 3.14 (dq, J = 20.5, 15.5, 2H, Hch); 31P
NMR &P (161.89 MHz, D,0O, kwas fosforowy) 10.56 (dd, J1 = 45.3 Hz, J2= 24.6 Hz 1P), -0.80
(s, 1P, ApG), -11.56 (d, J = 19.5 Hz, 1P), -23.10 (dd, J = 25.5, 19.3 Hz, 1P, PB); HRMS(ESI-)
obliczono dla [C34H42N19023P47] 1195.17044; m/z zmierzone 1195.17216
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V.4.7.4 Synteza m’Gppp-CHaz-tr-AmpG (4)

Zwigzek m’Gppp-CHa-tr-AnmpG (4) zsyntezowano . : N\Hz
wedtug ogolnej procedury G stosujgc 5-N3AnpG HN'LN\\N‘ :\; 2 gog U O<fN |Nj .
(12b) (3.7 ymol, 1 ekw., 150 pl H20), m’GpppCsHs 2 M oree RS Q:f:iHNHZ
(14) (3.7 ymol, 1 ekw., 150 pl TEA/CH3COOH, pH s oo S

7.5), CuSO4/THPTA (1.85 ymol, 0.5 ekw., 2.5 pl) Exocl Mass, 120010

oraz AscNa (37 pmol, 10 ekw., 10 ul). Reakcje prowadzono przez 30 min w 37 °C. Po 30 min
reakcje zakonczono poprzez rozcienczenie mieszaniny reakcyjnej wodnym roztworem
Na:EDTA (5.55 pmol, 1.5 ekw., 150 ul). Otrzymany zwigzek oczyszczono za pomocg
jonowymiennej chromatografii oraz RP HPLC (metoda D, Tabela 10). Zwigzek m’Gppp-CH:-

tr-AmpG (4) otrzymano z wydajnoscig 29.3% w postaci soli amonowe;j.

IH NMR (399.90 MHz; D,O; TSP) &1 9.17 (s, 1H, H8 m’G), 8.23 (s, 1H, H8), 8.12 (s, 1H, H8),
7.95 (s, 1H, H2), 7.74 (d, J = 2.1 Hz, 1H, HTriazol), 6.04 (d, J = 3.51 Hz, 1H, H1’), 5.97 (d, J =
3.63 Hz, 1H, H1’), 5.82 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H1’), 5.02 (dt, J1=8.13; J2=5.60 Hz, 1H, H3"), 4.68
(d, J=4.76 Hz, 2H, H2' and H3'), 4.64 (dd, J1=4.88; J2=3.70 Hz, 1H, H2’), 4.56-4.47 (m, 5H,
H2', H3", H4’), 4.36-4.30 (m, 3H, H5',H5"), 4.26-4.15 (m, 3H, H5’, H5"), 4.03 (s, 3H, CHs), 3.49
(s, 3H, CHs 2'0-Me), 3.22-3.05 (m, 2H, CHy), 3P NMR (161.89 MHz, D20, HsPO4) 8P 10.39
(g, J1 = 22.39 Hz, 1P), -1.04 (s, 1P, ApG), -11.56 (d, J = 19.45 Hz, 1P), -23.10 (dd, J = 25.14,
19.45 Hz, 1P, PB); HRMS (ESI-) obliczony dla [CasHasN1s023P4] 1209.18609: m/z zmierzone
1209.18648

V.4.7.5 Synteza m’Gppp-CH2-tr-"AnpG (4a)

Zwigzek m’Gppp-CHa-tr-MALpG (4a) N
zsyntezowano wedtug ogolnej procedury G ifiN; 2 9 9 e <’: 'Nj o
stosujac 5-Ns"™AmpG (12d) (18.5 pmol, 1 ekw., | T@V 0% - <:jfj\,j‘f
1000 pl H,0), m’GpppCaHs (14) (37 pmol, 2 ekw., R == s
300 pl H20), CuSOs (9.25 umol, 0.5 ekw., 10 pl)

oraz AscNa (185 umol, 36 mg, 10 ekw.). Reakcje prowadzitem w temperaturze 37 °C przez 2
h. Po 2 h reakcje zakohczytem dodajgc do mieszaniny reakcyjnej wodny roztwor NaEDTA
(37 pmol, 2 ekw., 1 ml). Otrzymany zwigzek oczyszczono za pomocg jonowymiennej
chromatografii oraz RP HPLC (metoda D, Tabela 10). Zwigzek m’Gppp-CHz-tr-mALpG (4a)
otrzymano z wydajnoscig 40% (9.6 mg, 8 ymol) w postaci soli amonowej. *H NMR (500.24
MHz, D20, TSP) &4 8.10 (s, 1H), 7.92 (s, 1H), 7.88 (s, 1H), 7.85 (s, 1H), 6.01 (d, 1H, J= 3.4,
H1’), 5.92 (d, 1H, J=3.8, H1’), 5.79 (d, 1H, J=4.7, H1’), 4.97-4.90 (m, 1H, H3), 4.71 (t, 1H, J=
4.70, H2'), 4.64-4.57 (m, 2H), 4.48 (dt,2H, J= 9.1, J=5.1, CHy), 4.42-4.36 (m, 1H, ), 4.37-4.30
(m, 2H, H5’, H5"), 4.29- 4.23 (m, 2H, H5’, H5”), 4.22- 4.14 (m, 2H, H5’, H5"), 3.96 (s, 3H, CH3s
N7), 3.53 (s, 3H, CHz 2’0OMe), 3.09 (s, 3H, MA).
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31p NMR (202.49 MHZ, D,0, H3PO.) dr 10.69 (d, 1P, J=25.6), -0.97 (s, 1P), -11.51 (d, 1P, J=
19.0), -22.83- (-23.25) (m, 1P); HRMS (ESI -) obliczone dla [C3sH47N15023P47:1223.2017 m/z,
znalezione 1223.2033 m/z.

V.4.7.6 Synteza m’Gppp-CzHa-tr-ApG (5)

Zwigzek m’Gppp-C2Ha-tr-ApG (5) zsyntezowano HNEIN{ . : N\HN
wediug ogolnej procedury G stosujac 5-NsApG [ v ogogo;\/\ﬁN . e
(12a) (5.5 pmol, 1 ekw., 300 pl H,0), m’GpppCaHs &P b RE <fi
(15) (5.5 umol, 1 ekw., 150 ul TEA/CH;COOH, pH Cremcs Fomu: S0P O

7.5), CuSO4 (2.2 ymol, 0.4 ekw., 3 pl) oraz AscNa (55 umol, 10 ekw., 30 pl). Reakcje
prowadzono przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po 1 h reakcji, m’GpppCsHs zostato
catkowicie przeksztatcone w produkt. Z tego powodu do reakcji oddano dodatkowg porcje
m’GpppC4Hs (2 umol, 0.4 ekw.). Po dodaniu dodatkowej porcji substratu, reakcje inkubowano
przez dodatkowe 10 min po czym jg zakonczono dodajgc do mieszaniny reakcyjnej wodny
roztwér Na:EDTA (8.25 umol, 3 ekw., 600 ul). Otrzymany zwigzek oczyszczono za pomocg
jonowymiennej chromatografii oraz RP HPLC (metoda D, Tabela 10). Zwigzek m’Gppp-C2Ha-

tr-ApG otrzymano z wydajnoscig 41.2% w postaci soli amonowe;j.

