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1. WYKAZ SKROTOW

AMP
APS
ATP
cAMP

CoA
DNA
DXO

FAD
HIV

mRNA
MST
NAD
NMN
NMR
Nud
PAP
PAPS
PDB
RNA
RppH
SAM
ST

SOT
SULT

5’-monofosforan adenozyny (ang. adenosine monophosphate)
5’-fosfosiarczan adenozyny (ang. adenosine phosposulfate)
5’-trifosforan adenozyny (ang. adenosine triphosphate)

cykliczny adenozynomonofosforan (ang. cyclic adenosine
monophosphate)

koenzym A (ang. coenzyme A)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
egzonukleaza dekapujaca (ang. Decapping and exoribonuclease
protein)

dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine dinucleotide)
ludzki ~ wirus  niedoboru  odpornosci  (ang.  Human
Immunodeficiency Virus)

matrycowe RNA (ang.messenger RNA)

termoforeza mikroskalowa (ang. Microscale Thermophoresis)
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. micotineamide
adenine dinucleotide)

mononukleotyd nikotynoamidowy (ang. nicotinamide
mononucleotide)

jadrowy rezonans magnetyczny (ang. Nuclear magnetic
resonance)

biatka z rodziny Nudix (ang. Nucleoside diphosphate linked
moiety X)

5’-fosforan 3’-fosfoadenozyny (ang. 3’-phosphoadenosine-5 -
phosphate)

5’-fosfosiarczan 3’-fosfoadenozyny (ang. 3’-phosphoadenosine-
5 -phosphosulfate)

baza danych struktur duzych czasteczek biologicznych (ang.
Protein Data Bank)

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

pirofosfohydrolaza RNA (ang. pirofosfohydrolaza RNA)
S-adenozylo-L-metionina (ang. S-adenosyl methionine)
Sulfotransferazy (ang. sulfotransferases)

Sulfotransferazy roslinne

Sulfotransferazy zwierzece
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2.  WPROWADZENIE

Nukleotydy adeninowe to czasteczki wystepujace w organizmach zywych i petnigce
wiele kluczowych funkcji w komorkach. Zwigzki te sa m.in. s3 materiatem budulcowym
kwasow nukleinowych (DNA i RNA), regulujg procesy metaboliczne zachodzace
w komorkach, sa nosnikami energii, biorg wudzial w sygnalizacji wewnatrz-
1 zewnatrzkomorkowej, biorg czynny udzial w reakcji utleniania-redukcji jako kofaktory
stanowigce no$niki elektronéw czy tez, rowniez w formie kofaktorow, umozliwiaja
przebieg wielu innych reakcji enzymatycznych polegajacych na transferze biologicznie
waznych grup funkcyjnych. Niedawne odkrycia wskazuja, ze dinukleotydy
(oligofosforany dinukleozydéw) oraz kofaktory zawierajace adening stanowig rowniez
czasteczki modyfikujace konce 5° RNA réznych organizmoéw, jednak funkcja tego typu
modyfikacji nie zostala jeszcze wyjasniona. Ze wzgledu na mnogos$¢ funkeji, nukleotydy
adeninowe staly si¢ obiektem badan naukowych, ktore pozwolity systematycznie
odkrywa¢ i zrozumie¢ procesy przebiegajace w komodrkach. Aby to umozliwic,
nieustannie tworzone s3 odpowiednie narzedzia biologiczne, bgdace pod wzgledem
strukturalnym analogami nukleotydow adeninowych. Przykltadowo, analogi ATP
(5’ trifosforan adenozyny) wykorzystywane s3 jako narzedzia do badania enzymoéw
zgrupy kinaz, a analogi SAM (S-adenozylo-L-metionina) umozliwiajg badania
metylotransferaz. Mimo ogromnych sukcesow jakie zostaty osiggnigte na tym polu, wiele
klas nukleotydéw adeninowych zwigzanych z nimi modyfikacji kwaséw nukleinowych
pozostaje wcigz stabo (lub wcale) 1 wyeksplorowana pod katem projektowania i syntezy
funkcjonalnych analogéw. W konsekwencji utrudnione jest badanie enzymow 1 procesow
biologicznych zaleznych od tych nukleotydow. Przyktadami tego typu molekul, ktore
zwrocity moja uwage, sa wspomniane nukleotydy modyfikujace konce 5° RNA oraz
analogi 5’-fosfosiarczanu 3’-fosfoadenozyny (PAPS), ktéry jest uniwersalnym
kofaktorem sulfotransferaz.

Celem badan opisanych w niniejszej rozprawie byto zaprojektowanie i otrzymanie
nowych analogéw NAD (dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego) oraz PAPS, jako
narzedzi do badan strukturalnych 1 funkcjonalnych enzyméw rozpoznajacych
wymienione zwigzki lub ich pochodne. Analogi te zostaty zaprojekowane jako:

* narzedzia do modyfikacji RNA stuzace do badania funkcji biologicznych

NAD-RNA

* uniwersalne narz¢dzia do badania enzyméw z grupy sulfotransferaz
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Ze wzgledu na zastosowane metody eksperymentalne badania opisane w rozprawie
mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze czeéci: (i) syntetyczng opisujaca proces
otrzymywania analogéw nukleotydow oraz (ii) biofizyczno-biochemiczng, w ktorej
otrzymane zwiazki poddatam ewaluacji z wybranymi enzymami modelowymi. W ramach
pierwszej czgsci otrzymatam analogi kofaktorow adeninowych, ktore w przysztosci moga
postuzy¢ m.in. do badania aktywnosci specyficznych enzymoéw in vitro i w warunkach
komoérkowych, identyfikacji nowych enzymow powigzanych z tymi kofaktorami
1 badania lokalizacji komorkowej, lub opracowania metod poszukiwania inhibitorow
0 znaczeniu terapeutycznym. Drugg cze$¢ stanowi opracowanie metod biofizycznych
stuzacych do ewaluacji opracowanych narzedzi oraz demonstracja przyktadowych
zastosowan. Dodatkowo, zdobyte na polu syntezy chemicznej do§wiadczenie pozwolito
mi narozszerzenie badan o projekty poboczne takie jak otrzymanie analogéw trifosforanu
dinukleotydu diadeninowego, ktore postuzyty do badania szlakow metabolicznych roslin
czy synteza analogéw dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD), ktore zostaly uzyte do
badan strukturalnych nad egzonukleazg DXO (ang. Decapping and exoribonuclease
protein).

W czesci literaturowej niniejszej rozprawy zostaty omowione zagadnienia zwigzane
z funkcjami biologicznymi, synteza 1 zastosowaniami kofaktorow nukleotydow
adeninowych 1iich analogow oraz metodami ich badania, ze szczegdlnym
uwzglednieniem aspektow niezbednych do zrozumienia wynikéw badan opisanych
w czesci doswiadczalnej niniejszej rozprawy. Czes¢ doswiadczalna sklada si¢ z badan
wlasnych, przedstawiajacych hipotezy badawcze, najwazniejsze uzyskane wyniki
1 wyplywajace z nich wnioski oraz czg$ci eksperymentalnej, w ktorej szczegdlowo
opisano procedury syntetyczne, charakterystyke otrzymanych produktow syntetycznych

1 eksperymenty biofizyczno-biochemiczne .

16



3.  PRZEGLAD LITERATUROWY

3.1. ROLA NUKLEOTYDOW W KOMORCE

Nazwa nukleotydy po raz pierwszy zostaly wprowadzona w 1908 roku przez
Levene’a! iwskazuje na miejsce z ktérego czasteczki te zostaly po raz pierwszy
wyizolowane tj. nuklei, czyli jadro komorkowe. Sg to zwiazki organiczne zbudowane
z reszty fosforanowej oraz pentozy (rybozy lub deoksyrybozy) potaczonej wigzaniem
N-glikozydowym z zasadg azotowa, najcze¢$ciej adening, guaning, cytozyng, tyming lub
uracylem. Te ,,kanoniczne” zasady azotowe maja zdolno$¢ do taczenia si¢ w tzw. pary
zasad poprzez wigzania wodorowe. Jest to niezwykle istotna cecha, z ktorej wynika
najbardziej znana funkcja nukleotydow — stanowig jednostke budulcowa kwasow
nukleinowych - DNA 1 RNA. Jednakze nukleotydy pelnia réwniez szereg innych,
kluczowych funkcji w komorkach. Naleza do nich: regulacja proceséw metabolicznych,
magazynowanie energii (ATP), sygnalizacja wewnatrz- i zewnatrzkomorkowa (cAMP,
ApnA?, ApsN) oraz udzial (w formie kofaktorow) w reakcjach enzymatycznych
przebiegajacych w komorkach (np. NAD, FAD, CoA). W swojej rozprawie doktorskie;j
skupilam si¢ na grupie kofaktorow adeninowych, ktoére stanowia szczegdlna podklase

nukleotydow.

3.2. KOFAKTORY ADENINOWE - WPROWADZENIE

Enzymy, czyli biatka bedace katalizatorami reakcji przebiegajacych w komorkach,
sg jednym z kluczowych elementow komérkowych szlakow biochemicznych. W swojej
strukturze posiadaja tzw. miejsce aktywne, w ktorym zachodzi wigzanie S$cisle
okreslonego pod wzgledem budowy substratu lub grupy substratow. Aktywnos¢ wielu
enzymow jest dodatkowo zalezna od obecno$ci matych, niebiatkowych czasteczek tzw.
kofaktorow. Kofaktory charakteryzuje ztozonos$¢ strukturalna — moga to by¢ zarowno
jony metali np. Mg?*, jak i kompleksy metaloorganiczne, takie jak kobalamina lub hem.
Ze wzgledu na poziom powinowactwa do enzymu, kofaktory dzielg si¢ na dwie grupy:
koenzymy oraz grupy prostetyczne. Grupy prostetyczne stanowig kofaktory silnie
Zwigzane z enzymem, cO 0znacza, ze pozostajg w miejscu aktywnym przez wiele cykli
katalitycznych. Koenzymy, czyli czasteczki nieckowalencyjnie zwigzane z enzymem, sg
uwalniane z kieszeni wigzacej enzymu po jednym cyklu katalitycznym. Przyktadami

koenzymow sa np. NAD, czasteczka ATP (no$nik grupy fosforanowej, czyli uniwersalny
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nos$nik energii), SAM, CoA (koenzym A; donor grup acylowych, bierze udziat
w metabolizmie kwasow karboksylowych)® (Rys. 1). Istniejg rowniez zwigzki, ktore
w zaleznosci od enzymu z ktérym oddzialujg moga pehic role grupy prostetycznej lub
koenzymu. Takim zwigzkiem jest np. FAD, ktoéry jako koenzym bierze udziat w reakcjach
utleniania-redukcji (no$nik elektronow)* ° lub jako grupa prostetyczna, kowalencyjnie
wigze sie z wieloma enzymami z grupy m.in. oksyreduktaz®. Jak mozna zauwazyé
wymienione przeze mnie przyktady to przede wszystkim nukleotydy adeninowe bedace
tematem mojej rozprawy doktorskiej. Niniejsza rozprawa poswigcona jest
w szczegblnosci dwom niezwykle waznym zwigzkom nalezacym do grupy kofaktorow

adeninowych: NAD oraz PAPS.
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Rys. 1. Przyktadowe kofaktory adeninowe.

Najbardziej znang funkcja pierwszej z wymienionych czasteczek, NAD, jest udziat
w procesach utleniania — redukcji zachodzacych w komorkach np. katabolizmie
aminokwasow, utlenianiu kwasow ttuszczowych czy w cyklu mocznikowym. Enzymami
zaangazowanymi w te proces sg m.in. oksyreduktazy, ktore poprzez przeniesienie wodoru
na NAD (w wyniku czego powstaje zredukowana forma NAD; Rys. 3.) katalizuja
utlenienie substratu’. Zwigzek ten jest rowniez kofaktorem lub substratem wielu innych
enzymOéw komodrkowych, takich jak deacetylazy biatkowe, sirtuiny czy ADP-
rybozylotransferazy, a kolejne jego nowe funkcje sa wciagz odkrywane®. Jedno
z najnowszych odkry¢ zwigzanych z NAD, powigzato te strukture ze Swiatem RNA.
W roku 2009 zesp6t Davida Liu opublikowat prace wykazujaca obecnos¢ struktury NAD
jako zabezpieczajacego ,.kapu” na koncu 5’ bakteryjnych RNA®. W kolejnych latach
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struktura ta zostata znaleziona réwniez na koncu 5’ RNA réwniez u innych organizméw,
w tym eukariontéw 1 ssakow. Dotychczas wykazano, ze u bakterii obecnos$¢ czasteczki
5'-NAD kapu zwicksza stabilnos¢ RNA poprzez zmniejszenie jego podatnosci na
dziatanie specyficznych pirofosfataz. Odwrotna sytuacja ma miejsce u eukariontow,
gdzie obecno$¢ NAD kapu na 5'-koncu RNA ulatwia¢ jego degradacje!’. Badania te
pokazuja, ze rola NAD-kapu jest inna dla kazdego typu organizmoéw i pomimo rosnacej
liczby nowych narzedzi analitycznych i chemicznych pozostaje w ogromnej mierze

nieznana.

Badania nad druga ze wspomnianych wyzej czasteczek, PAPS, stanowily gtoéwna
cz¢$¢ mojej rozprawy doktorskiej. Czasteczka PAPS jest uniwersalnym donorem
aktywnego siarczanu w komorkach co oznacza, ze jego obecnos$¢ jest niezbedna do
przebiegu reakcji sulfurylacji (siarczanowania). Tym samym PAPS ma wplyw na
tworzenie macierzy zewnatrzkomorkowej, modyfikacje biatek i metabolizm biomolekut
m.in. steroidow czy ksenobiotykdéw. Grupa enzymoéw zaangazowana w metabolizm
siarczanow w komorce, katalizujaca procesy sulfurylacji z udzialem PAPS to
sulfotransferazy. Funkcje katalityczne sulfotransferaz ingeruja w szereg istotnych zjawisk
takich jak detoksykacja organizmu, metabolizm lekow, regulacja gospodarki
hormonalnej, rozpoznanie molekularne w procesach immunologicznych, czy kontrola
poziomu neuroprzekaznikéw. Niedawne odkrycia wskazujg rowniez, ze enzymatyczna
sulfurylacja odgrywa wazng role w infekcjach wirusowych, np. wirusem HIV!!
(ang. Human Immunodeficiency Virus). Istote prowadzonych przeze mnie badan stanowi
fakt, ze pomimo waznej roli jaka pelnig sulfotransferazy w roznych organizmach
dotychczas nie opracowano narz¢dzi na bazie uniwersalnego kofaktora, PAPS, ktore
umozliwiltyby zastosowanie nowoczesnych metod chemii biologicznej i medycznej do
badania tych enzymow. Jedng z prawdopodobnych przyczyn pomijania czasteczki PAPS
w tworzeniu narzedzi molekularnych jest wysoka niestabilno§¢ wigzania
fosfosiarczanowego oraz wynikajace z tego trudnosci w syntezie. Niezwykle wazna rola
PAPS oraz brak narzedzi opartych na jego strukturze zainspirowaly mnie do zgtebienia

tego tematu w niniejszej rozprawie doktorskie;j.
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3.3.NAD

3.3.1. STRUKTURA I FUNKCJA BIOLOGICZNA W KOMORCE

Dinukleotyd nikotynamido-adeninowy, odkryty ponad 100 lat temu zostat od tego
czasu gruntownie przebadany. Udowodniono, ze jest bardzo wazng biomolekula o wielu
funkcjach biologicznych. Pojedyncza czasteczka NAD sktada si¢ z dwoch podjednostek
nukleotydowych — nukleotydu nikotynoamidowego oraz 5’- monofosforanu adenozyny

(Rys. 2).