H NMR (399.90 MHz; D,O; TSP) &+ 8.07 (s, 1H), 7.93 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.53 (s, 1H), 7.84
(s, 1H, Htriazol), 5.91-5.89 (m, 2H, H1’), 5.80 (d, 1H, J=4.49, H1’), 4.89 (s, 1H), 4.74-4.69 (m,
2H, H2’, pik zostat przykryty przez pik pochodzacy od H»0), 4.64 (dd, 1H, J1= 5.09, J2=2.06,
H2'), 4.61-4.58 (m, 1H), 4.55 (s, 3H), 4.49 (dd, 2H, J1=10.16, J2=5.33), 4.36-4.30 (m, 4H),
4.23-4.16 (m, 2H), 4.02 (s, 3H, CH3), 2.81-2.70 (m, 2H, CH>), 2.05-1.91 (m, 2H, CHy); 3P NMR
(161.89 MHz, D,O, kwas fosforowy) 6P 17.20-16.82 (m, 1P, Pa), -0.80 (s, 1P, 3’ P), -11,52 (d,
J=18.36, 1P, Py), -23.02 (dd, J = 25.15, J2=19.03 Hz, 1PB); HRMS(ESI-) obliczone dla
[C35H4sN18023P47] 1209.18609; m/z zmierzone 1209.18608

V.4.7.7 Synteza m’Gppp-C2Has-tr-AmpG (6)

Zwigzek m’Gppp-CzHs-tr-AmpG (6) zsyntezowano e N
wedtug ogolnej procedury G stosujgc 5-NaAmpG |-’ ogogog\/\ﬂ § le 0
(12b) (3.7 umol, 1 ekw., 200 pl H>0), M’GpppCaHs 0% TS ey
(15) (3.7 umol, 1 ekw., 100 pl TEA/CHsCOOH, pH TN L i

7.5), CuSOs (1.5 pmol, 0.4 ekw., 3 pl) oraz AscNa
(37 pymol, 10 ekw., 30 pl). Reakcje prowadzono przez 30 min w temperaturze pokojowej. Po
30 min zakonnczono dodajgc do mieszaniny reakcyjnej wodny roztwér Na;EDTA (4.4 umol, 1.2
ekw., 150 pl). Otrzymany zwigzek oczyszczono za pomocg jonowymiennej chromatografii oraz
RP HPLC (metoda D). Zwigzek m’Gppp-C,Ha-tr-ApG otrzymano z wydajnoscig 29.3% w

postaci soli amonowe;.
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IH NMR (399.90 MHz; D,O; TSP) 81 9.17 (s, 1H, H8 m’G), 8.24 (s, 1H, H8), 8.10 (s, 1H, H8),
7.98 (s, 1H, H2), 7.48 (d, J = 2.1 Hz, 1H, HTriazol), 6.08 (d, J = 2.13 Hz, 1H, H1’), 5.98 (d, J =
3.5Hz, 1H, H1"), 5.82 (d, J =4.9 Hz, 1H, H1"), 5.08 (dt, J1=7.2; J2=5.0 Hz, 1H, H3’), 4.69-4.67
(m, 1H, H2'), 4.57-4.53 (m, 2H, H2’ and H3’), 4.50-4.44 (m, 4H, H3'i H4’), 4.39-4.34 (m, 3H,
H5’,H5"), 4.30-4.24 (m, 2H, H5’, H5”),4.20-4.12 (m, 1H, H5’, H5”), 4.07 (s, 3H, CH3), 3.53 (s,
3H, CH; 2’'0- Me), 2.74-2.68 (m, 2H, CH,), 1.99-1.91 (m, 2H, CHy); 3P NMR (161.89 MHz,
D,0O, kwas fosforowy) dp 17.10-16.50 (m, 1P, Py), -0.95- (-0.93) (m, 1P, ApG), -11.45(d, J =
18.70 Hz, 1P, Pa), -22.83- (-23.11) (m, 1P, PB); HRMS (ESI-) obliczone dla [C3sH47N1s023P4]
1223.20174; m/z zmierzone: 1223.20144

V.4.7.8 Synteza of m’GpppOCH2-tr-ApG (7)

Zwigzek m’GpppOCH.-tr-ApG (7) zsyntezowano H)N:?IN; o o o ; ‘N\HJ:
wedtug ogdlnej procedury G stosujgc 5-NsApG | ™ HO’ZTO'Z\O’ZTO/\N’; o] N; 8
(12a) (2.5 ymol, 1 ekw., 300 pl H20), m’GpppOCsHa o o I g L,
(16) (2.5 ymol, 1 ekw., 50 pl TEA/CHsCOOH, pH Cramt Fomu: CutatOuP S

7.5), CuSO4 (1 pmol, 0.4 ekw., 1.4 pl) oraz AscNa (25 umol, 10 ekw., 25 pl). Reakcje
prowadzono przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po 1 h zakonczono dodajgc do mieszaniny
reakcyjnej wodny roztwér Na;EDTA (3.75 pmol, 1.5 ekw., 150 ul). Otrzymany zwigzek
0CzyszCzono za pomocyg jonowymiennej chromatografii oraz RP HPLC (metoda D, Tabela 10).

Zwigzek m’GpppOCH,-tr-ApG otrzymano z wydajnoscig 41.2% w postaci soli amonowej.

'H NMR (399.90 MHz; D-O; TSP) 81 9.14 (s, 1H, H8 m’G), 8.16 (s, 1H, H8), 8.11 (s, 1H, H8),
7.95 (s, 1H, C2), 7.84 (s, 1H, Htriazol), 5.97 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H1"), 5.94 (d, J = 2.4 Hz, 1H,
H1’), 5.81 (d, J = 4.7 Hz, 1H, H1’), 5.02 — 4.97 (m, 1H, H3’), 4.89-4.88 (m, 2H, CH>), 4.77-4.75
(m, 1H, H2’, przykryte przez pik pochodzacy od wody), 4.73 (dd, 1H, J1=5.24; J2=2.54, H2’),
4.66 (dd, 1H, J1=4.88; J2=3.77, H2'), 4.63-4.62 (m, 2H, H3’), 4.54-4.49 (m, 3H, H4’), 4.38-
4.16 (m, 5H, H5',H5”) , 4.06 (s, 3H, CHs); 3P NMR & (161.89 MHz, D,O, kwas fosforowy) -
0.73 (s, 1P, ApG), -11.43- (-11.75) (m, 2P, Pa, Py), -22.88 (t, J =18.75, 1P, PB); HRMS (ESI-)
obliczone dla [C3sH43N15024P47] 1211.16535; m/z zmierzone 1211.16549