)

| |
OH OH OH OH

Rys. 2. Struktura NAD z zaznaczong numeracjg atomow zasad azotowych.

Wiasciwosci oraz funkcje, ktore pelni w komorce NAD sa zwigzane z najbardziej
reaktywng czeécig calej czasteczki, czyli pierScieniem nikotynoamidowym. NAD
wystepuje w komorkach w dwoch formach, zredukowanej (NADH) oraz utlenionej
(NAD") (Rys. 3). Forma zredukowana posiada w obrebie pierscienia nikotynoamidowego
dodatkowy atom wodoru przy atomie wegla C4 oraz wolng par¢ elektronowa. Latwos$¢
przejscia z jednej formy do drugiej czyni z czasteczki NAD jeden z kluczowych

kofaktoréw reakcji utleniania redukcji przebiegajacych w komorkach.
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Rys. 3. Dwie formy czasteczka NAD. A) utleniona B) zredukowana.

Rola nosnika elektrondw w biotransformacjach redox nie jest jedyng jaka NAD petni
w komorkach. Czasteczka ta shuzy réwniez jako substrat do potranslacyjnej modyfikacji
bialek (poli (ADP-rybozylacja, deacetylacja), transdukcji sygnalu (jako prekursor
cyklicznej rybozy ADP)!? oraz, jak wykazano ostatnio, jako modyfikacja 5° - konca
w niektorych RNA®. Po raz pierwszy NAD RNA zostaly zidentyfikowane u bakterii’
1 zostaly nazwane "czapeczkami bakteryjnymi" co wynika ze strukturalnej analogii do

czapeczki 7-metyloguanozyny obecnej na 5’ -koncu eukariotycznego mRNA. Co
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zaskakujace w ostatnich latach potwierdzona zostala obecno$¢ NAD-RNA réwniez

% m.in. ssakoéw. Najnowsze badania wskazuja, ze NAD-kapowane

u innych organizmow!
RNA stanowig ~1 pmol/50 pg catkowitego RNA obecnego w ludzkich transkryptach
cytoplazmatycznych!® i nawet 10% transkryptéw mitochondrialnych!®. Biologiczne role
tej nowej, fascynujacej modyfikacji RNA pozostaja nieuchwytne i prawdopodobnie
r6éznig si¢ miedzy organizmami, niemniej jednak ustalono, ze zar6wno u bakterii, jak

1 u eukariontéw, 5’-terminalna czasteczka NAD wplywa na stabilnos¢ RNA.

3.3.2. ENZYMY ROZPOZNAJACE NAD JAKO SUBSTRAT

Jak juz wspomniatam czasteczka NAD jest niezwykle waznym kofaktorem obecnym
zarowno w organizmach eukariotycznych jak i prokariotycznych. Jego najbardziej znang
funkcja jest udzial w komérkowych procesach redoks jest jednak rozpoznawany przez
szereg innych biatek, nienalezacych do grupy oksyreduktaz. Nalezag do nich m.in.
polimerazy poli (ADP-rybozy), wystepujace w jadrze, ktore wykorzystuja NAD do
naprawy uszkodzen obecnych w nici DNA'">. Rodzina enzyméw rozpoznajacych NAD
jest ogromna, co sprawia, ze czasteczka ta jest zaangazowana w takie procesy jak
apoptoza, reakcja na stres, odpowiedz immunologiczna i wiele innych. Jak dotad najmniej
poznane sg funkcje biologiczne NAD wystepujacego na konicach RNA. W E.coli
obecno$¢ czasteczki 5°-NAD prawdopodobnie zwigksza stabilnos¢ RNA poprzez
zmniejszenie jego podatno$ci na dziatanie bakteryjnej pirofosfatazy', RppH (ang. RNA
pyrophosphohydrolase), ktora bierze udziat w defosforylacji 5’-trifosforanu RNA do
5’-monofosforanu, uruchamiajac tym samym proces degradacji od konca 5°. Jednak
NAD-RNA s3 rowniez rozpoznawane przez NudC (ang. Nudix hydrolase homolog C),
enzym bakteryjny zdolny do specyficznego 5’-deNADingu RNA in vitro 1 in vivo poprzez
rozszczepienie wigzania pirofosforanowego!”.

W przeciwienstwie do bakterii, u Eukariontéw obecno$¢ NAD na koncu 5’ wydaje
si¢ destabilizowa¢ RNA i1 by¢ czynnikiem kierujagcym RNA do degradacji. Rozpad
inicjowany jest przez usunigcie calej 5’-terminalnej czasteczki NAD przez nukleaze
DXO, ktora hydrolizuje pierwsze wigzanie fosfodiestrowe w RNA!?, W kolejnym etapie
degradacji DXO wykazuje aktywnos¢ katalityczng egzonukleazy, rozktadajac mRNA od
konca 5’ do 3. Co istotne, funkcja wspomnianego enzymu jest nie tylko degradacja
dojrzatego RNA, ale rowniez kontrola poziomu niekompletnych (nie posiadajacych

wlasciwej struktury kapu na koficu 5°) lub wadliwych transkryptow RNA (Rys. 4)'8,
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Rys. 4. DXO jako enzym degradujacy nie w petni dojrzate, wadliwe mRNA oraz posiadajacy
funkcje 5°-3- egzonukleazy RNA.

Pirofosfataza Nudtl2 (ang. Nudix-type motif 12), eukariotyczny homolog NudC,
rowniez degraduje NAD-RNA in vitro 1 przyczynia si¢ do rozpadu NAD-RNA
w komoérkach ludzkich!. Znajdujacy sie¢ m.in. w cytoplazmie Nudtl2 powoduje
hydroliz¢ wigzania difosforanowego w wyniku czego powstaje mononukleotyd
nikotynamidowy (NMN) 1 5" monofosforan RNA. Zaréwno DXO jak 1 Nudtl2 sg
enzymami degradujagcymi NAD-RNA jednak sposob, w jaki enzymy te rozrozniaja
i preferencyjnie wigza NAD-RNA jest pytaniem na ktore nie ma jeszcze odpowiedzi'’.
Dodatkowo, pomimo rosnacej liczby nowych narzedzi chemicznych i biologicznych do
badania czgsteczek NAD-RNA?’, ich znaczenie biologiczne oraz rola NAD-RNA
w réznych organizmach pozostaje niejasne. Jednym z najwazniejszych pytan jest to, czy
modyfikacja ta pelni specyficzne funkcje biologiczne w komorkach, np. dziala jako
odpowiedZz sygnalizacyjna na warunki stresowe, czy tez jest jedynie wynikiem
nieprawidlowej inicjacji transkrypcji, ktdra jest szybko eliminowana przez mechanizmy
obronne komorki.

Aby ulatwi¢ badania nad procesami, w ktore zaangazowane jest NAD naukowcy od
wielu lat tworzg analogi NAD jako narzedzia do badan funkcjonalnych i strukturalnych,
sondy fluorescencyjne do monitorowania dziatania enzymow rozpoznajacych NAD,
narzedzia do lokalizacji i wizualizacji aktywnos$ci polimeraz poli-ADP-rybozy, czy jako
potencjalne srodki terapeutyczne. W kontekscie poszukiwania takich narzedzi, istotng

cechg NAD sg jego whasciwosci optyczne. Forma zredukowana i1 utleniona wykazujg inne
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wlasciwosci absorpcyjne i emisyjne (NADH: ab. 340 nm, em. 460 nm; NAD": ab. 260
nm, em.-) co wykorzystuje si¢ do monitorowania aktywnosci wybranych enzymow
rozpoznajacych strukture NAD?!. Ograniczeniem w szerszym zastosowaniu jest jednak
stosunkowo niska wydajno$¢ kwantowa NADH i brak emisji dla NAD". Fakt ten wymusit
dalsze poszukiwania fluorescencyjnych analogéw NAD, ktore beda wykazywatly lepsze
wlasciwos$ci emisyjne od niemodyfikowanego NAD. W literaturze mozna znalez¢ wiele
analogow NAD, modyfikowanych w obrebie adenozyny (pozycje C6, C8)** * lub

obejmujacych zastgpienie 5’-monofosforanu adenozyny (AMP) fluoroforem>* (Rys. 5).
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Rys. 5.Struktury fluorescencyjnych analogow NAD, bedacych sondami fluorescencyjnymi
stuzacymi do badania enzyméw zaleznych od NAD. Zaczerpnieto z pracy Depaix i wsp.?!

3.4. PAPS

3.4.1. STRUKTURA I ROLA BIOLOGICZNA W KOMORCE

W roku 1956 Robbins i wsp. po raz pierwszy wyizolowali i opisali nowa czasteczke,
PAPS, czyli biologicznie aktywa forme nieorganicznego siarczanu.”® Struktura PAPS
sktada si¢ z adenozyny potaczonej wigzaniem fosfodiestrowym z reszta kwasu
fosforowego w pozycji 3’ oraz resztg fosfosiarczanowa w pozycji 5° (Rys. 6). Bezwodnik

fosfosiarczanowy jest nietypowym wigzaniem wyskoenergetycznym pomiedzy grupa
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fosforanowg a grupg siarczanowa. Jest to wysoce niestabilne wigzanie o czym $wiadczy
fakt, ze podczas jego hydrolizy uwalniana jest energi¢ o tym samym rzedzie wielko$ci co
w przypadku ATP, czasteczki bedacej nosnikiem energii w komorce (hydroliza jednego

wigzania bezwodnika fosforanowego w ATP uwalnia okoto -36 kJ/mol energiiZ®).
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Rys. 6. Struktura PAPS.

3.4.2. SYNTEZA PAPS W KOMORCE

Biosynteza czasteczki PAPS u eukariontow przebiega w cytozolu i wymaga
obecnosci nieorganicznego siarczanu. Homeostaza tego sktadnika jest zapewniona m.in.
w wyniku sulfoksydacji aminokwaséw zawierajacych siarke, tj. cysteiny i metioniny,
wchlaniania jelitowego nieorganicznego siarczanu, degradacji makroczasteczek
zawierajacych siarczany oraz aktywnosci sulfataz.’’ Synteza PAPS jest procesem
dwuetapowym. Pierwszym etapem jest przylaczenie nieorganicznego siarczanu do
czasteczki ATP w obecnosci jondw Mg?*. Reakcja ta jest katalizowana przez sulfurylaze
ATP 1 prowadzi do powstania produktow: 5’-fosfosiarczanu adenozyny (APS) oraz
pirofosforanu. Jest to etap wysoce endoenergetyczny dlatego tez rownowaga kinetyczna
reakcji znajduje si¢ po stronie substratow?®. W kolejnym etapie syntezy bierze udziat
powstaly w pierwszym etapie APS oraz czasteczka ATP, a caty proces katalizowany jest
przez kinaze APS (Rys. 7)*” ?°. Stezenie nieorganicznego siarczanu jest rézne
w zaleznosci od miejsca wystepowania komorek, ich wieku, pory dnia czy choréb i moze
stanowi¢ czynnik limitujacy syntezg PAPS (to stwierdzenie jest prawdziwe w przypadku
zwiekszonego zapotrzebowania na PAPS; gdy komorka znajduje si¢ w stanie rownowagi
wigksze stgzenie nieorganicznego siarczanu nie prowadzi do zwigkszenia poziomu PAPS
w komorce). Czasteczki PAPS sg degradowane w samym cytozolu lub transportowane do

wnetrza aparatu Golgiego.
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Rys. 7. Schemat biosyntezy czasteczki PAPS w komorce.

3.5. ENZYMY ROZPOZNAJACE PAPS JAKO SUBSTRAT — SULFOTRANSFERAZY

3.5.1. FUNKCJE I KONSEKWENCJE ZABURZEN AKTYWNOSCI

Sulfotransferazy (ST) jest to grupa enzymoéw, ktore katalizuja przenoszenie grup
sulfurylowych (SO3*) z uniwersalnego donora, PAPS, na nukleofilowe akceptory
posiadajace w swojej strukturze ugrupowanie hydroksylowe lub aminowe. Produktem tej
reakcji jest czasteczka 5’-fosforan-3’-fosfoadenozyny (PAP), bedaca jednoczesnie

naturalnym inhibitorem sulfotransferaz (Rys. 8)*°.
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Rys. 8.Schemat reakcji katalizowanej przez ST.
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Reakcje katalizowane przez ST zachodza we wszystkich zywych organizmach,
w tym u bakterii, ro$lin i zwierzat. Klasyfikacja sulfotransferaz wynika z ich pochodzenia
(roslinne - SOT lub zwierzece - SULT), miejsca przebiegu reakcji sulfurylacji
tj. w cytozolu lub w blonach aparatu Golgiego®' lub powinowactwa do substratow.
Sulfotransferazy miedzybtonowe, zlokalizowane w aparacie Golgiego, odpowiadaja za
sulfurylacje bialek, proteoglikandow oraz glikolipidow. Mimo, ze wiedza na ich temat jest
bardzo ograniczona wiadomo, ze majg kluczowe znaczenia w procesie wnikania wirusow
do komorek, adhezji leukocytow i antykoagulacji*® 3*. Niniejsza rozprawa zwigzana jest
w gléwnej mierze z ST cytozolowymi dlatego tez im poswigce uwage w opracowaniu
literaturowym. Ze wzgledu na podobienstwo w sekwencji aminokwasow oraz funkcje
katalityczng, ST mozna podzieli¢ na dwie grupy: fenolowe (SULT1) 1 steroidowe
(SULT2). W literaturze pojawity si¢ doniesienia o nowej grupie ST, SULT4Al, ktorej
ekspresja zachodzi w mézgu jednakze jej funkcja pozostaje nieznana. Klasyfikacja ST
jest trudna (i pozostaje kwestig sporng ws$rdod naukowcow) ze wzgledu na szeroka
specyficznos$¢ substratowa jaka charakteryzuja sie ST. W 1998 roku Her zaproponowat
wprowadzenie systemu klasyfikacji, ktorym bede postugiwala sie w ponizszej

rozprawie**(Tabela 1).
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Tabela 1. Klasyfikacja, specyficzno$¢ substratowa i dystrybucja ST. Dane w tabeli

zaczerpnigte z pracy Her i wsp. oraz Glatt i wsp.** 3
Ludzkie sulfotransferazy cytozolowe
Oryginalna Proponowana
nomenklatura przez Her i Substraty Dystrybucja tkankowa
enzymu wspolp.

TS PST1 SULT1A1 p-nitrofenol, Bardzo wysoka w
dopamina, watrobie, ptytki krwi,
2-naftol endometrium, mozg
jodotyroniny

TS PST2 SULT1A2 p-nitrofenol, watroba

TL PST SULT1A3 dopamina, tyramina, Jelita, ptytki krwi,
serotonina tozysko, mozg

ST1B2 SULT1B1 1-Naftol, Jelito grube
p-nitrofenol jodotyroniny

EST SULT1E1 17B-Estradiol, Watroba,
Androstenediol, endometrium,jelita,
DHEA piersi

SULT1C1 SULT1C1 p-nitrofenol Nerki, zotadek

DHEA ST SULT2A1 DHEA, Watroba,
17B-Estradiol, nadnercza, jelita
Androstenediol,

SULT2Bla - Pregnenolon, Lozysko, prostata

SULT2B1b SULT2B1 17B-hydroksypregneno-

lon

% podobienstwa sekwencji aminokwaséw ludzkich SULT

1A1
1A2
1A3
1B1
1C1
1E1
2A1
2Bla
2B1b

95
93
54
52
51
37
41
39
1A1

90
54
53
51
38
38
37
1A2

53

52 53

50 56 48
38 39 36
42 38 37
40 38 37
1A3 1B1 1C1

37

35 48
35 48
1E1 2A1
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Dotychczas scharakteryzowano 11 ludzkich sulfotransferaz cytozolowych.
Strukturalnie s3 to pojedyncze biatka globularne, ktorych forme katalityczng stanowi
homodimer. Sktadajg si¢ z rownolegltej, pigcioniciowej B — kartki otoczonej przez

o helisy?®. Pierwsza rozwiazana struktura byta mysia SULT1E13’

za$ do dnia dzisiejszego
w bazie PDB (ang. Protein Data Bank) mozna znalez¢ az 138 rozwigzanych struktur
krystalograficznych sulfotransferaz. Kieszen  wiazaca PAPS wykazuje wysokie
podobienstwo na poziomie aminokwasow dla kazdego z enzyméw. Za wigzanie
czasteczki kofaktora odpowiadajg trzy regiony: petla wigzaca 5'-fosfosiarczan (ang. PSB
loop), petla wiagzaca 3'-fosforan (ang. PB loop) i motyw B-strand-loop-a-helix (Rys. 9A;
petle zaznaczone sg na rysunku kolorami, odpowiednio: zottym, zielonym i niebieskim).
Reszty aminokwasowe, tj. grupa aminowa lizyny oraz atom tlenu grupy hydroksylowe;j
w treoninie, tworza wigzania wodorowe z 5'-fosforanem. Adenina tworzy oddziatywania
typu m - stacking z reszta tryptofanu oraz fenyloalaniny. Za stabilizacj¢ reszty
fosforanowej w pozycji 3’ odpowiadaja wigzania wodorowe z lizyna, glicyng oraz

argining (Rys. 9.B).

E B-strand—loop—a-helix: Trp, Phe

Rys. 9. A:Kieszen wigzaca czasteczke PAP biatka AtSOTI18 z zaznaczonymi wigzaniami
wodorowymi stabilizujgcymi PAP oraz aminokwasami biorgcymi udziat w wigzaniu. B: Miejsce
wigzania PAP z zaznaczonymi oddziatywaniami typu n-m stacking (zielone linie) 1 wigzaniami
wodorowymi (fioletowe strzalki). Zaczerpnieto z Hirschmann i wsp..

Co ciekawe zamiana fosforanu z pozycji 3’ na 2’ skutkuje znacznym zwigkszeniem
statej Michaelisa-Menten, Km (tj. stabszym powinowactwem ligandu do biatka) np. dla
SULT1A1 zmiana wartoéci Kmz 0,4 na 2,3 pM>°.

Najbardziej prawdopodobny mechanizm siarczanowania substratu przebiega na

drodze dysocjacji, ktora wspomagajag aminokwasy obecne w kieszeni wigzacej m.in.
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lizyny, stabilizujaca tadunki ujemne grupy fosforanowej czy histydyna wspomagajaca

deprotonacje grupy hydroksylowej (lub aminowej) substratu (Rys. 10).

His 104
HN
0\/

N+
H
: 0

N/ s 9Q

RO------*§-----0-P-OR
N )
8 U
*HoN

Lys 102

Rys. 10. Mechanizm przeniesienia grupy siarczanowej z czasteczki PAPS na produkt.
Zaczerpnieto z pracy Chapman i wsp.*?

W literaturze pojawity si¢ doniesienia, ze PAPS peini funkcje regulatora
allosterycznego*® dla ST. Wang i wsp. zaproponowali, Ze w enzymie SULT1A1 w formie
niezwigzanej (apo) miejsca aktywne sg otwarte. Po przylaczeniu jednej czasteczki PAPS,
miejsce akceptorowe wigzace substrat ulega zmianie sterycznej, co uniemozliwia
wigzanie si¢ duzych czasteczek substratu i dostep do miejsca aktywnego maja jedynie
mate biomolekuly. Przylaczenie czasteczki PAPS do pierwszej podjednostki homodimeru
SULT1A1 powoduje 81-krotne zmniejszenie powinowactwa kolejnej czasteczki PAPS do
drugiej podjednostki enzymu. Przylaczenie kolejnej czasteczki PAPS powoduje
,otwarcie” miejsc wigzacych substrat w obu podjednostkach i oznacza zwigkszenie
wydajnosci katalitycznej enzymu. W tkankach w ktorych wystepuje wysokie stezenie
PAPS sulfotransferaza osigga najwyzsza specyficzno$¢ substratowa (zaréwno duze jak
1 mate biomolekuty majg dostep do miejsca aktywnego) oraz wydajnos$¢ katalityczng.
Opisany mechanizm oraz podobienstwa w strukturze powodujg, ze analogi PAPS moga
stanowi¢ uniwersalne narzedzie do badania 1 przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania ST.

Wystepowanie ST stwierdzono w tkankach aktywnych metabolicznie m.in. ptucach,
mézgu, ptytkach krwi, nerkach czy watrobie*!. Wysoka ekspresja w ptucach, watrobie,
nerkach 1 jelicie cienkim sugeruje wazng rol¢ sulfurylacji w detoksykacji 1 aktywacji
metabolicznej] matych biomolekut takich jak ksenobiotyki, neurotransmitery czy
hormony, tym samym $wiadczac o bezposrednim zaangazowaniu sulfotransferaz w takie
procesy jak regulacja rownowagi hormonalnej (aktywacja lub inaktywacja hormonéw),
rozpoznawanie molekularne 1 sygnalizacja komoérkowa. Wynika to z faktu, ze w pH
fizjologicznym grupa siarczanowa jest zjonizowana (pKa ~ 1,5) powodujac, ze
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sulfurylacja zwicksza rozpuszczalno$¢ zwigzkdw organicznych w wodzie i zmniejsza ich
zdolno$¢ do penetracji bton komorkowych.

Co ciekawe, ekspresja niektorych ST u ludzi zmienia si¢ wraz z wiekiem.
Przeprowadzono badania poziomu SULTI1A1, SULT1A2 i SULT1A3 w watrobie,
ptucach i moézgu. Wykazaly one, ze SULT1A3 (odpowiadajacy za metabolizm
katecholamin) ulega wysokiej ekspresji w watrobie ptodu, w przeciwienstwie do watroby
dorostego cztowieka, gdzie poziom tego enzymu jest znikomy. Ekspresja SULT1A3
1 SULT1A1 byta wysoka réwniez w ptucach plodu, natomiast ich aktywno$¢ byta
znacznie zmniejszona w probkach pobranych po urodzeniu. Dane te potwierdzaja, ze
aktywno$¢ enzymoéw SULTIAL, jak i SULTIA3, pelni wazng role w procesach
detoksykacji podczas kluczowych etapéw rozwoju. Ich obecnos$¢ jest szczegolnie wazna
w przypadku braku innego gloéwnego uktadu enzymoéw detoksykujacych®.

Zazwyczaj forma sulfurylowana substratu stanowi forme nieaktywng (chociaz
wystepuja tez wyjatki). Zaburzenia aktywnos$ci sulfotransferaz oraz niezdolno$¢ do
utrzymania réwnowagi migdzy forma aktywna oraz nieaktywna jest Scisle zwigzana
wieloma powaznymi chorobami takimi jak:

e Nowotwory np. piersi; w wigkszosci komorek linii komoérkowych raka piersi
stwierdzono brak ekspresji SULT1E1 odpowiedzialnej za siarczanowanie estrogenu

(forma nieaktywna) z nanomolarnym powinowactwem®**>.

e chorobami neurodegeneracyjnymi*® 47

np. choroba Parkinsona, czy Alzheimera;
SULT1A3 odpowiada za metabolizm toksycznej dla komoérki dopaminy obecnej
w cytozolu*®

e Chorobami ginekologicznymi np. endometrioza, adenomioza i migs$niaki macicy
(SULT1E, SULT2A1, SULT2B1 odpowiadaja za metabolizm estrogenow)*’

e Hemofilia (sulfurylacja tyrozyny przez TPST (ang. Tyrosylprotein

sulfotransferase) umozliwia wigzanie si¢ czynnika VII odpowiedzialnego za krzepliwo$¢

krwi).
3.5.2. METODY BADANIA SULFOTRANSFERAZ

W poprzednich rozdziatach opisalam rol¢ i znaczenie ST w prawidlowym
funkcjonowaniu organizmu. Mimo iz w ostatnich latach pojawia si¢ coraz wiecej metod
opracowanych w celu lepszego poznania tej grupy, pole do eksploracji wcigz pozostaje
ogromne. Jednymi z najbardziej popularnych i najstarszych metod badania aktywnosci

ST sa metody oparte na znakowaniu radioizotopowym. Metody te opieraja si¢ na
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zastosowaniu w reakcjach katalizowanych przez ST analogu PAPS, w ktorym atom siarki
zostat podstawiony izotopem *3S. W potaczeniu z odpowiednio dobranymi technikami
chromatograficznymi, umozliwia to detekcje produktow sulfurylacji metodami
radiograficznymi. Zaletg tego podejscia jest jego uniwersalno$¢ wynikajaca z tego, ze
bazuje ona na naturalnym kofaktorze wszystkich sulfotransferaz. Dodatkowo metody
radioizotopowe zapewniaja wysoka czutos¢ i szybkos¢. Wada jest natomiast koniecznos¢
opracowania odpowiedniego sposobu oddzielenia nieprzereagowanego znakowanego
PAPS od substratow i produktéw reakcji enzymatycznej. W przypadku sulfotransferaz
cytozolowych, dla ktorych substratami sg najczgsciej czasteczki hydrofobowe, uzywane
sa metody filtracji zelowej, chromatografia powinowactwa, czy wysokosprawna
chromatografia cieczowa. Wigkszy problem stanowia sulfotransferazy miedzybtonowe,
ktore przeksztalcaja hydrofilowe substraty w jeszcze bardziej hydrofilowe produkty.
Kolejng wada jest koszt [35]PAPS, ktory wynosi okoto 500€/5 mg zwigzku oraz
stosunkowo krotki czas poltrwania izotopu *°S. Alternatywa dla znakowania
radioizotopowego sa metody oparte na zjawisku fluorescencji, ktére jednoczesnie
stanowig najliczniejsza grupe z opracowany dotad metod shuzacych do badania
sulfotransferaz. Ich zaletg jest wysoka czutos¢, szybkos¢, majg zastosowanie w badaniach
przesiewowych wysokiej przepustowosci (ang. HTS — High Throughput Screening) oraz
moga by¢ stosowane do monitorowania reakcji enzymatycznych w czasie rzeczywistym.
Znakowany fluorescencyjniec moze by¢ zaréwno substrat (lub jego analog)’ 2,
sulfotransferaza jak i uwolnione w trakcie reakcji koprodukty>’. Wart uwagi jest jednak
fakt, ze znakowane fluorescencyjnie zwigzki czgsto sa wyzwaniem syntetycznym a ich
synteza wymaga wiele czasu, jest kosztowna lub w niektérych przypadkach wrecz
niemozliwa do przeprowadzenia. Dodatkowo istnieje ryzyko, ze modyfikowane
fluorescencyjnie czasteczki, bedace nienaturalnymi substratami, moga wptywaé na

otrzymane wyniki.

Kolejng z metod, coraz czgsciej uzywang w ostatnich latach do analizy ilosciowe;j
jak 1 jako$ciowej, jest spektrometria mas. Metoda ta pozwala na analiz¢ interakcji biatko-
ligand bez konieczno$ci znakowania, a pomiary prowadzone sa w tagodnych warunkach.
Analiza jest szybka, nie wymaga wczesniejszego przygotowania probek, jest tatwo
skalowalna>* oraz bardzo precyzyjna. Spektrometria mas jest skutecznym narzedziem do
oznaczania poziomu ST w poszczegdlnych tkankach jako zamiennik tradycyjnych metod

stosowanych w biologii molekularnej takich jak Western blot, czy reakcja tancuchowa
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polimerazy (z ang. Polymeraze Chain Reaction)>. Spektrometria mas jest jednak metoda
bardzo kosztochtonng, zaréwno w przypadku zakupu aparatury jak i jej serwisowania.
W ostatnich latach pojawiajg si¢ rOwniez niebezposrednie metody badania aktywnos$ci
ST, takie jak oznaczanie ilosci PAP. Produktem kazdej reakcji katalizowanej przez ST jest
jedna czasteczka PAP. Autorzy wspomnianej metody proponuja po zakonczeniu reakcji
dodatek enzymu gPAPP (ang. Golgi-resident PAP-specific 3'-phosphatase), ktory
specyficznie rozpoznaje PAP, hydrolizuje 3’- fosforan, ten za$§ powoduje wzrost

fluorescencji ukladu w obecnoéci kompleksu kalceina/Ce**>?

. Co wigcej, zestawy
zawierajace odczynniki i enzymy niezbedne do przeprowadzenia badan aktywnos$ci
analogicznymi metodami sg dostepne handlowo np. Universal Sulfotransferase Activity
Kit firmy Bio-Techne (nr kat. EA003). Tego typu metody sa jednak wrazliwe na

zanieczyszczenia syntetycznego PAPS.
3.5.3. ANALOGI PAPS DO BADANIA SULFOTRANSFERAZ

Fakt, ze niski poziom ekspresji sulfotransferaz koreluje z nowotworami oraz
chorobami neurologicznymi doprowadzit do poszukiwania inhibitoréw tych enzymow
w celu lepszego poznania tych zalezno$ci. W literaturze znalez¢ mozna rdzne strategie
hamowania sulfotransferaz: za pomocg inhibitoréw bedacych strukturalnym
odpowiednikiem substratu, kofaktora (PAPS)*¢ lub zawierajace w sobie obie te struktury
jednocze$nie®’. Analogi substratow sulfotransferaz sa zwigzkami matoczasteczkowymi,
dziatajacymi w sposob selektywny dla wybranej sulfotrasferazy jednak ich stosowanie
niesie ze sobg szereg ograniczen np. trudnosci w przypadku sulfotransferaz
miedzybtonowych, brak mozliwosci badania interakcji kilku sulfotransferaz na raz.
Dotychczas zbadano wiele zwigzkow =z grupy toksyn Srodowiskowych czy
ksenobiotykdw w celu okreslenia ich wlasciwosci inhibitorowych lub substratowych

wzgledem ST (Rys. 11A)%,
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Rys. 11. A: Przyktadowe struktury znanych inhibitoréw ST wyselekcjonowane z bibliotek
zwiagzkéw; B. Struktura niehydrolizowalnego analogu PAPS; C. inhibitor SULT1A1 sktadajacy
si¢ z mimetyka substratu oraz PAPS.

W 1987 roku J. Horwitz i wsp. otrzymali grupe pierwszych analogéw PAP,
naturalnego inhibitora sulfotransferaz. Zwiazki te posiadaly modyfikacje w obrebie
zasady azotowej m.in. wprowadzono brom w pozycj¢ 8 adenozyny, a azot w pozycji

6 podstawiono grupami metylowymi®’

. Autorom pracy udato si¢ otrzymac trzy
potencjalne inhibitory SULTIE]1. Co istotne, dopiero w roku 1991 otrzymano pierwszy
inhibitor bedacy analogiem PAPS, w ktorym fosfosiarczan zastgpiono grupa
metylenosulfofosfonianowa dzigki czemu zwigzek ten byl odporny na hydrolize
(Rys. 11;B). Potencjalnym zastosowaniem tego analogu bylo badanie transporterow
PAPS oraz chromatografia powinowactwa jednak z niewiadomych wzgledéw analog ten
nie znalazl szerszego zastosowania w kontekécie badan nad ST®. Kolejnym opisanym
w literaturze inhibitorem, jest zwigzek sktadajacy si¢ z estrogenu, czyli naturalnego
substratu ludzkiej sulfotransferazy SULTIE1, z 5’-fosforanem 3’-fosfoadenozyny
(Rys. 11;C). Jednakze, jak si¢ okazato, w przypadku tego zwigzku jedynie estrogen
oddziatuje z kieszenig wigzaca biatka, natomiast wktad czasteczki PAP w oddzialywanie
byl niewielki®'. W trakcie realizacji badan opisanych w niniejszej rozprawie, ukazata sie
praca Kershaw 1 wsp. w ktorej przedstawiono szczegdélowag analize struktury
krystalograficznej oraz dokowanie molekularne, co pozwolito zaprojektowaé kolejng
grupe analogdw PAPS (i PAP) jako potencjalnych inhibitorow. Sa to pochodne
2’-deoksyadenozyny z modyfikacjami w obrebie 3’- i 5°- fosforanu®. Zwigzki te nie
wykazywaty silnych wiasciwosci inhibujacych wzgledem sulfotransferazy HS2ST
(Heparan sulfate 2-O-sulfotransferase) oraz TPST1 (Tyrosylprotein sulfotransferase-1)

33



jednakze potwierdzity, ze grupa hydroksylowa w pozycji 2’ rybozy nie bierze udziatu

w wigzaniu kosubstratu z biatkiem i moze byé miejscem wprowadzenia modyfikacji*'.