V.4.7.9 Synteza m’GpppOCH2-tr-AmpG (8)

Zwigzek m’GpppOCH;-tr-AnpG (8) zsyntezowano R
wedtug ogdlnej procedury G stosujgc 5’-NzAnpG HQN*\NJ by OE\OE;O»E\OA@ O</N ‘Nj g
(12b) (9.4 pmol, 1 ekw., 300 pl H20), m’GpppOCsHs OH O & oo <:]fi“

0=p-0- N7 TNH,
(16) (158 |Jm0|, 17 ekW, 100 lJI TEA/CH3COOH, ChemlcalFormula:C%H“N‘Bohpdz.OH S i

pH 7.5), CuSOs; (1 pmol, 0.4 ekw., 1.4 pl) oraz
AscNa (25 pmol, 10 ekw., 25 ul). Reakcje prowadzono przez 1 h w temperaturze pokojowe;j.
Po 1 h zakonczono dodajgc do mieszaniny reakcyjnej wodny roztwor Na;EDTA (18.8 pmol, 2

ekw., 150 pl). Otrzymany zwigzek oczyszczono za pomocg jonowymiennej chromatografii oraz
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RP HPLC (metoda D, Tabela 10). Zwigzek m’GpppOCH_-tr-AnpG otrzymano z wydajnoscig

45% w postaci soli amonowej.

H NMR (399.90 MHz; D,O; TSP) 6H 9.14 (s, 1H, H8 m’G), 8.18 (s, 1H, H8), 8.11 (s, 1H, H8),
7.95 (s, 1H, C2), 7.83 (s, 1H, Htriazol), 6.05 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H1"), 5.97 (d, J = 3.7 Hz, 1H,
H1’), 5.81 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H1’), 5.14-5.07 (m, 1H, H3’), 4.88 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 4.66 (dd,
1H, J1=4.9; J2=3.7 Hz, H2'), 4.60 (d, J= 3.8 Hz, 2H, H3’), 4.53-4.46 (m, 4H, H2’ i H4’), 4.40-
4.32 (m, 3H, H5" i H5”), 4.31- 4.13 (m, 3H, H5" and H5”), 4.05 (s, 3H, CH3s m’G), 3.51 (s, 3H,
CHs, 2°0O- Me); 3P NMR &p (161.89 MHz, D0, kwas fosforowy) -0.11 (m, 1P, 3'P), -10.69 (d,
J=18.8 Hz, 1P, Pa lub Py) and -10.89 (d, J= 18.3 Hz, 1P, Pa lub Py), -22.87 (dd, J =18.8 i J=
18.3 Hz, 1P, PB); HRMS(ESI-) obliczone dla [CssHasN1g024P4] 1225.18100; m/z zmierzone

1225.18098

V.4.7.10
Zwigzek m’Gppp-tr-C2Ha-AmpG (9) zsyntezowano
wedtug ogolnegj
CoHapAmpG (12c) (5.75 ymol, 1 ekw., 100 pl H,0),
m’GpppC.H (13) (5.75 pmol, 1 ekw., 100 ul

procedury G stosujgc 5-Ns-

Synteza m’Gppp-tr-C2HapAmpG (9)

Chemical Formula: CagHazN1g02: 7Ps?
ss: 1318.16

Exact Mas:

DPO
OH

'Io

OH OH

NH,

=N

N

NNNHg

TEA/CH3COOH, pH 7.5), CuSO4 (1.15 pmol, 0.2 ekw., 10 ul) oraz AscNa (57.5 pymol, 10 ekw.,

25 pl). Reakcje prowadzono przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po 1 h zakornczono dodajgc

do mieszaniny reakcyjnej wodny roztwor NaEDTA (5.75 ymol, 1 ekw., 500 ul). Otrzymany

zwigzek oczyszczono za pomocg jonowymiennej chromatografii oraz RP HPLC (metoda D,

Tabela 10). Zwigzek m’Gppp-tr-C2Ha-AmpG (9) otrzymano z wydajnoscig 42.2% w postaci soli

amonowej.

IH NMR (500.24 MHz; D;0; TSP) 81 9.12 (s, 1H, H8 m’G), 8.38 (s, 1H, H8), 8.26 (s, 1H, H8,),
8.21 (s, 1H, H2), 7.97 (s, 1H, HTriazol), 6.05 (d, J= 5.2 Hz, 1H, H1’), 5.96 (d, J= 3.4 Hz, 1H,
H1%), 4.94 (dt, J= 8.3 and J= 4.4 Hz, 1H, H3'), 4.61 (dd, J= 4.8 i J= 3.6 Hz, 1H, H1"), 4.56 (q,
2H), 4.53- 4.49 (m, 2H), 4.47 (t, J= 5.1 Hz, 1H), 4.44- 4.38 (m, 1H), 4.37- 4.31 (m, 2H); 3'P
-0.93 (1P, s), -7.46 (1P, d, J = 21.6, Pa
lub Py), =11.45 (1P, d, J =17.5, Pa lub Py), -23.14 (1P, t, J = 20.3, Pp)

NMR; 6p (20253 MHZ; DQO; H3PO4) 6p -0.36 (1 P, S),

V.4.7.11 Synteza m’Gppp-tr-C2Hap™AmpG (9a)
Zwigzek m’Gppp-tr-CHspMAmpG (9a) j\IN/,

Ty 2 2 9
zsyntezowano wedtug ogolnej procedury G stosujgc o ‘HO’ETO’Z-“O‘E

5’-N3-C2Hsp™AnpG (12€) (25 pumol, 1 ekw., 300 pl),
m’Gppp-C2H (13) (40 pmol, 1.6 ekw., 300 pl),

)
OH OH

Chemical Formula:

Ca HagN13027Ps*
s: 1332.17

CuSO04 (6.25 umol, 0.25 ekw., 50 ul), AscNa (250 umol, 10 ekw., 300 ul). Reakcje prowadzono

przez 2.5 h w 30 °C. Po 2.5 h reakcje zakohczono dodajgc do mieszaniny reakcyjnej wodny
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roztwér NaEDTA (62.5 pmol, 2.5 ekw., 1 ml). Otrzymany zwigzek oczyszczono za pomocg
jonowymiennej chromatografii oraz RP HPLC (metoda D, Tabela 10) otrzymujac zwigzek

m’Gppp-tr-C.HspMAmpG z wydajnoscig 50% w postaci soli amonowe;.

'H NMR (500.24 MHz, D0, TSP) & 9.15 (s, 1H, H8 m’G), 8.35 (s, 1H, H8), 8.26 (s, 1H, H8),
8.23 (s, 1H, H2), 7.98 (s, 1H, Htriazol), 6.05 (d, J = 5.1, 1H, H1"), 5.96 (d, J = 3.6, 1H, H1),
5.84 (d,J=5.5, 1H, HT’), 4.97 — 4.91 (m, 1H), 4.62 (dd, J = 4.2 Hz, 1H), 4.57 (s, 2H), 4.49 (dt,
J=9.4,4.8Hz, 3H), 4.43 -4.38 (m, 1H), 4.37 —4.31 (m, 2H), 4.29 — 4.21 (m, 1H), 4.23 -4.14
(m, 2H), 4.05 (s, 3H, CHs; m’G), 4.03 — 3.97 (m, 1H), 3.97 — 3.90 (m, 1H), 3.48 (s, 3H, CHg,
2'0OMe), 3.18 (s, 3H, m6A); 3P NMR: dp (202.53 MHz; D,0O; H3PO4) & -0.30 (1P, s), -0.94
(1P, s), =7.63 (1P, d, J = 22.14, Pa lub Py), -11.52 (1P, d, J =19.04, Pa lub Py), —23.34 (1P,
t, J = 20.71, PB); HRMS (ESI -) obliczone dla [C37Hs0N18027P5s] 1333.1789 m/z; znalezione
1333.17989

V.4.7.12 Synteza m’Gppp-tr-C2Hap®"®AmpG (9b)

Zwigzek m’Gppp-tr-C2HapB " AnpG (9b) (?
zsyntezowano wedlug ogoélnej procedury G o O‘ Nf; o o o . ‘”\”N
stosujac 5-Ns-CoHapP®AnpG (12f) (37 pmol, 1 %" I yyea”e b olo o 17 g
ekw., 300 pl), m’Gppp-CzH (13) (57 umol, 1.55 bl (Ao

ekw., 300 pl), CuSO, (12.8 ymol, 0.35 ekw., 50 pl),
AscNa (370 pymol, 10 ekw., 50 ul). Reakcje prowadzono przez 1 h 15 minw 37 °C. Po 1 h 15
min reakcje zakonczono dodajgc do mieszaniny reakcyjnej wodny roztwér Na;EDTA (45 pmol,
1.2 ekw., 1 ml). Otrzymany zwigzek oczyszczono za pomocg jonowymiennej chromatografii
oraz RP HPLC (metoda D, Tabela 10) otrzymujac zwigzek m’Gppp-tr-C,HspE"®AnpG (9b) z
wydajnoscig 41% w postaci soli amonowej. *H NMR (500.24 MHz, DO, TSP) &4 9.10 (s, 1H,
H8 m’G), 8.37 (s, 1H, H8), 8.24 (s, 1H, H8 ), 8.20 (s, 1H, H2), 8.02 (s, 1H, Htriazol), 7.31 —
7.17 (m, 5H, H aromatyczne), 6.05 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H1’), 5.92 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H1’), 5.84
(d, J=5.2 Hz, 1H, H1), 4.95 (dt, J = 8.3, 4.3 Hz, 1H), 4.57 (dd, J = 4.8, 3.6 Hz, 1H), 4.50 (dt,
J=9.6,5.1Hz, 4H), 4.46 — 4.38 (m, 2H), 4.32 (ddq, J = 15.0, 5.4, 2.3 Hz, 3H), 4.27 — 4.08 (m,
4H), 4.05 - 3.97 (m, 1H), 3.94 — 3.87 (m, 1H), 3.69 (s, 1H), 3.47 (s, 3H, CH3, 2’0OMe); P NMR:
Op (202.53 MHz; D,O; H3sPO.) 6p —-0.40 (1P, s), —0.90 (1P, s), -7.51 (1P, d, J = 21.9, Pa lub
Py), -11.49 (1P, d, J =19.0, Pa lub Py), -23.21 (1P, t, J = 20.56, PB); HRMS (ESI -) obliczone
dla [CasHs3N18027Ps] 1409.2099 m/z; znalezione 1409.21090
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V.4.7.13 Synteza m’GpppG-(2’ i 3’)O-karb-CHa-tr-ApG (10a i 10b)

5-NsApG  (12a) (34 pmol, 1 ekw.) w5 s «Z.‘IEiTTNH
rozpuszczono w 200 pl H.0 MQ i - R
wymieszano ze 100 yl wodnego roztworu 2y A ‘E:EMCH:; AN <”L, O
m’GpppGuys (Mieszanina izomeréw 2’ i 3’) ”zN’L‘“’L'”b O'iTO’iTO‘i?%\,ﬁ;“”A - N ;D'DH G,:j:jjw
(34 umol, 1 ekw.). Po 10 min inkubacji w L JJ ey
temperaturze pokojowej dodano wodnego o \i) <NL .
roztworu CuSOs (10 ul, 17 umol, 0.5 L) o

S o

ekw.). Reakcje rozpoczeto poprzez
dodanie do mieszaniny reakcyjnej wodnego roztworu AscNa (340 umol, 10 ekw., 100 ul).
Reakcje prowadzono przez 1 h w temperaturze pokojowej, po czym zakonczono jg poprzez
rozcienczenie mieszaniny reakcyjnej wodnym roztworem NaEDTA (51 pmol, 1.5 ekw., 500
MI). W wyniku reakcji otrzymano dwa izomery (2’ i 3’), ktdre rozdzielono za pomocg RP HPLC
(metoda D, Tabela 10). Struktury otrzymanych izomeréw potwierdzono za pomocg NMR oraz
HRMS. 10a: *H NMR: &4 (500.24 MHz; D,O; TSP) 9.02 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.89
(s, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.63 (s, 1H), 5.88-5.86 (m, 3H), 5.83 (1H, d, J=4.2), 5.72 (1H, d, J =
4.1),5.44 (1H,t,J=5.5), 4.76-4.68 (5H, m), 4.65 (1H, t, J =5.1), 4.62—-4.54 (6H, m), 4.52 (1H,
d,J=5.6),4.49 (1H, d, J=4.9), 4.45 (2H, t, J =5.0), 4.41-4.21 (15H, m), 4.20-4.11 (3H, m),
4.03 (s, 3H). 3P NMR: & (202.53 MHz; D,O; H3P0,) 0.16 (1P, d, J = 9.5, Pa), -10.58 (2P, dd,
J=19.4,12.0,3" PorazPy),-22.11 (1P, t, J = 19.3, PB).