3.5.4. SULFOTRANSFERAZY MODELOWE BADANE W NINIEJSZEJ ROZPRAWIE (ATSOT18,

SULT1A3)

W poprzednich rozdziatach przedstawitam istotng role jaka petnia ST we wszystkich
organizmach zywych oraz konsekwencje jakie niesie za sobg zaburzenie aktywnoSci
niektorych z nich. Dlatego tez sulfotransferazy staly si¢ obiektem moich badan.
Pierwszym krokiem do zglebienia wiedzy na ich temat byt wybdr odpowiednich biatek
modelowych. M6j pierwszy wybdr padt na roslinng sulfotransferaz¢ AtSOT18. U roslin
zwiazki siarczanowe pelnig funkcje regulatorowe, jak w przypadku hormondéw u ssakow,
odpowiadaja za regulacje wzrostu oraz budowy®* ®*. Dodatkowo, stuza jako metabolity
wtorne w ochronie przed stresem oraz sg zrodiem siarki w komorkach. Jedng z rol
sulfotransferaz roslinnych jest sulfurylacja desulfo-glukozynolanow. Zwiazki te sa
jednymi z najlepiej zbadanych wtérnych metabolitow roslinnych, a ich najczesciej
wspominang funkcja, oprocz udziat w magazynowaniu siarki, transporcie wody,
apoptozie czy hamowanie wzrostu i sygnalizacji, jest obrona przed stresem biotycznym
wynikajacym z kontaktu z ro$linozercami i patogenami®. U ludzi produkty degradacji
glukozynolandw petnig przede wszystkim role zwigzkoéw smakowych, jednakze produkty
ich rozkladu np. tiocyjanian czy jod, mogg mie¢ dziatanie toksyczne dla cztowieka®®.
W ostatnich latach pojawily si¢ rowniez badania, ktére wskazuja na dzialanie
przeciwnowotworowe wybranych glukozynolanéw co czyni te zwigzki potencjalnym
terapeutykiem® %7, W 2017 roku ukazata sie praca w ktdrej po raz pierwszy rozwigzano
strukture AtSOT18 w kompleksie z PAP oraz sinigring, glukozynolanem bg¢dacym
naturalnym substratem ros$linnej sulfotransferazy (Rys. 12; A). Zaskakujacym jest fakty,
ze struktura trzeciorzgdowa AtSOT18 jest wysoce zblizona do ludzkich sulfotransferaz
cytozolowych uwzgledniajac centrum aktywne, miejsce wiazania PAPS oraz substratu®.
Dodatkowo, roslinng sulfotransferaze AtSOT18% cechuje wysoka stabilno$¢ i wydajnoéé
ekspresji w komorkach bakteryjnych. Cechy te spowodowaty, ze uznatam AtSOTI18 za
odpowiednie biatko modelowe do rozpoczecia badan nad ST.

Jedng z najlepiej scharakteryzowanych ludzkich ST cytozolowych jest SULT1A3,
ktora siarczanuje i inaktywuje neurotransmitery monoaminowe tj. dopaming, serotoning
czy epinefryne®(Rys. 12; B). W przypadku dopaminy przytaczenie grupy siarczanowe;j

jest mozliwe w dwodch pozycjach, 3°-O oraz 4’-O, co skutkuje powstaniem dwoéch
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regioizomeréw. ZarO6wno serotonina jak 1 dopamina s3 neuroprzekaznikami
zaangazowanymi w takie procesy jak transdukcja sygnalu miedzy specyficznymi
receptorami, co wptywa na stan psychiczny, nastrdj, pamig¢é, a takze ruch fizyczny.
Oprécz tego zwiagzki te, w formie siarczanowanej, odgrywaja wazng rol¢
w biotransformacji wymienionych neuroprzekaznikéw. Az 90% dopaminy oraz 80%
pozostatych monoamin obecnych we krwi znajduje si¢ w formie usiarczanowanej’® 7.
Nieprawidtowy poziom tych neurotransmiteréw prowadzi nie tylko do zaburzen takich
jak migreny (nagle, lokalne zwickszenie 5- hydroksytryptaminy w mézgu)’?, ale rowniez
powaznych choréb np. choroby Parkinsona czy Alzheimera’. Ekspresjc SULT1A3
zaobserwowano m.in. w jelitach, mozgu i ptytkach krwi co koreluje z pelnionymi przez
nig funkcjami. Biorgc pod uwagg istotng role jaka petni SULT1A3 oraz podobienstwo
strukturalne do SULT1A1 1 SULT1A2 postanowitam wykorzysta¢ ja jako biatko

modelowe pochodzenia ludzkiego w badaniach przeprowadzonych w ramach pracy

A PAPS
W/r AtSOT18 Ho/\|/\‘J/ J

doktorskiej.

OH “OH
PAP O/n “OH
desulfosinigrina sinigrina
B
PAPS OH
dopamma PAP 3-O-siarczan dopaminy

(lub izomer4-O-)

Rys. 12. Schemat dziatania modelowych sulfotransferaz. A: AtSOT18 z desulfosinigring; B
SULT1A3 z dopamina.
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4. METODYKA BADAN

Badania zawarte w niniejszej pracy doktorskiej mozna podzieli¢ na dwie czgsci.
Pierwszy stanowila synteza chemiczna za§ drugi obejmowal badania biofizyczne
otrzymanych zwigzkéw. W celu lepszego zrozumienia zagadnien przedstawionych
w rozdziale ,,Badania wlasne” ponizej opisze¢ wykorzystywane przeze mnie S$ciezki
syntetyczne, mechanizmy oraz reakcje chemiczne prowadzone rutynowo w celu
otrzymania analogéw kofaktoréw adeninowych, a takze przedstawi¢ podstawy
teoretyczne metod eksperymentalnych, ktore zostaty przeze mnie wykorzystane w celu

okreslenia wiasciwosci biofizycznych otrzymanych zwigzkow.

4.1. SYNTEZA CHEMICZNA

4.1.1. FOSFORYLACJA NUKLEOZYDOW METODA Y OSHIKAWY ORAZ JEJ MODYFIKACJE

Jedng z najpopularniejszych metod otrzymywania nukleotydow jest jednoetapowa
reakcja fosforylacji opracowana przez Yoshikawe’*. Reakcja zachodzi selektywnie
w pozycji 5’-O nukleozydu 1 jest prowadzona w jednym naczyniu (ang. one — pot
reaction) z uzyciem chlorku fosforylu jako czynnika fosforylujacego. Kluczowe
znaczenie ma rozpuszczalnik w ktorym przebiega reakcja, czyli fosforan trimetylu.
W pierwszym etapie czgsteczka rozpuszczalnika reaguje z czasteczkag POCI;, tworzac
duzy objetosciowo addukt, pelnigcy role elektrofila w kolejnym etapie reakcji. Powstaty
addukt, ze wzgledu na zawadg steryczna, preferencyjnie reaguje tylko z jedna, najbardziej
odstonigtg grupa hydroksylowa nukleozydu (w pozycji 5°). Koncowym etapem reakcji
jest hydroliza, ktora prowadzi do otrzymania wlasciwego produktu reakcji,
monofosforanu nukleozydu (Rys. 13). Selektywno$¢ tej metody wynika zaro6wno
z odpowiednio dobranego czynnika fosforylujacego jak i obnizonej temperatury (reakcje

prowadzi si¢ w 0°C).
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Rys. 13. Mechanizm fosforylacji metoda Yoshikawy, podzielony na poszczegolne etapy.

Etapem koncowym fosforylacji Yoshikawy jest zazwyczaj wytracanie otrzymanego
produktu w eterze dietylowym, w celu wyodrebnienia produktu (o ile jego
rozpuszczalno§¢ na to pozwala). Rezultatem jest otrzymanie 5’-monofosforanu
nukleozydu. Metoda Yoshikawy jest do dzi§ wykorzystywana w wielu laboratoriach.
W literaturze mozna rowniez znalez¢ jej modyfikacje np. uzycie nadmiaru POCl; w celu

otrzymania 2°,3’- cyklofosfo 5’-fosforanu adenozyny’.

4.1.2. AKTYWACJA  NUKLEOTYDOW ORAZ SPRZEGANIE Y% OBECNOSCI

DWUWARTOSCIOWYCH JONOW METALI

Aby wydluzy¢ tancuch fosforanowy konieczne jest wprowadzenie grupy
opuszczajacej, ktora ma za zadanie zwigkszenie elektrofilowosci atomu fosforu. Jedng
z najczescie] praktykowanych metod aktywacji nukleotydow jest sprzeganie soli
trietyloamoniowych 5’-monofosforanéw rybonukleozydow i imidazolu w obecnosci
trifenylofosfiny i 2,2'-ditiodipirydyny jako czynnikéw aktywujacych’® ”7. Synteza ta
zachodzi z wysoka wydajnoscia, jednakze w przypadku 3°,5’-difosforanéw nukleozydow

reakcja moze zachodzi¢ réwniez na drugim, konkurencyjnym fosforanie (Rys. 14).
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Rys. 14. Schemat reakcji aktywacji nukleotydow zaproponowany przez Mukaiyma
i Hashimoto’®. R=nukleozyd.

Aktywowany w ten sposob fosforan staje si¢ centrum elektrofilowym co umozliwia
przytaczenie nukleofila np. kolejnego fosforanu (powodujac utworzenie wigzania
fosfodiestrowego). Aby jednak umozliwi¢ zblizenie nukleofila i zaj$cie reakcji konieczne
jest zamaskowanie fadunkéw ujemnych zlokalizowanych na atomach tlenu. W tym celu

niezbedny jest dodatek dwuwarto$ciowych jonéw metali np. Mg** lub Zn**.

4.1.3. METODY OTRZYMYWANIA PAPS

Opracowywanie $ciezki syntezy PAPS rozpoczeto juz w latach 60° XX wieku”.
Poczatkowo prace te skupialy si¢ wokot syntezy enzymatycznej. Rozwigzanie to byto
odpowiednie przede wszystkim w badaniach gdzie potrzebne byty mate ilosci kofaktora,
poniewaz wydajno$¢ i koszt syntezy byl wysoki®®. Alternatywa tej metody jest synteza
chemiczna, ktora z zatozenia jest metoda wielkoskalowa, tanig i szybka. Jej minusem jest
brak mozliwosci selektywnego otrzymania izomeru 3’-fosforanu (jest on
zanieczyszczony regioizomerem 2’, ktoéry dodatkowo jest trudny do rozdzielenia
metodami chromatograficznymi). W konsekwencji najpowszechniej stosowana $ciezka
syntezy PAPS stanowi potaczenie metody chemicznej oraz enzymatycznej. Od strony
chemicznej synteza prowadzona jest do momentu otrzymania 5’-fosforanu
2’,3’-cyklofosfoadenozyny. Reakcje cyklizacji, ktéora stanowi kluczowy etap
otrzymywania wspomnianego produktu, mozna prowadzi¢ na wiele sposobow
wykorzystujac jako substrat zard6wno nukleozydy jak i nukleotydy. Zaproponowana przez
Cherniaka 1 wsp. metoda polegata na przeprowadzeniu reakcji fosforylacji z udziatem

chlorku dibenzylofosforylu a nastgpnie cyklizacja oraz sulfurylacja z uzyciem kwasu
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trietyloamino-N-sulfonowego®! # (cyklizacje mozna prowadzi¢ réwniez z uzyciem
dicykloheksylokarbodiimidami w podwyzszonej temperaturze®®). Ta droga syntezy nie
jest jednak doskonata ze wzgledu na wieloetapowos$¢ oraz wystepowanie produktow
ubocznych (izomerow) na kazdym z etapéw. W 1975 roku Simoncsits i wsp. opracowali
dwuetapowa fosforylacje chlorkiem pirofosforylu, prowadzong w temperaturze 3°C
w $rodowisku bezwodnym, zakoficzona hydroliza w $rodowisku obojetnym (pH 7)%4.
Metoda ta zostala nastgpnie zmodyfikowana poczatkowo przez Yoshikawe (etap
fosforylacji) a nastgpnie innych naukowcow, ktorzy pracuja nad jej modyfikacjami do
dzi§ (warunki prowadzenie hydrolizy np. zakonczenie reakcji fosforylacji przez
podstawienie atomu tlenu silnie nukleofilowa zasada np. imidazolem, a nastepnie
hydroliza w S$rodowisku obojetnym co prowadzi do otrzymania zaktywowanego
nukleotydu®). Ostatni etap syntezy PAPS stanowi hydroliza enzymatyczna cyklicznego
fosforanu, co prowadzi do selektywnego otrzymania 5’-fosfosiarczanu

3’-fosfoadenozyny®¢.

4.2. METODY BIOFIZYCZNE WYKORZYSTANE PODCZAS REALIZACIJI PROJEKTU
4.2.1. JADROWY REZONANS MAGNETYCZNY (NMR)

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego opiera si¢ na fizycznym
zjawisku, rezonansie magnetycznym, opisanym w 1938 roku przez Isidora Rabiego.
Zaledwie 14 lat pdzZniej zostaty wykonane pierwsze pomiary z wykorzystaniem metody
NMR, za co Edward Mills Purcell oraz Felix Bloch otrzymali nagrode¢ Nobla w dziedzinie
fizyki. Spektroskopia NMR znalazta zastosowanie w wielu dziedzinach nauki (np. do
okreslania struktur zwigzkéw chemicznych) oraz medycyny (np. metoda diagnostyki
obrazowej), co czyni ja jednym z najpotezniejszych narzedzi fizykochemicznych.