10b: *H NMR: 3y (500.24 MHz; D,O; TSP) 9.05 (1H, s), 8.23 (1H, s), 8.01 (1H, s), 7.96 (2H,
s), 7.92 (1H, s), 7.72 (1H, s), 5.93 (1H, d, J = 3.0), 5.88 (1H, d, J = 3.5), 5.80 (1H, d, J = 4.7),
5.73 (1H, d, J = 7.2), 5.25 (1H, t, J = 10.8), 4.74 (1H, d, J = 3.0), 4.72—4.65 (4H, m), 4.57 (3H,
dd, J = 8.1, 5.0), 4.49 (1H, t, J = 5.3), 4.45 (2H, t, J = 5.2), 4.43-4.15 (12H, m), 4.02 (3H, s).
3P NMR: &p (202.53 MHz; D,0; H3PO4) 8- 0.23 (1P, d, J = 10.6, Pa), -10.54 (2H, dd, J = 19.3,
11.3, 3'P oraz Py), -21.99 (1P, t, J = 19.2). HRMS (ESI-) obliczone dla [CasHisN15024P 42!
759.1225; m/z zalezione 759.1229 (10a), 759.1225 (10b).
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V.4.7.14 Synteza m’GpppAm-3'0O-CHz-tr-G
V.4.7.14.1Synteza 2’-OMe-3’-OC3H3 adenozyny (18)

2’-OMe-adenozyne zakupiong w TCI Chemicals (7 mmol, 1 ekw.)
zawieszono w bezwodnym DMF (78 ml). Zawiesine podgrzano do
50 °C w celu rozpuszczanie substratu, a nastepnie catos¢
schtodzono w fazni lodowej. Po schtodzeniu mieszaniny reakcyjne;,
do kolby dodano NaH (14 mmol, 2 ekw.) oraz TBAI (1.4 mmol, 0.2
ekw.). Po czym wkroplono bromek propargilu (roztwor w toluenie)

(8.4 mmol, 1.2 ekw., 1.32 ml). Mieszanine reakcyjng stopniowo

NH,
N \N
y
<N l A
HO‘I o
(0] (0]

Chemical Formula: C14H417N504
Exact Mass: 319.13

podgrzewano do 55 °C. Po podgrzaniu mieszanine reakcyjng mieszano przez 8 h. Po 8 h

konwersja substratu w produkt zatrzymata sie i wyniosta 40%. Reakcje zakohczono poprzez

odparowanie rozpuszczalnikow do sucha pod zmniejszonym cisnieniem, za pomocg wyparki

wolnoobrotowej. Otrzymany zwigzek oczyszczono za pomocg chromatografii cieczowej ze

ztozem krzemionkowym. Elucje prowadzono w gradiencie liniowym (0-7% metanolu w DCM).

Zebrane frakcje zawierajgce produkt odparowano do sucha otrzymujgc 2’-OMe-3’-OCsHs

adenozyne w postaci zéttego proszku z wydajnoscig 9%.

IH NMR (399.90 MHz; DMSO; TSP) &4 H: 8.39 (s, 1H, ade), 8.14 (s, 1H, ade), 7.39 (s, 2H,
Ade NHy), 6.01 (d, 1H, J= 6.4, H1’), 5.56 (dd, 1H, J1= 7.0, J2= 4.7, H4’), 4.56 (dd, 1H, J1= 6.4,
J2=4.9, H2), 4.36 (dd, 1H, J1= 4.9, J2= 2.8, H3"), 4.33 (t, 2H, J=2.2), 4.16 (q, 1H, J= 3.3, H4"),
3.70 (ddd, 1H, J=12.1, J= 4.7, J= 3.7, H5), 3.58 (ddd, 1H, J1= 12.1, J2= 7.0, J3= 3.4, H5"),

3.51 (t, 1H, J= 2.4), 3.31 (s, 3H, 2'0- Me)

V.4.7.14.2Synteza 5’-monofosforanu 2’-OMe-3’-OC3Hs adenozyny (19)

2’-OMe-3’-OC3Hs; adenozyne (0.28 mmol, 1 ekw.) rozpuszczono
w bezwodnym fosforanie trimetylu (1.4 ml). Otrzymany roztwor
schtodzono do 0 °C w fazni lodowej, po czym wkroplono POCIs
(1.1 mmol, 3 ekw., 0.1 ml). Mieszanine reakcyjng mieszano w 0
°C przez 2 h. Po 2 h reakcji produkt przejsciowy jakim byt 5’-
dichlorofosforan 2’-OMe-3’-OCsHs

mieszaniny reakcyjnej za pomocg zimnego DCM. Otrzymany

adenozyny wytrgcono z

NH,

N S

N

? <

_P< N N
HOI_OT o

Chemical Formula: C14H47N507P"
Exact Mass: 398.09

osad przemyto 3-krotnie zimnym DCM, a nastepnie ponownie rozpuszczono go w wodzie.

Otrzymany wodny roztwér 5’-monofosforanu 2’-OMe-3’-OC3Hz adenozyny doprowadzono do

pH 7 za pomocg 1M NaHCOs. Koncowy produkt oczyszczono za pomocg jonowymiennej

chromatografii cieczowej z ztozem DEAE Sephadex A-25 w formie HCOz. 5’-monofosforan

2’-OMe-3’-OC3Hs adenozyny otrzymano w postaci soli TEAH* z wydajnoscig 36%.
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H NMR (500.24 MHz; D,O; TSP) du (s, 1H, ade), 8.26 (s, 1H, ade), 6.20 (d, 1H, J= 5.7, HT’),
4.67-4.61 (m, 2H, H2' i H3’), 4.56-4.53 (m, 1H, H4’), 4.45 (dd, 1H, J=16.0, J= 2.4, CH2), 4.41
(dd, 1H, J=16.0, J= 2.4, CHy), 3.51 (q, 1H, J= 7.27, rozpuszczalnik), 3.47 (s, 3H, 2’0O- Me),
3.20 (g, 7H, J= 7.3, TEA), 2.96 (t, 1H, J= 2.4, C3Has); 3P NMR 0p (161.89 MHz, D,0O, kwas
fosforowy) 6¢ 2.0 (s, 1P); HRMS (ESI-) obliczone dla [C14H17NsO-7P] 398.0871; m/z zmierzone:
398.08723

V.4.7.14.3Synteza m’GpppAm-3’-OCsHs; (20)

5’-monofosforan 2’-O-metylo-3’-O- o NH;
propargiloadenozyny (19) (46 pmol, 1 ekw.) oraz . N*‘/N:i[’:s 9 2 2 <’: | N\,)N
mM’GDP-Im (92 pmol, 2 ekw.) rozpuszczono w | - wo 626 éHow
bezwodnym DMSO (350 ul). Nastepnie do oH OH ° O
mieszaniny reakcyjnej dodano bezwodny ZnCl, Iﬂ

(460 pmol, 10 ekw.). Reakcje prowadzono przez 2 Chemicel Formut: CaslaaloOwPs

h w temperaturze pokojowej. Po 2 h reakcje zakonczono rozcienczajgc 4-krotnie mieszanine
reakcyjng wodnym roztworem NaEDTA/NaHCOs; (20/10 mg/ml). Zwigzek kohcowy
0CzyszCzono za pomocg jonowymiennej chromatografii cieczowej z ztozem DEAE Sephadex
A-25 w formie HCOs oraz RP HPLC (metoda D, Tabela 10).