Kazda czgstka elementarna obdarzona tadunkiem posiada wiasciwos¢ nazywang
spinem, czyli wewnegtrzny moment pedu. Moze on przyjmowaé warto$¢ bedaca
wielokrotnos$cig '4. Spiny protondéw oraz neutrondw w obrgbie jadra sumujg si¢ 1 sg
okres$lane mianem spinu jadrowego. W magnetycznym rezonansie jadrowym wazne sa
niesparowane spiny jadrowe. W ukladzie, na ktory nie dziala zewngtrzne pole
magnetyczne (Bo) spiny utozone sg w sposob dowolny. Zewnetrzne pole magnetyczne
wymusza ulozenie spinu w dwodch pozycjach, zgodnie (nizszy poziom energetyczny;
m=1/2; o) lub przeciwnie (wyzszy poziom energetyczny; m=-1/2; ) do kierunku tego

pola. Energia spinu w dany poziomie energetycznym wyrazana jest wzorem:
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E = myBOE

Gdzie m oznacza magnetyczng spinowa liczb¢ kwantowa, y wspotczynnik
proporcjonalnos$ci. Przej$cia pomiedzy poziomami a i B sg wywotane w skutek absorpcji
promieniowania elektromagnetycznego dziatajagcego na uktad co jest réwnoznaczne
z tym, ze energia potrzebna do wywolania przejscia z poziomu podstawowego w stan
wzbudzony musi by¢ réwna roznicy energii pomi¢dzy poziomami. Ilo§¢ energii
potrzebna do wywotania przejscia jest proporcjonalna do natgzenia zewnetrznego pola
magnetycznego. W spektroskopii NMR wzbudzenie jadra atomu nast¢puje na skutek
impulsu elektromagnetycznego, za§ powrot do stanu podstawowego jest rejestrowany
1 okreslany mianem sygnatu rezonansowego. Identyczne protony absorbuja zawsze taka
samg ilo$¢ energii jednakze w czasteczce znajduja si¢ w innym otoczeniu elektronowym
tj. gestos¢ elektronowa wokot protonu jest zalezna od ilo$ci 1 rodzaju wigzan jakie tworzy.
Ruch tych elektronéw wywoluje tzw. lokalne pole magnetyczne, ktore sumuje si¢
wektorowo z zewngtrznym polem magnetycznym. Za sprawg tego zjawiska na kazde
jadro dziata nieznacznie inne pole magnetyczne a tym samym potrzebna jest inna ilo$¢
energii potrzebna do przej$cia w stan wzbudzony. Opisane rdéznice w absorpcji w wyniku
transformacji Fouriera prezentowane sa w postaci widma NMR i okre$lane mianem
przesunigcia chemicznego.

Waznym czynnikiem w ulatwiajagcym pomiary metodg spektroskopii NMR jest
wysoka abundancja analizowanego jadra. Przykladem moze by¢ jadro wodoru, ktory
w 99,99% wystepuje w postaci izotopu 'H. Oznacza to, ze badania 'H NMR moga
odbywac si¢ bez koniecznos$ci modyfikowania czasteczek w celu ich analizy. Odwrotna
sytuacja ma miejsce w przypadku wegla, gdzie izotop o najwyzszej abundancji posiada
parzysta liczbe nukleonéw za$ izotop '*C wystepuje tylko w 1,09% co powoduje, Ze aby
przeprowadzi¢ badania technika '*C NMR konieczne jest znaczne wydtuzenie czasu
trwania pomiaru (w celu poprawy stosunku sygnatu do szumu), uzycie duzej ilosci

materiatu lub dodatkowe znakowanie tym izotopem (Tabela 2).
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Tabela 2. Abundancja wybranych izotopdw.

Pierwiastek | Izotop | Abundancja [%] | Pierwiastek | Izotop | Abundancja [%]

'H 99,99 160 99,76

H
’H 0,01 0 170 0,037
12¢ 98,91 130 0,2

C
e 1,09 F 19p 100
4N 99,6 P 31p 100

N N 0,37 S 23 95,02

W kontekscie tych rozwazan jednymi z najbardziej uzytecznych jader do pomiarow
pochodnych nukleotydéw i kwaséw nukleinowych sa fosfor (*'P) lub fluor (°F), ktérych
abundancja wynosi 100%. W strukturze nukleotyddéw znajduje si¢ wiele atomow fosforu,
ktoére dodatkowo biorg udziat w oddziatywaniach z enzymami. Jest to z jednej strony
korzystne, gdyz nie wymaga specjalnego znakowania czasteczek, ale stanowi réwniez
wyzwanie, gdyz mala dyspersja przesunie¢ chemicznych fosforu powoduje, ze
obserwacja niewielkich zmian w przesuni¢¢ chemicznych konkretnych jader bywa
bardzo trudna. Inna sytuacja ma miejsce w przypadku atomu izotopu '°F, ktéry nie
wystepuje naturalnie w nukleotydach 1 kwasach nukleinowych, ale mozliwe jest
wprowadzenie tego izotopu w strukture nukleotydu 1 precyzyjne analizowanie przemian
biochemicznych w czasie rzeczywistym lub interakcji biatko-ligand technika
F NMR®” 8, Dodatkowymi zaletami jader fluoru s3 wysoki wspdlczynnik
magnetogiryczny oraz duza dyspersja przesuni¢¢ chemicznych co ulatwia zar6wno
akwizycje jak 1 analize danych. Dlatego tez postanowilam stworzy¢ narzedzia
molekularne umozliwiajagce wykorzystanie tej metody do badania reakcji

enzymatycznych katalizowanych przez sulfotransferazy.

4.2.2. TERMOFOREZA MIKROSKALOWA

Zjawisko fluorescencji jest wykorzystywane w naukach biologicznych do
obrazowania 1 analizowania interakcji molekularnych oraz proceséw przebiegajacych
w komorkach. Do dzi§ opracowanych zostalo wiele technik, opartych na zjawisku
fluorescencji, ktore staly si¢ nieocenionym narzedziem do zrozumienia procesOw

biologicznych. Umozliwiaja one nie tylko wizualizacje i lokalizacje¢ biatek lub czasteczek
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w komorkach, ale réwniez, w przypadku badan prowadzonych in vitro, pozwalaja
wyznaczy¢ takie parametry jak rownowagowa stala wigzania, stala dysocjacji biatko-
ligand, parametry kinetyczne enzyméw i wiele innych. Zaletg technik fluorescencyjnych
jest ich wszechstronnos¢, specyficznosé i czutos¢. W zaleznosci od sposobu znakowania
oraz specyfiki badanego uktadu, wykorzystuje si¢ odmienne podejscia np. wygaszanie
fluorescencji czy anizotropia fluorescencji. Metody te maja jednak swoje ograniczenia
takie jak wielkos¢ badanego uktadu, utozenie fluoroforow w przestrzeni lub wymagaja
one duzych objetosci probek. Alternatywg dla wymienionych metod jest opracowana
w ostatnim pigtnastoleciu metoda termoforezy mikroskalowej (MST, ang. microscale
thermophoresis). Metoda ta wykorzystuje zjawisko termoforezy, czyli ruchu czasteczek
w gradiencie temperaturowym, inaczej okre$lany efektem Soreta lub termodyfuzja®. Na
kierunek oraz szybko$¢ termoforezy maja wplyw takie czynniki jak rozmiar, fadunek oraz
entropia solwatacyjna czasteczek °°. Podczas wigzania sie biatka z ligandem zmienia sie
co najmniej jeden z wymienionych parametréw, co umozliwia analize¢ oddzialywan
molekularnych. Metoda  termoforezy  mikroskalowej wymaga  znakowania
fluorescencyjnego jednej z badanych biomolekul, ligandu lub biatka. W przypadku biatek
mozliwe jest wykorzystanie wewnetrzne] fluorescencji tryptofanow obecnych
w strukturze biatka lub przylaczenie znacznika, np. poprzez modyfikacje metki
histydynowej tzw. His-tag, ktora moze tworzy¢ niezwykle trwale wigzania

koordynacyjne z kompleksami jonéw metali np. Ni** (Rys. 14) .

Rys. 14. Schemat oddziatywania miedzy resztami His-Tag a jonami Ni** skoordynowanymi do
pochodnej znacznika. Schemat na podstawie pracy Block i wsp.”!
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W eksperymencie czasteczka wyznakowana fluorescencyjnie wystepuje w statym
stezeniu, stanowigc jednocze$nie wzorzec wewnetrzny jakosci eksperymentu, za$
czasteczka nieznakowana wystgpuje w serii rozcienczen. Gradient temperaturowy jest
indukowany poprzez wlaczenie lasera IR. Zmiany w termoforezie czasteczek
fluorescencyjnych, spowodowane wigzaniem z ligandem sg przedstawione w formie
krzywej przedstawiajacej zmiany fluorescencji znormalizowane] (Fnom) (zalezno$¢
fluorescencji przy wiaczonym laserze IR (Fnot) od fluorescencji przed wlaczeniem lasera
IR (Feod)) w funkcji czasu. Zebrane dane mozna wykorzysta¢ do obliczenia stalej
dysocjacji kompleksu biatko—ligand, dzicki dopasowaniu odpowiedniego modelu

teoretycznego (Rys. 15).
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Rys. 15. Rysunek pogladowy przedstawiajacy zasade dziatania termoforezy mikroskalowej oraz
uzyskany podczas eksperymentu wynik, przedstawiony w formie krzywej. Zaczerpnieto z pracy
Jerabek i wsp.¥

Aby przeprowadzi¢ eksperyment majacy na celu wyznaczenie stalej dysocjacji
kompleksu biatko-ligand przygotowuje si¢ zazwyczaj 16 niezaleznych roztworéow
bedacych seryjnymi rozcienczeniami liganda (stezenie wzrasta logarytmicznie) oraz
zawierajacych stale stezenie czasteczki znakowanej (zazwyczaj czasteczka ta jest biatko;
jego stezenie utrzymane jest na niskim poziomie, okoto 50 nM). Tak przygotowane
roztwory umieszcza si¢ w kapilarach a nastgpnie poddaje dziataniu lasera emitujgcego
promieniowanie w zakresie podczerwieni, ktoéry odpowiada za wytworzenie gradientu
temperaturowego. Tworzenie kompleksu zachodzi w mys$l réwnania:

A+ B" 2 AB”*

gdzie A oznacza enzym, B* ligand znakowany fluorescencyjnie za§ AB* powstaly

kompleks biatko-ligand. Ruch czasteczek wyznakowanych fluorescencyjnie (tj. B* oraz

AB*) jest monitorowany za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego.
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Rys. 16. Przykltadowa krzywa wigzania bedaca wynikiem pomiaru MST. Na zo6tto zaznaczono
region przed wlaczeniem lasera IR, ktory definiuje warto$¢ Fc, na fioletowo zaznaczony jest tzw.
region TJ (temperature jump), ktoéry oznacza zmiany zachodzace w czasie 0,5 s od momentu
wlaczenia lasera IR. Strefa oznaczona na zielono oznacza region wtasciwej termoforezy. Rysunek
zapozyczony z pracy Scheuermanna i wsp. %2

Wynikiem takiego pomiaru jest krzywa =zalezno$ci zmiany fluorescencji
znormalizowanej (F,) w funkcji czasu (Rys. 16). Fluorescencj¢ znormalizowang mozna

wyrazi¢ wzorem:
Fo=p

gdzie Fy oznacza fluorescencje w tzw. ,,regionie gorgcym” (ang. hot fluoresence;
obejmujacy zakres krzywej od momentu wiaczenia lasera IR), za§ Fc fluorescencje
w regionie zimnym (ang. cold fluoresence, zakres krzywej przed wiaczeniem lasera IR).
Wartos$¢ F. jest wyznaczana w tym samym punkcie czasu dla kazdej analizy, natomiast
region okreslajacy Fn musi zosta¢ zdefiniowany przez analityka. Przyjete sa dwa
przedziaty czasu w ktorych mozliwe jest wyznaczenie Fp:

e Region zaczynajacy si¢ 0,5 s po wiaczeniu lasera IR (trwa 0,5 s) okreslany
jest jako TJ (ang. Temperature Jump). W tym regionie nie zachodzi jeszcze
zjawisko termoforezy jednak jest obserwowana zmiana fluorescencji
chromoforu pod wptywem zmiany temperatury.

e Region zaczynajacy si¢ 2,1 s przed wylgczeniem lasera IR (trwa 2 s),

w ktorym termoforeza jest juz ustabilizowana.
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Dla kompleksow, w ktorych stabilno§¢ w duzej mierze wynika z oddzialywan
elektrostatycznych, zalecane jest analizowanie danych w oparciu o region TJ, aby
zminimalizowa¢ wplyw zmiany temperatury na warto$¢ statej dysocjacji. Poniewaz
oddziatywania biatko nukleotyd w duzej mierze opierajg si¢ na oddzialywaniach
elektrostatycznych, wszystkie wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej

byty uzyskane poprzez analizg regionu T1J.

Aby powigza¢ zmiany fluorescencji ze stata dysocjacji w przypadku kompleksu
o stechiometrii 1:1 z jednym miejscem wigzania ligandu, nalezy przeprowadzic¢
nastepujace rozwazania. Obserwowana dla danej probki fluorescencja znormalizowana
jest $rednig wazong fluorescencji znormalizowanej wolnej czasteczki znakowanej (B*)
oraz fluorescencji znormalizowanej jej kompleksu z ligandem (AB*):
Fy = <BT* FnB*> + (ATB*' Fna5+)
Bior Bior

gdzie Fnp+ oznacza fluorescencj¢ znormalizowang niezwigzanego liganda, Fyap*

fluorescencje¢ znormalizowang utworzonego kompleksu, za§ B*; catkowite stezenie B*.

Stata dysocjacji jest opisana rOwnaniem:

A-B”
Ko = 5
Przyjmujac zatoZenie:
Aot = A+ AB*

BtOt = B* + AB*,

rozwigzujac rownania dla AB* otrzymujemy:

_ (Kp + Ator + Bior) — \/(KD + Ator + Bior)* — 4 Aot Biot
2

Znajac AB* mozemy obliczy¢ A oraz B*, wyznaczy¢ krzywa zaleznosci AF, od

AB*

stezenia liganda oraz Kp’2.
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5. BADANIA WLASNE

5.1. CEL PROJEKTU

Celem niniejszej pracy byta synteza nowych analogéw wybranych kofaktorow
adeninowych i ich ewaluacja jako narzedzi molekularnych do badania powigzanych
enzymow. Aby zwigkszyC jej przejrzystos$¢ zostala ona podzielona na dwie odrgbne
czesSci.

Pierwsza cze$¢ stanowi synteza analogéw kofaktoréw adeninowych jako narzedzi
molekularnych, ktéore umozliwig lub przyspiesza badania struktury i funkcji NAD-
kapowanych RNA oraz pokrewnych zwiazkéw 1 ich specyficznych biatek wigzacych.
W tym celu zaprojektowatam m.in. analogi NAD oraz FAD, ktore w zalozZeniu miaty by¢
czgsciowo lub catkowicie odporne na dzialanie enzyméw hydrolizujacych, NudC
i Nudtl2 (NAD-RNA) oraz DXO (NAD-RNA oraz FAD-RNA). Dzi¢ki zwigkszonej
stabilno$ci komorkowej, analogi takie moga stanowi¢ cenne narzedzia do badan

strukturalnych i funkcjonalnych niekanonicznych RNA.

Druga cze$¢ rozprawy dotyczyta syntezy analogow 5’-fosfosiarczanu 3’-fosfoadenozyny
(PAPS) jako narzedzi do badania sulfotransferaz. W tej czgséci rozprawy wyr6zni¢ mozna
dwa glowne watki. Pierwszy dotyczy syntezy funkcjonalnych analogow PAPS, ktore
w zalozeniu bedg kofaktorami zastepczymi dla enzymow z grupy sulfotransferaz.
Zaprojektowane zwigzki posiadaja grupe siarczanowa lub zostata ona zastapiona inng
grupg izosteryczng (o zblizonym tadunku oraz wielkosci), tak aby mimo wprowadzonych
modyfikacji, nie zaburzy¢ aktywnosci ST. Takie analogi umozliwitby monitorowanie
aktywnos$ci sulfotransferaz oraz stanowityby narzedzie do $ledzenia szlakow
metabolicznych w ktérych wspomniane enzymy biorg udziat. Aby okresli¢ wlasciwosci
funkcjonalnych analogow PAPS podjetam probe opracowania wysokoprzepustowej
metody analitycznej opartej na technikach HPLC oraz NMR. Jako biatka modelowe

wybratam dwie sulfotransferazy:

e AtSOTI18, sulfotransferaza roslinna pozyskana z organizmu Arabidopsis
Thaliana, ktéra odpowiada za sulfurylacje glukozynolanow a tym samym
bierze udzial w procesie regulacji wzrostu czy adaptacji w warunkach

stresowych
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e SULTIA3, Iludzka sulfotransferaza cytozolowa, ktéra sulfuryluje
katecholaminy (w szczegdlnosci dopaming) co sugeruje jej role

w metabolizmie tych zwigzkow i przekazywaniu sygnatu.