H NMR (500.24 MHz; D-O; TSP) &4 9.05 (s, 1H, C8 m’G), 8.46 (s, 1H), 8.24 (s, 1H), 6.09 (d,
1H, J= 6.2, H1’) 5.90 (d, 1H, J= 3.8, H1’), 4.62 (dd, 1H, J1= 5.3, J2= 3.3), 4.57-4.52 (m, 3H,
H2 i H3’), 4.49- 4.41 (m, 3H), 4.41-4.35 (m, 2H), 4.33- 4.22 (m, 3H), 4.05 (s, 3H, CH3, m’'G),
3.42 (s, 3H, 2°0- Me), 2.96 (t, 1H, J= 2.4, CH) ; %P NMR (161.89 MHz, D0, kwas fosforowy)
Op -10.89 (dd, 2P, J=19.3, J=13.3, Pa and Py), -22.44 (t, 1P, J=19.3, PB); HRMS (ESI-)
obliczone dla [C2sH32N10017P37] 837.1165; m/z zmierzone: 837.11659

V.4.7.15 Synteza m’GpppAm-3’-OCHa-tr-G (11)

m’GpppAn-3'-OCsHs (20) (11 pmol, 1 ekw.) o NH;

N* N =
rozpuszczono w 150 pl HO MQ. Nastepnie H/Ng > 2 ﬁ (‘,i\ <’N ’ j

HN™ N7 N O’C.)fo’éfo’é_ 07 o N

dodano 5-NsG (11 pmol, 1 ekw.) rozpuszczone w w WOQ? .

OH OH -
50 pl DMSO. Tak ofrzymang mieszanine ChemicaE'::Cm‘:srs?ﬁ:ﬂ;aOzwPaz' ; /Q </N]|\)L/J\'—1
mieszano przez 10 min w temperaturze pokojowe;, NN o) NHz
po czym dodano wodny roztwor CuSO; (3.3 pmol, on o

0.3 ekw., 10 pl) oraz AscNa (110 ymol, 10 ekw.) rozpuszczony w 50 pl H.O MQ. Reakcje
prowadzono przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po 1 h, reakcje zakonczono rozcienczajgc
mieszanine reakcyjng wodnym roztworem Na;EDTA (11 pmol, 1 ekw., 500 pl). Produkt

koncowy wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej za pomocg jonowymiennej chromatografii
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cieczowej z ztozem DEAE Sephadex A-25 w formie HCOs; oraz RP HPLC (metoda D, Tabela

10), otrzymujgc zwigzek (11) w postaci soli amonowej z wydajnoscig 62%.

'H NMR 3y (500.24 MHz; D,O; TSP) & 9.11 (s, 1H, H8 m’G), 8.42 (s, 1H, H8), 8.26 (s, 1H,
H8), 7.93 (s, 1H, H2), 7.55 (s, 1H, Htriazol), 6.06 (d, J= 5.2 Hz, 1H, H1’), 5.89 (d, J= 3.4 Hz,
1H, H1’), 5.76 (d, J= 2.8 Hz, 1H, H1’), 4.85 (dd, J= 6.2 and J= 2.8 Hz, 2H), 4.76, 4.72-4.69 (m,
1H, H2"), 4.62- 4.57 (m, 2H, H2' and ), 4.52 (t, J= 5.3 and J= 5.1 Hz, 1H, H4’), 4.46- 4.43 (m,
4 H), 4.41 (dd, J=4.1 and J= 2.6 Hz, 1H), 4.38- 4.33 (m, 2H), 4.30- 4.23 (m, 3H), 4.02 (s, 3H,
CH3 m7G), 3.25 (s, 3H, CH3 2’0- Me); *'P NMR & (161.89 MHz, D0, kwas fosforowy): - 0.74
(s, 1P, ApG), -7.94 (d, J = 22.2 Hz), -11.49 (d, J = 19.1 Hz), -23.32 (t, J = 20.6 Hz, 1P, Pp);
HRMS (ESI-) obliczone dla [CssHasN18024P47 1145.2147; m/z zmierzone: 1145.21536

V.4.8 Badania biochemiczne i biologiczne

V.4.8.1 Badanie aktywnosci enzymu cN-IIIA i cN-llIB przy uzyciu kolorymetrii

Do badania aktywnosci enzymu cN-IlIB wykorzystano analize kolorymetryczng przy uzyciu
analizy zielng malachitowa, za pomoca, ktérej wykrywano i oznaczano ilos¢ uwolnionego
nieorganicznego fosforanu podczas reakcji enzymatycznej. Analize zielenig malachitowg
przeprowadzono przy uzyciu Malachite Green Phosphate (MGP) Assay Kit zakupionego w
firmie Sigma-Aldrich. llo¢ uwolnionego fosforanu oznaczano mierzac warto$¢ absorpcji przy
dtugosci fali 620 nm. Pomiary absorpcji wykonywano na 96-dotkowych ptytkach (96-well, clear,
non-binding assay plates (Greiner)) przy uzyciu czytnika mikroptytek Synergy H1 Multi-Mode
Reader, BioTek.

V.4.8.2 Podatnos¢ na hydrolize enzymatyczna benzylowych analogéw m’GMP

Reakcje hydrolizy enzymatycznej przeprowadzono w 96-dotkowej ptytce w obecnosci 100 uM
m’GMP (substratu), 100 uM badanego zwigzku (inhibitora) oraz 40 nM enzymu cN-IIIA lub 80
nM enzymu cN-IlIB. Reakcje prowadzono w roztworze buforowym 20 mM HEPES, pH 7.5, 50
mM KCI, 5 mM MgCl, w 30 °C przy mieszaniu 300 RPM. Koncowa objetos¢ reakcji wynosita
80 ul. Badane zwigzki wraz z enzymem inkubowano przez 45 min w przypadku enzymu cN-
[1IB oraz 25 min w przypadku enzymu cN-IlIA, po czym reakcje zakohczono dodajgc do kazdej
z nich 20 yl odczynnika zawierajgcego zielen malachitowg oraz molibden (Malachite Green
Phosphate Reagent). Po zatrzymaniu reakcji, prébki inkubowano przez 25 min, a nastepnie
zmierzono wartos¢ absorpcji przy 620 nm za pomocg czytnika mikroptytek, w celu

skwantyfikowania iloéci uwolnionego nieorganicznego fosforanu w czasie reakc;ji.
V.4.8.2.1 Inhibicja enzymu cN-IlIA i cN-IIIB

Reakcje inhibicji prowadzono w 96-dotkowej ptytce w obecnosci 100 uM potencjalnego
inhibitora, 100 uM m’GMP (substratu enzymu) oraz enzymu cN-IlIA (40 nM) lub cN-IIIB (80
nM). Reakcje inhibicji prowadzono w roztworze buforowym 20 mM HEPES, pH 7.5, 50 mM
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KCl oraz 5 mM MgCl; w 30 °C przy mieszaniu 300 RPM. Reakcje zakornczono po 25 min (cN-
[lIA) lub 45 min (cN-llIB) poprzez rozcienczenie mieszaniny reakcyjnej 20 yl odczynnika
zawierajgcego zielen malachitowg oraz molibden (Malachite Green Phosphate Reagent). Po
zakonczeniu reakcji, probki inkubowane przez dodatkowe 25 min, a nastepnie zmierzono
warto$¢ absorpcji przy dlugosci fali 620 nm w celu skwantyfikowania ilosci uwolnionego

nieorganicznego fosforanu w czasie reakciji.