Drugi, stosunkowo niezalezny nurt badan nad analogami PAPS dotyczy
zaprojektowania, syntezy i ewaluacji nowych analogéw PAPS wykazujacych
wlasciwosci inhibitorowe dla sulfotransferaz. Badania te obejmowaty otrzymanie grupy
zwigzkow modyfikowanych zarowno w obrebie adeniny, rybozy jak 1 reszty
fosfosiarczanowej. W celu zbadania oddzialywan tych analogéw z sulfotransferazami
opracowalam nowa metode badania oddziatywan sulfotransferaza-ligand, bazujaca na
zjawisku termoforezy mikroskalowej monitorowanej fluorescencja. Sulfotransferazy

modelowe stanowily wspomniane wyzej AtSOT18 oraz SULT1A3.

Dodatkowo, niektdre ze zwigzkdw otrzymanych przeze mnie w tej czgsci projektu
doktorskiego, zostaty wykorzystane jako reagenty do znakowania RNA, co réwniez po

krétce opisatam w rozprawie.

5.2. OTRZYMYWANIE ORAZ EWALUACJA ANALOGOW NAD
5.2.1. SYNTEZA ANALOGOW NAD

Glownym celem tej czes$ci badan byto zaprojektowanie 1 otrzymanie analogéw NAD,
ktore bedg m.in. odporne na enzymy denadujace tj. pirofosfatazy z rodziny NUDIX, takie
jak NudC 1 Nudtl2. W tym celu postanowitam w strukturze NAD, w miejscach
rozpoznawanych przez wspomniane enzymy (pozycja 5’ w mostku fosforanowym oraz
w fosforanie a), zastapi¢ atom tlenu atomem siarki. Ten rodzaj modyfikacji okazal si¢
wczesniej skuteczng strategia stabilizacji m’G-kapowanego RNA przed enzymami
dekapujacymi, nie zaklocajac ich aktywnosci translacyjnej’®. Aby osiggna¢ zatozony cel,
zsyntetyzowatam dwa dinukleotydowe analogi NAD (dwa stereoizomery), zawierajace
grupe a-tiofosforanowa (NppasA) i1 jeden analog posiadajacy S w pozycji mostkowej
5’ (Npp-5’S-A).
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Rys. 17. Struktury i skrocone nazwy zaprojektowanych analogow NAD.

Dodatkowo, aby nada¢ odporno$¢ na fosfodiesterazy takie jak DXO, zsyntezowatam
dwa trinukleotydowe analogi NAD (NADpG) zawierajace modyfikacje w obrebie
wiazania 5°,3’-fosfodiestrowego (zamiana grupy fosforanowej na tiofosforanowa - dwa
diastereomery NppApsG). Zaprojektowatam rowniez trinukleotydowy analog NAD
posiadajacy grupe metylowa w pozycji 2’-O-adenozyny (NppAmpG), sugerujac si¢
doniesieniami literaturowymi, ze taka modyfikacja zwigksza odpornos¢ na degradacje
przez DXO w przypadku m’GpppN i GpppN-kapowanych RNA®*. Dwa ostatnie zwigzki,
diastereoizomery NppsAmpsG, posiadaja obie wspomniane modyfikacji majace na celu
zwigkszenie odpornosci na oba rodzaje enzymoéw deNADujacych. Struktury
wymienionych zwigzkow zostaly przedstawione na Rys. 17.

Synteza analogéw NAD zostata zaprojektowana i przeprowadzona w kilku etapach.
Pierwszym krokiem, jednakowym dla wszystkich otrzymanych analogoéw, byto
pozyskanie 5’-monofosforanu nikotynamidu (NMP), ktory jest zwigzkiem trudno
dostgpnym handlowo (i drogim). Literaturowe $ciezki syntezy NMP de novo s3
wieloetapowe i wymagaja uzycia trudnych odczynnikéw (np. gazowego SO3)°°. Synteza
tego zwigzku mozliwa jest réwniez na drodze enzymatycznej, ale wymaga to duzych
naktadow pracy lub kosztow zwigzanych z pozyskaniem odpowiednich enzymow. Jako
najkorzystniejszg droge do pozyskania znaczacych (gramowych) ilosci NMP wybratam
chemiczng hydrolize handlowo dostepnego NAD z uzyciem chlorku cyrkonu®®. Do
wodnego roztworu NAD (~11 mM) dodatam ZrCls (~53 mM) i inkubowatam przez 30
min w temperaturze 50°C. Postep reakcji monitorowatam na HPLC. Powstala mieszanina
AMP 1 mononukleotydu nikotynamidowego zostata rozdzielona metoda chromatografii
jonowymiennej (DEAE Sephadex A25) z wydajnoscig 32%. Mimo iz oba zwigzki (NMP
oraz AMP) sag monofosforanami, ich rozdziat na kolumnie jonowymiennej jest mozliwy

dzieki tadunkowi dodatniemu na zasadzie w NMP, co zmienia tadunek wypadkowy tej

48



czasteczki w pordwnaniu do AMP. Otrzymany NMP zostatl nastgpnie zaktywowany
imidazolem w obecnosci trifenylofosfiny i 2,2’-ditiopirydyny w DMSO. Otrzymang
imidazolowa pochodna NMP (NMP-IM) wydzielitam z mieszaniny reakcyjnej w postaci
soli sodowej poprzez stracanie za pomocg roztworu NaClO4 w acetonie 1 po wysuszeniu

wykorzystalam w nastgpnych etapach syntez (Rys. 18).

— hydroliza NAD
600 .
?t NMN po oczyszczaniu
g NMN-Im
€ 4004
< AMP
>
N
3 2004
< __—A\
o L] L] L] L] I L] L] L] L] I L] L] L] L] I
0 5 10 15
Czas/min

Rys. 18. Przyktadowe profile HPLC z reakcji hydrolizy NAD, NMN po oczyszczaniu oraz reakcji
aktywacji NMN.

W celu uzyskania dinukleotydowych analogéw NAD modyfikowanych resztg
tiofosforanowa, uzyskany NMN-Im poddatam reakcji sprzggania z 5’-tiofosforanem
adenozyny (AMPS) w DMF w obecnosci ZnCl; jako katalizatora reakcji. AMPS
otrzymalam uprzednio w reakcji adenozyny z PSCl3 w fosforanie etylu w obecnosci
2,6-lutydyny”’. Produktem reakcji sprzegania AMPS z NMN-Im byt NppsA w postaci
mieszaniny dwdch distereoizomeréow w stosunku 0,8:1. NMN-Im poddatam takze reakcji
sprzggania z dinukleotydami otrzymanymi przez dr Anais Depaix metoda syntezy na
fazie statej, w celu otrzymania odpowiednich trinukleotydowych analogow NAD.
Reakcje sprzegania z NMN-Im, ktore prowadzily do otrzymania trinukleotydow,
przeprowadzitam w podobnych warunkach jak dla dinukleotydow. Reakcje te przebiegaty
jednak znacznie wolniej (catkowita konwersja zachodzita w 2-3 dni). Kolejny zwigzek,
Npp-5’S-A, zsyntetyzowalam w analogicznej reakcji sprz¢gania NMN-Im
z 5’-monofosforanem 5°-tio-5’-deoksyadenozyny, otrzymanym w wyniku reakcji
tiofosforanu trietyloamoniowego z 5’-deoksy-5’-jodoadenozyna’® (Rys. 19). Wydajnosci
syntez zebratam w tabeli ponizej (Tabela 3). Analizy spektroskopowe i MS-ESI dla

wszystkich analogow potwierdzity oczekiwang struktur¢ zwigzkéw 1 obecnos¢ formy
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utlenionej nikotynamidu (jak w NAD"), ze §ladowymi ilo$ciami formy zredukowane;j (tj.

jak w NADH; <5%).

Tabela 3. Wydajnosci syntezy i oczyszczania analogow NAD.

—
Symbol zwiagzku Wydajnos¢ [%]
a
NMP 32
a
NMN-IM 56
6b
NppsA D1
8b
NppsA D2
b
Npp-5’S-A 8
b
NppApG 32
3b
NppApsG D1
8b
NppApsG D2
33b
NppAmpG
5b
NppAmpsG D1
5b
NppAmpsG D2

 wydajno$¢ po oczyszczaniu metodg chromatografii jonowymiennej
b wydajnos$¢ po oczyszczaniu metodg HPLC
Wykorzystujac opisang Sciezke syntezy otrzymalam 6 zwigzkéw. Trzy z nich

(zawierajace w  swoje] strukturze atom siarki) wystgpowaty w  formie
P-diastereoizomerow i zostaly rozdzielone na kolumnie RP-HPLC. Dzigki temu mogty
one zosta¢ poddane badaniom biologicznym w formie diastereomerycznie czyste;j.
W dalszej czesci rozprawy diastereomery te beda one oznaczane jako D1 oraz D2,
odpowiednio do kolejnosci ich elucji z kolumny RP-HPLC (szczegdély w czesci
eksperymentalnej). Konfiguracje absolutne dla izomeréw D1 i D2 nie zostaty przypisane,
ale uzyskane widma *'P NMR i 'H NMR potwierdzily, ze zostaly one rozdzielone metoda

RP HPLC (czystos¢ > 90%).
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Rys. 19. A. Schemat syntezy wybranych analogéw NAD. B. Pozostate analogi NAD syntezowane
we wspolpracy z dr Anais Depaix.

5.2.2. BADANIA BIOLOGICZNE OTRZYMANYCH ANALOGOW NAD

Po otrzymaniu nowych analogéw NAD, przeprowadzono prébg wbudowania ich na
koncu 5° RNA. Badania te zostaly przeprowadzone przez Ewe Grudzien — Nogalska
z Rutgers University, natomiast interpretacji wynikéw dokonatam samodzielnie. Reakcje
transkrypcji in vitro (IVT) przeprowadzono z udziatem polimerazy T7 RNA na matrycy
DNA zawierajace] odpowiednig sekwencje¢ promotorowa. Wbudowywanie (inaczej
kaping) wspomnianych zwigzkoéw przebiegto z min. 60% wydajnoscig. Wyjatek stanowit
zwigzek Npp-5’S-A w przypadku ktérego wydajnos¢ wbudowywania (z ang. Capping
efficiency) byla nizsza, co oznacza, ze analog ten jest stabiej rozpoznawany przez
polimeraze T7 oraz niemodyfikowany trinukleotyd (NppApG), ktory zostat wbudowany
z prawie 100% wydajnoscig. Co ciekawe, trinukleotydowe analogi NAD
charakteryzowaly sie znacznie wyzsza wydajnoscig kapingu niz dinukleotydy® oraz
opisane literaturowo NAD-RNA otrzymane na drodze syntezy chemicznej'® (Rys. 20).
Oznacza to, ze uzycie trinukleotydowych analogow NAD-kapu moze by¢ skuteczng
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metoda otrzymywania homogennego NAD-RNA, co jest niezwykle istotne w przypadku

eksperymentdéw biochemicznych.
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Rys. 20. Wydajno$¢ wbudowywania analogow NAD w procesie transkrypcji in vitro
przedstawiona na 20% zelu poliakrylamidowym.

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie podatnosci otrzymanych analogéw NAD
na dzialanie dwoch pirofosfataz z rodziny NUDIX (NudC z E.coli 1 mysi Nudt12) oraz
mysiej fosfodiesterazy DXO. Badania te zostaly wykonane przez dr Anais Depaix.
Rekombinowane bialka inkubowano z RNA znakowanym 3?P, a powstate produkty
rozdzielano za pomocg chromatografii zelowej w celu oceny ilo$ci pozostatego NAD-
kapowanego RNA. Jako kontrolg reakcji hydrolizy uzyto niemodyfikowanego, NAD-
kapowanego RNA.

dinukleotydowe analogi NAD
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Rys. 21. Wyniki odpornosci poszczegélnych dinukleotydowych i trinukleotydowych analogdéw
NAD na enzym DXO przedstawiona na 20% zelu poliakrylamidowym.

Wyniki eksperymentu przedstawiono na Rys. 21. Na zelu z reakcji kontrolnej
(przeprowadzonej na RNA zawierajgcym niemodyfikowana reszte NAD, NppApG) wraz
z uptywem czasu pojawia si¢ dodatkowy prazek, ktoéry odpowiada produktowi degradacji
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NAD-RNA przez DXO, 5’-monofosforanowi RNA. Przy wyzszych st¢zeniach (50 nM)
prazek od 5’ monofosforanu zanika za$ pojawiaja si¢ kolejne co $wiadczy o dalszej
degradacji 5° — 3> RNA przez DXO (DXO posiada réwniez aktywnosc
5’-egzonukleolityczng). Zgodnie z oczekiwaniami, RNA zawierajace na koncu 5° NAD
modyfikowany tiofosforanem (NppsA D1 i D2) réwniez byly hydrolizowane przez
enzym DXO, jednak co ciekawe, nie zaobserwowano powstawania 5’ monofosforanu
RNA, co sugeruje wolniejsza kinetyke deNADdingu 1 wzglednie szybki rozpad produktu
deNADingu wynikajacy z aktywnos$ci egzonukleazy. Analog posiadajacy atom siarki
w pozycji 57 (Npp-5’S-A) rowniez byl podatny na dzialanie DXO i wykazywat
wlasciwosci zblizone do naturalnego NAD-RNA pomimo zauwazalnej niejednorodnosci
RNA w punkcie czasowym 0. W przypadku trinukleotydow niemodyfikowany
NADpG-RNA byl réwnie tatwo degradowany przez DXO, jak NAD-RNA. RNA
z wbudowanymi analogami D1 i D2 NppApsG wykazywalo znacznie mniejsza podatno$¢
na dziatanie DXO. Czg¢éciowa degradacja zachodzila dopiero przy wysokim stezeniu
enzymu (50 nM). Efekt ten byt szczeg6lnie widoczny dla diastereoizomeru D2. Zblizona
sytuacja miata miejsce w przypadku 2’-O-metylowanego analogu NppAmpG, ktory byt
wyraznie mniej podatny na degradacje, jednak proces ten zachodzil, przy wyzszych
stezeniach DXO. W kontekscie tych wynikow niezwykle ciekawy byt eksperyment
z analogiem NppsAmpG, ktory zawiera w sobie obie modyfikacje, zarowno grupe
2’-O-metylowa jak i siarke przy fosforanie a. Okazal si¢ on mniej podatny na dziatanie
DXO niz RNA z analogami majgcymi pojedyncze modyfikacje, odpowiednio NppAmpG
oraz NppSAspG (D1 1 D2). Oznacza to, ze transkrypty z wbudowanymi analogami NAD
byty najbardziej odporne na dziatanie DXO z prawie pomijalng degradacja (nawet przy
najwyzszym stezeniu DXO) dlatego tez mozna je okre$la¢ mianem ,,odpornych na
dziatanie DXO”.

Kolejnym krokiem byta ocena podatnosci analogow NAD na dziatanie enzymow
NudC 1 Nudtl2, ktore hydrolizuja wigzanie pirofosforanowe. W tym konteksScie
najciekawszych wynikéw spodziewalam si¢ w przypadku analogéw modyfikowanych
w obrebie mostka fosforanowego tj. NppsA (D1 i D2) oraz Npp-5’S-A. Eksperyment
wykonano analogicznie jak w przypadku DXO, wyznakowane izotopem P RNA
z wbudowanymi w procesie transkrypcji modyfikowanymi NAD byto inkubowane

z NudC (Rys. 22) lub Nudt12 (Rys. 23).
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Rys. 22. Podatno$¢ di- i tri- nukleotydowych analogow NAD wbudowanych do RNA na dziatanie
enzymu NudC. Schemat hydrolizy NAD-kapowanego RNA przez NudC przedstawiono po lewej
stronie.