V.4.8.3 Wyznaczanie wartosci parametru ICso wzgledem enzymu cN-IlI1Bz

Wartos¢ parametru 1Cso wyznaczono w 96-dotkowej ptytce w obecnosci 40 nM enzymu cN-
MA lub 80 nM enzymu cN-llIB, 100 yM m’GMP oraz 12 réznych stezen inhibitora,
przygotowanych metodg potowicznych rozciehczen. Poczatkowe stezenie inhibitora wynosity
1000, 500 Ilub 250 pM w zaleznosci od potencjatu inhibitorowego danego zwigzku
(oszacowanego na podstawie eksperymentu ze statym stezeniem inhibitora w reakc;ji).
Reakcje inhibicji prowadzono w roztworze buforowym 20 mM HEPES, pH 7.5, 50 mM KCl oraz
5 mM MgCl, w 30 °C przy mieszaniu 300 RPM. Reakcje rozpoczeto dodajgc do kazdego dotka,
wczesniej preinkubowany enzym — 15 min, 30 °C. W przypadku zwigzkéw typu SuFEX,
inhibitor preinkubowano przez 45 min z enzymem cN-IIIB, po czym reakcje rozpoczynano
dodajac do kazdego dotka substrat — m’GMP. Reakcje zakoriczono po 25 min (cN-111A) lub 45
min (cN-IlIB) poprzez rozciehczenie mieszaniny reakcyjnej 20 ul odczynnika zawierajgcego
zieleh malachitowg oraz molibden (Malachite Green Phosphate Reagent). Po zakonczeniu
reakcji, probki inkubowane przez dodatkowe 25 min, a nastepnie zmierzono wartos¢ absorpciji
przy diugoséci fali 620 nm w celu skwantyfikowania ilosci uwolnionego nieorganicznego
fosforanu w czasie reakcji. Otrzymane wyniki przedstawiono na wykresie zaleznoéci ilosci
uwolnionego nieorganicznego fosforanu (0§ OY) od stezenie inhibitora (0§ OX). Wartos¢

parametru ICso wyznaczono poprzez dopasowanie do otrzymanych punktéw krzywej opisane;j

rownaniem:
Ay, — Ay
y=4,+ 1o %
t1c50

Gdzie A; to dolna asymptota, A, gérna asymptota, x to stezenie inhibitora, y to odpowiedz

uktadu (stezenie uwolnionego fosforanu, Absezo).
Badanie selektywno$ci inhibitoréw enzymu cN-IIIB wzgledem biatka elF4E

Do wyznaczenie selektywnosci inhibitorbw enzymu cN-IlIB wzgledem biatka elF4E
wykorzystano metode fluorescencyjng opracowang przez Kasprzyk i wsp.!’. W tym celu
wykorzystano mysie biatko elF4E zsyntezowane wedlug wczesniejszego protokotu!’, oraz
piernowg sonde fluorescencyjng'!’. Reakcje prowadzono w 96-dotkowej, czarnej ptytce

(Grainer). W celu przeprowadzenia reakcji, biatko elF4E (400 nM) inkubowano wraz z sondg
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fluorescencyjng (75 nM) oraz inhibitorem (10 rozciehczen — rozcienczenia przygotowano
metodg potowicznych rozcienczen rozpoczynajgc od 100 uM) przez 30 min w 30 °C, 300 RPM,
w odgazowanym roztworze buforowym 50 mM HEPES, pH 7.2, zawierajgcym 100 mM KCI
oraz 0.5 mM EDTA. Po wstepnej inkubacji, 96-dotkowg ptytke umieszczono w czynniku
mikroptytek (Synergy H1 Multi-Mode Reader, BioTek) i mierzono fluorescencje (ex. 345 nm,
em. 378 nm) przez 1 h w temperaturze 30 °C. Otrzymane wartosci fluorescencji usredniono i
przedstawiono na wykresach zaleznosci intensywno$ci fluorescencji (0$ OY) od stezenia
inhibitora (0§ OX), na ktorych podstawie obliczono wartosci parametru ECso. Wartos¢

parametru ECso wyznaczono poprzez dopasowanie do otrzymanych punktéw krzywej opisane;j

rownaniem:
A; — Ay
y=fht T x
T EC50

, gdzie A; to dolna asymptota, A, gérna asymptota, x to stezenie inhibitora, y to odpowiedz
uktadu (usredniona warto$¢ fluorescencji). Wartosci ECso wyznaczono przy uzyciu programu
GraphPad Prism 9.0. Na podstawie otrzymanych wartosci parametru ECso obliczono statg

inhibicji Ki, wykorzystujgc w tym celu rownanie:

, gdzie ECso to stezenie inhibitora potrzebne do wyparcia 50% sondy z kompleksu z biatkiem
[P] to catkowite stezenie biatka, [Pi]so to stezenie kompleksu biatko ligand przy 50% inhibicji,
[L]so to stezenie niezwigzanej sondy przy 50% inhibicji, [P]o to stezenie wolnego biatka (biatka

nie bedgcego w kompleksie).

V.4.9 Przygotowanie matrycy dsDNA - trawienie plazmidu przy
uzyciu enzymu restrykcyjnego Aarl

Plazmid pJET_T7_Gluc kodujacy biatko lucyferaze Gaussia strawiono przy uzyciu enzymu
restrykcyjnego Aarl. W tym celu, do plazmidu (10 pg, 700 ng/ul, 14.2 pl) dodano 50-krotnie
stezony bufor (0.8 pl) (Thermo Fisher Scientific, Buffer O, kat. ER1581), 10-krotnie stezony
bufor dla enzymu Aarl (4 pl) (Thermo Fisher Scientific, kat. ER1581), enzym Aarl (8U, 4 pl)
(Thermo Fisher Scientific, kat. ER1581) oraz H.O MQ (17 pl). Reakcje prowadzono przez 18
h w temperaturze 37 °C. Otrzymang matryce oczyszczono za pomocg QIAQuick PCR
Purification Kit. Jakos¢ otrzymanej matrycy sprawdzono za pomocg 1.2% zelu agarozowego
(TBE).