Zgodnie z oczekiwaniami RNA z wbudowanym na koncu 5’-NAD (oraz jego
trinukleotydowym odpowiednikiem) byl catkowicie degradowany nawet przy
najnizszym badanym stezeniu enzymu (50 nM). Podobny wynik zaobserwowano dla
NppAmpG, ktory posiada modyfikacje poza mostkiem pirofosforanowym, co powoduje,
ze nie wptywa ona aktywnos¢ pirofosfatazy. Natomiast, wszystkie analogi modyfikowane
siarkag w pozycji a lub 5’-O byly odporne na NudC w st¢zeniach do 250 nM.
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Rys. 23. Podatno$¢ di- i tri- nukleotydowych analogbw NAD wbudowanych do RNA na
dziatanie enzymu Nudtl2. Schemat hydrolizy NAD-kapowanego RNA przez Nudtl2
przedstawiono po lewej stronie.

Mysi Nudtl2 wykazywat podobne preferencje substratowe jak NudC, tzn. RNA
zakonczone NAD, NppApG oraz NppAmpG byly podatne na degradacje, natomiast

pozostale badane analogi byty odporne na dziatanie pirofosfatazy.
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Podsumowujac, w celu stworzenia nowych narzgedzi do badania NAD-RNA
opracowalam metodg¢ syntezy aktywnej pochodnej mononukleotydu nikotynamidowego
(NMP-Im) co umozliwito syntezg 8 nowych analogow NAD (3 zwiazki zsyntezowatam
1 oczyScitam samodzielnie, pozostate zostaly otrzymane we wspotpracy z dr Anais
Depaix). Analogi te zostaly nastepnie scharakteryzowane biochemicznie. Badania
wykazaty, ze analogi te moga by¢ inkorporowane do RNA w reakcji transkrypcji in vitro,
a otrzymywanie NAD-RNA charakteryzujg si¢ zmniejszong podatnoscig na degradacje
enzymatyczng. Trinukleotydowe analogi NAD wbudowywaly si¢ ze znacznie wyzszg
wydajnoscig niz naturalne NAD, co sprawia, ze sa one szczegdlnie przydatne do
otrzymywania NAD-kapowanego RNA o wysokiej homogenno$ci. Badania odpornosci
RNA z réznymi NAD-kapami na dzialanie enzymoéw degradujacych pozwolity
zidentyfikowa¢ zwigzki o réznorodnych wiasciwosciach. Wsérod o$miu nowych
chemicznie zmodyfikowanych analogow NAD zidentyfikowano zwigzki, ktore nadawaty
RNA odpornos¢ na aktywnos¢ pirofosfataz (NudC/Nudt12), ale zachowywaly podatnos¢
na aktywno$¢ fosfodiesterazy DXO (NppsA), zwiazki, ktére byly podatne na
pirofosfatazy, ale nadawaty zmniejszong podatnos¢ na DXO (NppAmpG) oraz zwiazki,
ktore nadawaly zmniejszong (w ré6znym stopniu) podatno$¢ na oba rodzaje enzymow
(D11 D2 NppsA, D1 1 D2 NppsAmpG). Wyniki te pozwalajg sadzi¢, ze grupa
otrzymanych zwiazkéw stanowi zestaw narzgdzi chemicznych szczegolnie przydatnych
w Dbadaniach biochemicznych nad udzialem réznych enzyméw degradujacych
NAD-RNA. Inne potencjalne zastosowania zsyntetyzowanych analogow obejmujg
badania nad biologicznymi funkcjami NAD-RNA 1 identyfikacje bialek efektorowych,
ktoére rozpoznaja 5’-koniec NAD-RNA. Opracowane przeze mnie metody syntezy
analogéw NAD i analogéw PAPS (o czym ponizej) wykorzystatam takze do chemicznej
syntezy analogu FAD fosforylowanego w pozycji 3’ (FADP). Zwigzek ten zostat
wykorzystany w badaniach krystalograficznych z enzymem DXO!°!,

5.3. OTRZYMYWANIE ANALOGOW PAPS ORAZ ICH EWALUACJA

Drugim kofaktorem, na ktorym skupitam swoja uwage w trakcie badan doktorskich,
byta czasteczka PAPS. Oba zwigzki naleza do grupy kofaktoréw adeninowych a ich
strukturalne podobienstwo sprawito, ze do§wiadczenie zdobywane w procesie syntezy
analogow NAD i FAD, mogtam wykorzysta¢ do syntezy analogdw PAPS i vice versa.
Dodatkowo, zarowno w przypadku enzymow rozpoznajacych NAD jak i1 sulfotransferaz,

potrzebne sg narzgdzia oparte na strukturze naturalnych kofaktoréw. Zainteresowanie

55



jakim cieszy si¢ w ostatnich latach czasteczka NAD przyczynito si¢ do powstania wielu
nowych metod wykorzystujacych zjawiska fizyczne, ktére majg na celu pomoéc
w zrozumieniu roli NAD-RNA. Jednakze, w przypadku sulfotransferaz, wcigz brakuje
narzedzi 1 metod, ktére umozliwig lepsze poznanie tej niezwykle waznej grupy enzymow.
W ramach badan doktorskich postanowitam podja¢ probe rozwigzania tego problemu.
Swoje rozwazania, w kontekscie postawionego celu, rozpoczelam od zadania sobie
pytania: gdzie mozliwe jest wprowadzenie modyfikacji w obrgbie struktury PAPS
w konteks$cie syntezy oraz na co wplyng te modyfikacje (Rys. 24). W wyniku tej analizy
zarysowatl si¢ naturalny podzial zaprojektowanych zwigzkow na analogii funkcjonalne

(substraty) oraz inhibitory.

Rys. 24. Mozliwe miejsca modyfikacji struktury PAPS.

Pierwsza grupe czyli (potencjalne) analogi funkcjonalne stanowia przede wszystkim
zwiazki posiadajagce ugrupowanie siarczanowe oraz modyfikacje w miejscach
niebiorgcych udziatu w procesie katalitycznym. Miejsca te moga stanowi¢ przestrzen do
wprowadzania znacznikow, ich funkcjonalizacj¢ linkerami z ugrupowaniem alkinowym
(co pozwala w kolejnym etapie przylaczy¢ znacznik metoda addycji azydkowo-
alkilowej) lub wprowadzenie atomow takich jak fluor (wykorzystanie tych analogéw do
badania innymi technikami np. '°F NMR). Interesujaca w tym kontekscie jest szczegdlnie
pozycja 2’ rybozy oraz C2, C8 i N6 zasady azotowej (Rys. 25; zielona ramka). Kolejng
grupe¢ stanowig analogi, w ktérych ugrupowanie siarczanowe zostato zastgpione innym
ugrupowaniem o takim samym (lub zblizonym) tadunku oraz objetosci np. fosforanem
lub fluorofosforanem, co ma na celu zwigkszenie stabilno$ci otrzymanych analogéw nie
zmniejszajac (lub potencjalnie poprawiajac) powinowactwo tych ligandow do biatka
(Rys. 25; zo6ita ramka). Ostatnig grupe stanowig zwiazki, ktore sg strukturalnymi
odpowiednikami naturalnego inhibitora sulfotransferaz (PAP) lub posiadaja modyfikacje
hamujace aktywnos¢ ST jednoczesnie zachowujac wysokie powinowactwo (Rys. 25;

czerwona ramka).
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Rys. 25. Umowny podziat zaprojektowanych zwiazkéw ze wzgledu na ich potencjalne

wlasciwosci wzgledem sulfotransferaz. Jagniejszym kolorem zaznaczytam zwigzki, ktorych nie
udato sig¢ otrzymaé, pomimo wielokrotnych prob syntezy.

5.3.1. SYNTEZA ANALOGOW PAPS

W pierwsze] kolejnosci przedstawie syntez¢ analogéw PAPS posiadajacych
niezmodyfikowang reszt¢ siarczanowg, poniewaz zwigzki te otrzymywatam na drodze
zblizonych $ciezek syntezy. Do grupy tych zwigzkoéw naleza fluorowane analogi PAPS
(posiadajace grupe fluorowa lub trifluorometylowa w pozycjach C2 oraz C8 adeniny)
oraz zwiazki posiadajace roznej dtugosci linkery w pozycji C8 oraz N6 adeniny.

Fluorowane analogi PAPS otrzymywatam, gtoéwnie z mys$la o ich potencjalnym
zastosowaniu w spektroskopii ’F NMR. W tym celu otrzymatam trzy fluorowane analogi
PAPS: jeden z podstawnikiem fluorowym w pozycji C2 adeniny, oraz dwa z grupa

trifluorometylowej w pozycji C2 lub C8. Zalozeniem wprowadzenia tych modyfikacji
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bylo poréwnanie wiasciwosci zwigzkéw podstawionych jednym lub trzema (w formie
grupy trifluorometylowej) atomami fluoru. Spodziewatam si¢, ze fluorowany substrat,
PAPS, oraz produkt, PAP, beda wykazywaly inne przesuni¢cia chemiczne w widmie
NMR oraz, ze obecno$¢ trzech rownowaznych atomow fluoru powinna zwigkszy¢
czuto$é i jako$é sygnatu '°F NMR. Istniato jednak ryzyko, ze przestrzennie bardzie;
wymagajaca grupa trifluorometylowa bedzie stanowi¢ zawadg przestrzenng lub wptywac
na konformacj¢ czasteczki PAPS, co moze skutkowa¢ odrzuceniem zmodyfikowanego
zwiazku jako kofaktora przez enzymy z grupy ST. Poczatkowy plan modyfikacji
obejmowat rowniez otrzymanie dwoch analogow PAPS, z podstawnikiem 8-fluorowym
na adeninie (8-F-PAPS) oraz fluorem w pozycji 2’ rybozy (2’-F-PAPS) (Rys. 26).
Jednakze w trakcie syntezy okazalo si¢, ze 8-fluoroadenozyna jest bardzo podatna na
depurynacje¢, co uniemozliwilo przeprowadzenie syntezy za$ 2°-F-PAPS ulegal
rozpadowi podczas oczyszczania metoda chromatografii jonowymiennej. Miejsca
i sposoby modyfikacji wybratam analizujac mozliwo$ci syntetyczne oraz struktury
krystalograficzne modelowych sulfotransferaz uzywajac programu Chimera (struktury
pozyskane z bazy PDB: AtSOT18 w kompleksie z PAP; symbol: SMEK oraz SULT1A3
w kompleksie z dopaming i PAP; symbol: 2A3R). Z moich obserwacji wynikato, ze
pozycje C2 oraz C8 adeniny nie s3 bezposrednio zaangazowana w oddzialywania
w kieszeni wigzacej PAPS i dodatkowo wokot tych atomoéw wegla nie ma duzego
zatloczenia reszt aminokwasowych, co potencjalnie umozliwia wprowadzenie
niewielkich objetosciowo grup funkcyjnych, nie zaburzajacy przy tym oddzialywania
biatko — kofaktor.

(? OH ‘ OH O OH
"0-P=0 "0-P=0 "‘0-P=0
o o o
2-F-PAPS 2-CFy-PAPS 8-CF5-PAPS
NH, NH,
N N N\ﬁ
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I | O~ I ! O~
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Rys. 26. Struktury zaprojektowanych analogéw PAPS do badania "F NMR
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Synteza zaprojektowanych powyzej zwigzkow obejmuje dwa kluczowe etapy.
Pierwszym jest wprowadzenie modyfikacji w obrgbie adeniny oraz selektywne
otrzymanie czasteczki PAPS. W literaturze opisano wiele $ciezek syntezy PAPS
metodami enzymatycznymi, jednakze, taka droga syntezy jest bardzo ograniczona ze
wzgledu na skal¢ oraz wysoki koszt. Z tego wzgledu jedynym wyborem byto
opracowanie metody syntezy chemicznej. Jest to podejscie trudne i niesie ze sobg kilka
istotnych problemow do rozwigzania:

e Selektywne wprowadzenie w obrebie adenozyny (lub jej analogu)
3’-fosforanu lub jego prekursora — 2°’,3’- cyklofosforanu. Wynika to z faktu, ze
rozdzielenie izomerow 2’ 1 3’ fosforanu jest niezwykle trudne, a wrecz niemozliwe za
pomoca wiekszosci metod.

* Wprowadzenie grupy fosforanowej (lub jej pochodnej) w pozycje 5° bez
naruszenia 3’-fosforanu/cyklicznego fosforanu w pozycji 2°,3’, co skutkowatoby
otrzymaniem mieszaniny izomerow 2’1 3’.

Fluorowane nukleozydy pozyskatam ze zrodet handlowych (2-fluoroadenozyna) lub
dzieki uprzejmosci dr Mikotaja Chrominskiego, ktory otrzymat je wedtug opracowanej

przez siebie procedury!'%> 103

. Synteze¢ rozpocze¢tam od przeprowadzenia fosforylacji
metodg Yoshikawy z pewnymi modyfikacjami®. Odpowiedni nukleozyd zawieszatam
w (MeO);PO (osiagajac stezenie ok. 190 mM) a nastgpnie dodawatam odczynnik
fosforylujacy, POCl;s (3 ekwiw.). Utworzony addukt rozpuszczalnika z POCls, ze wzgledu
na duzg zawade steryczng, ulega w pierwszej kolejnosci atakowi nukleofilowemu grupy
hydroksylowej w pozycji 5 adenozyny. Reakcja jest na tym etapie prowadzona w 0 °C,
aby zapewni¢ selektywnos$¢ procesu. Poniewaz w trakcie postgpu reakcji fosforylacji
powstaje HCI, powodujac zakwaszenie srodowiska reakcji, bardziej wrazliwe zwiazki
moga w tych warunkach ulega¢ depurynacji. Dlatego tez w przypadku analogow
z ugrupowaniem trifluorometylowym konieczne bylo prowadzenie reakcji w obecnos$ci
2,6-lutydyny. Po stwierdzeniu catkowitej konwersji nukleozydu w odpowiedni
5’-dichlorofosforan nukleozydu (okoto 1 h) dodawalam kolejng porcj¢ odczynnika
fosforylujacego POCI; (6 ekwiw.) 1 pozostawiatam reakcje na okoto 20 h w temperaturze
pokojowej. Zwigkszenie temperatury prowadzitlo do przebiegu reakcji fosforylacji
réwniez w pozycjach mniej preferowanych, trudniej dostgpnych dla adduktu
POCIl3-(OMe)3PO, czyli 2°-O- oraz 3’- O nukleozydu, a potencjalnie, réwniez do reakcji
ubocznych polegajacych na nastgpczym podstawieniu grupy fosforylowej halogenem.

Nastepnie difosforylowany produkt posredni wytrgcatam zimnym eterem dietylowym
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w celu pozbycia si¢ nadmiaru odczynnika fosforylujacego. Powstaly biaty osad
odwirowywatam, a nast¢pnie ponownie rozpuszczatam w fosforanie trimetylu (do
stezenia ~100 mM). Na tym etapie produkt wystepuje w formie 5’-dichlorofosforanu
3’-dichlorofosforanu adenozyny (oraz jego izomeru 2’; Rys. 27). Rozpuszczony osad
poddatam reakcji substytucji heterocyklicznym nukleofilem, imidazolem, a produkt tej
reakcji hydrolizie. Aktywacja nukleotydu jest konieczna aby zwigkszy¢ elektrofilowos¢
terminalnego atomu fosforu a tym samym umozliwi¢ p6zniejsze sprzeganie nukleotydu
z odpowiednim analogiem siarczanu. Powstaly w ten sposob P—imidazolid
5’-monofosforanu 2’°,3’-cyklofosfoadenozyny ulega rozktadowi w formie statej, dlatego

izolowatam go w postaci roztworu DMF.
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Rys. 27. Schemat syntezy fluorowanych analogéw PAPS.