Reakcja transkrypcji in vitro (lucyferaza Gaussia)
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Kapowane mRNA kodujgce biatko lucyferaze Gaussia zsyntezowano za pomocg reakcji
transkrypciji in vitro (IVT) w obecnosci polimerazy T7 oraz matrycy dsDNA (uliniowiony plazmid
pJET_T7_Gluc). Reakcje IVT prowadzono w objetosci 40 upl. Typowa reakcji IVT zawierata
NTP (ATP, UTP, CTP) (2 mM), GTP (0.5 mM), badany analog kapu (3 mM), matryce dsDNA
(40 ng/pl), 5-krotnie stezony bufor dla polimerazy T7 (ThermoFisher Scientific) (4 ul), Ribolock
RNase Inhibitor (1 pl) (ThermoFisher Scientific) oraz polimeraze T7 (0.12 ug/ul). Reakcje IVT
prowadzono przez 4 h w temperaturze 37 °C, po czym do reakcji dodano DNase | (Thermo
Fisher Scientific) (4 pl) w celu usuniecia matrycy dsDNA. Po dodaniu do reakcji DNase |,
mieszaniny reakcyjne inkubowano przez 30 min w temperaturze 37 °C. Po 4.5 h (IVT + Dnase
I) reakcje zakonczono poprzez szybkie zamrozenie w ciektym azocie. Otrzymane kapowane
MRNA oczyszczono za pomocg NucleoSpin RNA Clean-up XS kit (Marcherey-Nagel). Jako$
otrzymanych mRNA sprawdzono za pomocg 1.2% zelu agarozowego (TBE).

V.4.10 Wyznaczanie wydajnosci translacji kapowanych mRNA w
lizatach komérkowych z retikulocytéw kréliczych

V.4.10.1 Reakcja translacji in vitro w lizatach komérkowych z retikulocytéw
kréliczych

Reakcje translaciji in vitro przeprowadzono przy uzyciu zsyntezowanych kapowanych mRNA,
w lizatach komaorkowych z retikulocytéw kroliczych (Rabbit Reticulocyte Lysate (RRL) System
Promega). Typowa reakcja translacji in vitro (10 upl) zawierafa: lizat komoérkowy RRL (4 pl),
mieszanine aminokwasow (dostarczong przez producenta 2x 0.05 pl), 1M octan potasu (1.9
pl), 25 mM MgCl. (0.4 pl), Ribolock Rnase Inhibitor (Thermo Fisher) (0.2 pl), H.O MQ (2.4 pl)
oraz kapowane mRNA w czterech r6znych stezeniach — w zaleznosci od mRNA (1 pl). Reakcje
translacji in vitro przeprowadzono w nastepujgcych warunkach: roztwér RRL zawierajgcy
wszystkie niezbedne komponenty reakcji, z wyjatkiem mRNA, inkubowano przez 1 h w 30 °C
w tazni wodnej. Po 1 h inkubacji, RRL umieszczono na lodzie i dodano mRNA (1 pl). Po
dodaniu mRNA, probki inkubowano przez 1 h w 30 °C w tazni lodowej. Reakcje zakonczono

poprzez szybkie zamrozenie prébek w ciektym azocie.

V.4.10.2 Wyznaczenie wydajnosci translacji mRNA

Wydajnosc translacji dla kapowanych mRNA wyznaczono poprzez pomiar chemiluminescencji
pochodzacej od zsyntezowanej lucyferazy Gaussia podczas reakcji translacji in vitro w RRL.
W celu zmierzenia wartosci chemiluminescencji, probki z RRL po translaciji in vitro, zamrozone
w ciektym azocie, rozmrozono i przeniesiono na 96-dotkowa, biatg ptytke. Ptytke z probkami
umieszczono w czynniku ptytek (Synergy H1 (BioTek) Microplate Reader) i zmierzono poziom
chemiluminescencji, po uprzednim dodaniu substratu dla biatka lucyferaz Gaussia —
kolentrazyny (Promega) (10 ng/ml, 50 pl, w PBS). Otrzymane wartosci chemiluminescencji

przedstawiono jako liniowg zaleznos¢ intensywnosci chemiluminescencji od stezenia mRNA.
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Na podstawie otrzymanych wykreséw liniowych obliczono wspoétczynniki kierunkowe, ktére
odpowiadaty wydajnosci translacji mRNA. Wszystkie otrzymane wartosci ujednolicono
poprzez znormalizowanie wydajnosci translacji do wydajnosci translacji uzyskanej dla mRNA

kapowanego kapem ARCA.

V.4.11 Wyznaczenie stalej dysocjacji dla triazolowych
trinukleotydowych analogéw kapu wzgledem biatka elF4E

Statg dysocjacji dla triazolowych trinukleotydowych analogéw kapu wzgledem biatka elF4E
wyznaczono przy uzyciu metody wygaszania fluorescencji (ang. Fluorescent Quenching
Titration, FQT). 0.1 uM roztwor biatka elF4E w roztworze buforowym 50 mM HEPES/KOH, pH
7.2, 100 mM KCI, 0.5 mM EDTA, 1 mM DTT inkubowano przez 45 min w 20 °C w kwarcowej
kuwecie . Po inkubacji roztwér biatka miareczkowano badanym analogiem kapu, dodajgc do
kuwety 1 ul analogu kapu o stezeniu (2, 1, 0.5 mM oraz 200, 100, 50, 20, 10 5 yM) mierzac
fluorescencije przez 1 min, po kazdym dodaniu porcji mRNA. Pomiary fluorescencji wykonano
przy dtugosci fali wzbudzenia 280 nm (szeroko$¢ szczeliny 5 nm) obserwujgc emisje przy
diugosci fali 337 nm (szerokos¢ szczeliny 10 nm). Statg dysocjacji obliczono poprzez
dopasowanie do otrzymanych punktéw krzywej o rownaniu opisanym wczesniej w literaturze
(Niedzwiedzka i wsp.)!?%. State dysocjacji Ko (Kas?) przedstawiono jako $rednig wazong z

trzech powtdrzen technicznych.
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VI. Wykaz skrotow

VI Wykaz skrotéw

Kap (czapeczka) — ang. cap, 7-metyloguanozyna potgczona mostkiem 5’,5'-trifosforanowym z
pierwszym transkrybowanym nukleotydem. Zakonczenie konca 5’ eukariotycznego mRNA

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

RNA — kwas rybonukleinowy

MRNA — ang. Messenger RNA, matrycowe RNA

UTR — ang. untranslated region, czes¢ sekwencja mRNA nie ulegajgca translacji
AscNa — askorbinian sodu

EDTA — kwas wersenowy

TBDMS - tertbutyl dimetylsilil

DMTr — grupa dimetoksy trytylowa

TBAB — bromek tertbutyloaminy

POCI; — trichlorek fosforylu

TEA — trietyloamina

Im — imidazol

DTDP - ditiodipirydyna

elF4E — eukariotyczny czynnik inicjujgcy translacje

cN — cytozolowa nukleotydaza

ARCA - ang. Anti-reverse cap analog

HEPES - kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowy

NMR — ang. Nuclear Magnetic Resonance, MRJ — magnetyczny rezonans jgdrowy
HRMS - ang. High resolution mass spectrometry, wysokorodzielcza spektrometria mas
CPG - ang. Controlled Pore Glass

ATP, GTP, UTP, CTP - 5'-trifosforan adenozyny, guanozyny, urydyny, cytozyny
m’G — 7-metyloguanoyzna

Amn — 2’-O-metyloadenozyna

Mm6A L — N6-metylo-2’-O-metyloadenozyna

BnéA, - N6-benzylo-2’-O-metyloadenozyna
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