Powstale P—imidazolidy oczyszczalam metoda chromatografii jonowymiennej na
ztozu DEAE Sephadex. Oczyszczone zwigzki, w formie soli trietyloamonowej w postaci
zamrozonego roztworu wodnego, przechowywatam w temp. -20°C, aby unikna¢
rozkladu, ktory wystepowat podczas proby wyizolowania ich w postaci statej. W celu
uzycia w nastgpnym etapie reakcji roztwory P-imidazolidow odparowywalam pod
zmniejszonym ci$nieniem w obecnosci DMF (ok. 1-2 ml), az do uzyskania stezonego
roztworu DMF. Fluorowane P—imidazolidy nukleotydéw w roztworze DMF (54,5 mM)
poddawalam reakcji sprzegania z siarczanem tributyloamoniowym (4 ekwiw.)
w obecnosci jonow Mg?* (8 ekwiw.). Dodatek jonéw metali jest w tej reakcji konieczny
aby zneutralizowa¢ tadunki ujemne na fosforanie i siarczanie, a tym samym zwigkszy¢
rozpuszczalnos¢ tych zwigzkéw w rozpuszczalniku aprotycznym i dzieki odpowiedniej
koordynacji umozliwi¢ ich zblizenie niezb¢dne do przebiegu reakcji. Tak otrzymane
fluorowane analogi PAPS oczyszczalam z uzyciem ztoza DEAE-Sephadex. Wydajnos¢
na tym etapie wynosila okoto 42-73%. Nastepnie zwigzki oczyszczalam metoda
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RP HPLC (wydajnos¢ etapu: 27-52%). Poniewaz zwiazki wcigz pozostawaly w formie
cyklicznego fosforanu konieczna byta jego selektywna hydroliza (pozadanym produktem
jest 5’-fosfosiarczan 3’-fosforanu adenozyny a nie jego izomer 2°). Jest to mozliwe
jedynie na drodze enzymatycznej z uzyciem RNAzy T2, ktéra hydrolizuje wigzanie
fosfodiestrowe. %2 Proces ten przebiegat z wydajnoscia ~90%. Struktury otrzymanych
zwigzkow potwierdzitam metoda HR-MS, '"H NMR (Rys. 28), *'P NMR (Rys. 29.A) oraz
F NMR(Rys. 29.B).
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Rys. 28. Widmo 'H NMR zwigzku 8CF;-cPAPS; A. Widmo przedstawione w pelnym zakresie;
B. Sygnaly dla '"H w pozycji 2' oraz 3' przed rozcinaniem enzymatycznym (8CFs-cPAPS); C.
Sygnaty dla 'H w pozycji 2' oraz 3' po rozcinaniu enzymatycznym (8CF3-PAPS). Obserwowany
jest zanik sprzezeh z jadrem *'P dla protonu 2° w wyniku hydrolizy enzymatycznej, skutkujgcy
uproszczeniem struktury subtelnej odpowiedniego multipletu (5,78>5,50 ppm), co potwierdza
oczekiwany przebieg reakcji.
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Rys. 29. A. Widmo *'P NMR zwigzku 8CF3-cPAPS; B. Widmo '"F NMR zwiazku 8CF3-cPAPS.
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Podobne  $ciezki  syntezy zastosowalam do otrzymania analogow

modyfikowanych w obrebie zasady innymi podstawnikami (Rys. 30).
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Rys. 30. Struktury analogéw PAPS modyfikowanych w obrebie adeniny.

Pierwszym etapem bylo otrzymanie odpowiednio zmodyfikowanych
nukleozydow (Rys. 31.). Synteza polegala na wprowadzeniu znacznika w reakcji
podstawienia z uzyciem 2- lub 6- chloropurynorybozydéw zawieszonych w H>O (lub

DMSO) oraz odpowiedniego linkera.
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Rys. 31. Schemat syntezy rybonukleozydéw podstawionych wybranymi linkerami.

Tak otrzymane zwigzki nast¢pnie poddawano reakcji fosforylacji, sprzegania oraz
rozcinania enzymatycznego analogicznie jak w przypadku fluorowanych analogow
PAPS, co doprowadzito do izolacji oczekiwanych zwigzkow z dobrymi lub $rednimi

wydajnos$ciami (szczegdty w czesci eksperymentalnej).

5.3.2. SYNTEZA ANALOGOW PAPS — ANALOGI UGRUPOWANIA FOSFOSIARCZANOWEGO

Zastapienie ugrupowania siarczanowego mialo na celu potencjalne stworzenie
zarowno analogéw funkcjonalnych, ktore nie wplywatyby na aktywnos¢ sulfotransferazy
zas w wyniku zajScia reakcji enzymatycznej nastgpowatoby przeniesienie grupy
izosterycznej z analogu PAPS na substrat, jak 1 inhibitoréw sulfotransferaz. Analogii te
mialy w zatozeniu m.in. ulatwi¢ badania przebiegu reakcji sulfurylacji, umozliwié¢
lokalizacje komdrkowa a takze badanie szlakéw metabolicznych w ktorych biorg udziat

ST. Modyfikacje obejmowaly wprowadzenie grupy fluorofosforanowej (mozliwos¢
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wykorzystania techniki '’F NMR), fosforanowej (ten sam tadunek oraz objeto$¢),
C-fosfonianowej czy fosforan propargilu (umozliwienie znakowania). Wsréd
zaprojektowanych zwiazkow znalazt si¢ tez jeden zwigzek, PAPCH>P bedacy
potencjalnym inhibitorem ST. W jego strukturze grupa siarczanowa zastgpiona zostata
metylenobisfosfonianem w celu zwigkszenia odpornosci tego analogu na hydrolize

enzymatyczng. Zsyntezowane zwigzki nalezace do tej grupy sa przedstawione sg na Rys.
32 32.
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Rys. 32. Struktury zaprojektowanych analogow PAPS z modyfikacjami w miejscu przylaczenia
grupy siarczanowej.

Synteza przebiegala analogicznie do funkcjonalnych analogow PAPS z pewnymi
modyfikacjami. W pierwszym etapie przeprowadzatam fosforylacj¢ adenozyny
zakonczong hydroliza w warunkach zasadowych (w obecnos$ci imidazolu). Nastepnym
etapem bylo sprzeganie otrzymanego P-imidazolidu w rozpuszczalniku aprotycznym

w obecnosci ZnCl> z odpowiednig podjednostky fosforanowa (Rys. 33).

3- PAP o
(+ 2-PAP) AMP cPAP po 1h
20001 — CcPAP po 20h
-
< cPAP-Im — CPAP-Im
£ 1500+ CPAPP — CPAPP
E A
c
E) 1000+ : N
a L
< 5004
-
O ] 1
0 5 10
Czas/min

Rys. 33. Przyktadowe profile HPLC z reakcji fosforylacji zakonczonej imidazolem oraz
sprzeganiem w celu otrzymania cPAPP.
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Po etapie oczyszczania otrzymane analogi w postaci soli amonowych poddawatam
hydrolizie enzymatycznej z uzyciem RNAzy T2, za$§ produkty koncowe oczyszczalam na

handlowo dostepnych filtrach Amicon (Rys. 34).
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Rys. 34. Schemat etapu sprzegania P-imidazolidu z odpowiednig podjednostka fosforanowg.

Wyjatek, w kontekscie syntezy stanowil zwigzek PAPCH,P, ktory otrzymywatam
fosforylujac 2°,3’-cyklofosfoadenozyn¢ z udziatem CH2(POCL).. Wykazuje on wigksza
reaktywno$¢ niz standardowo uzywany przeze ze mnie POCI3 co wynika z faktu, ze grupa

104

CH: zwigksza elektrofilowos¢ atomu fosforu™™. Reakcja prowadzona byta w fosforanie

trimetylu 1 zostala zakonczona zgodnie z opisywana przeze mnie wyzej procedura (Rys.

35).
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Rys. 35. Schemat syntezy niehydrolizowalnego analogu PAPS.

5.3.3. SYNTEZA ANALOGOW PAP 1 PAPS — MODYFIKACJE ZASADY AZOTOWEJ

Gléwnym celem, wprowadzenia modyfikacji na adeninie byla pdzniejsza
funkcjonalizacja otrzymanych analogdw poprzez dodanie znacznika fluorescencyjnego.
Takie zwigzki moglyby postuzy¢ m.in. do badania lokalizacji komorkowej, aktywnos$ci
oraz jako ztoza powinowactwa do wychwytu i oczyszczania sulfotransferaz. W zatozeniu

analogii te mialy wykazywa¢ wysokie powinowactwo do sulfotransferaz bez ulegania
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przeksztalceniom enzymatycznym (wtasciwosci inhibitorowe). Dlatego tez zastosowane
w tym konteks$cie modyfikacje obejmowaly wprowadzenie fosforanu w miejsce grupy
siarczanowej (analogi PAPS) lub calkowite jej pomini¢cie (analogi PAP, naturalnego
inhibitora sulfotransferaz). Dodatkowo, wprowadzone zostaty linkery o réznej dlugosci
w trzy wybrane pozycje adenozyny: C2, C8 oraz N6. Zaprojektowane i zsyntezowane
analogii zostaly przedstawione na Rys. 36. Jeden z zaprojektowanych zwiazkow,

C2-PEG-cPAPP, nie ulegat hydrolizie enzymatycznej z udziatem RNAzy T2.
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Rys. 36. Struktury analogéw PAPS modyfikowanych na zasadzie azotowe;.

Sciezki syntezy tych zwiazkow przebiegaty analogicznie do przedstawionych na
Rys. 35. Jako substratow uzywatam samodzielnie zsyntezowanych nukleozydow
podstawionych wybranym linkerem (propargiloaming, azydoetano-1-aming lub 8-azydo-

3,6-dioksaoktanoaming) na zasadzie azotowe;.
5.3.4. SYNTEZA ANALOGOW PAP

Gléwnym celem otrzymania analogow PAP bylo stworzenie potencjalnych
inhibitorow sulfotransferaz, ktéore pozwola zrozumie¢ procesy komorkowe w jakie
zaangazowane sg sulfotransferazy a takze samg natur¢ oddzialywan jakie wystepuja
w kieszeni wigzace] kofaktor. Zaprojektowatam grupe zwigzkéw posiadajacych
modyfikacje na rybozie, czyli 2’F-PAP, PsAPs oraz 2-O-pent PsAPs. Plan obejmowat
réwniez syntezg 2-O-pent PAP jednakze proby syntezy zakonczyly si¢ niepowodzeniem.
Druga grupa zwigzkoéw, modyfikowanych na =zasadzie azotowej, obejmowala
wprowadzenie linkera w pozycje C2 (C2-PEG-PAP) oraz zamian¢ zasady azotowej na
inng tj. guanozyne, cytozyne¢ czy uracyl (ostatniego zwigzku nie udalo si¢ otrzymac).

Struktury zaprojektowanych analogéw PAP zostaty przedstawione na Rys. 37.
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Rys. 37. Struktury zaprojektowanych analogow PAP. Zwigzkow zaznaczonych jasniejszym
kolorem nie udato si¢ uzyska¢ mimo podejmowanych préb syntezy.

Sciezke syntezy zwigzkoéw 2°-F-PAP, C2-PEG-PAP, PCP i PGP przedstawitam na
Rys. 39. Synteze rozpoczg¢tam wychodzac z handlowo dostepnych (2°-FA, C, G) lub
zsyntezowanych samodzielnie (C2-PEG-A) nukleozydow. W pierwszym etapie
nukleozydy poddatam reakcji fosforylacji POCls (3 ekwiw.) w fosforanie trimetylu,
w temp. 0°C. Po okoto 1 h dodawatam kolejng porcje POCIl; (6 ekwiw.) i pozostawiatam
mieszaning w tazni lodowej gdzie powoli ogrzewala si¢ do temperatury pokojowej. Po
24 h wytracitam produkt w zimnym eterze dietylowym. W przypadku zwigzku 2’-F-PAP
wytragcony osad rozpuscitam w wodzie 1 doprowadzitam do pH 7 za pomoca
NaHCOs (Rys. 38).
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Rys. 38. Chromatogramy z przebiegunreakcji fosforylacji adenozyny zakonczone wodg oraz w
obecnosci nukleofilowej zasady.
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Poniewaz podczas prob oczyszczania zwigzku metoda chromatografii
jonowymiennej produkt ulegal degradacji, etap ten zostal pominigty, za§ zwigzek
oczyscitam metodg RP-HPLC. W przypadku zwigzkow PCP oraz PGP konieczna byta
optymalizacja ostatniego etapu syntezy. Po etapie wytrgcania produktu fosforylacji
w zimnym eterze dietylowym konieczne okazalo si¢ uzycie zasady, ktora bedzie w reakcji
petié¢ role nukleofila co umozliwi cyklizacje fosforanu w pozycji 2°, 3° (w celu
uniknigcia izolacji mieszaniny izomerow 2°/3’). Majac na uwadze niestabilno$¢
imidazolowych pochodnych w niskim pH postanowitam w pierwszej kolejnosci
wykorzysta¢ w tym celu stosowany juz imidazol, a nastgpnie podda¢ otrzymany
P-imidazolid hydrolizie w $rodowisku kwasnym. Jak si¢ okazato, reakcja hydrolizy
P-imidazolidu biegla réwnolegle z hydrolizg 2°,3’-cyklofosforanu do niepozadane;j
mieszaniny 2°/3’-fosforanow. Dlatego tez potrzebne bylo znalezienie innej zasady, ktéra
sprzyjataby cyklizacji w pozycji 2°/3” podobnie jak imidazol, ale ulegataby hydrolizie juz
w pH Dbliskim obojetnego. Przetestowatam takie aminy jak trietyloaming,
diizopropyloaming, 3-amino-1,2,4-triazol i 1,2,4-triazol. Dwie pierwsze zasady nie
powodowaly cyklizacji (prawdopodobnie ze wzgledu na brak wlasciwosci
nukleofilowych), w przeciwienstwie do 3-amino-1,2,4-triazolu i 1,2,4-triazolu. Gtownym
celem optymalizacji byto wybranie odczynnika, ktéry umozliwi hydrolize wszystkich
wigzan P — N. Warunek ten zostal spetniony przez 1,2,4- triazol, ktory umozliwit
otrzymanie produktu koncowego, 5’-fosforanu 2’,3’-cyklofosforanu adenozyny

(wydajnosc: 20%) (Rys. 39.B.).

67



NH, NH,

< <N ‘ SN
4 [e) 4
/) 1.(OMe);PO o N P
HO 2.POCl; 0°C o E» o o N
3.NaHCO; pH 7 O
OH F o F
0=pP-0'
&
NH
B R: 2
N SN
R 9 R 9 R </ ‘ = O~~~ N3
MO0 romeppo_ [OTHTOT|_of pocoe  CI=H-07) o N N 0
2.POCI5 0°C cl cl
OH OH OH OH O OH C2-PEG-PAP
I
O:E7CI + izomer 2' o
cl
N
B ] ¢ NH
1.1,2,4-triazol N">NFS\H
2.(OMe);PO \ 2
PGP
NH,
N O SN

=\ I
N-P-0 R 9Q Q

N~/ 0 H,0 -o—%—o o R RNAzaT2 -o—;‘%—o o) R ‘N/&O
S T e A S e B S |

Ny
P 0.0 o OH
2 o ; PCP
o0 N o 0=p-0-
N, &

Rys. 39. Schemat syntezy analogéw PAP; A. 2'-F-PAP; B. C2-PEG-PAP, PGP oraz PCP.

Syntez¢ 2-O-pent-PsAPs rozpocz¢tam od przytaczenia 5-chloro-1-pentynu
w pozycje 2’ adenozyny. W tym celu adenozyng, suszong pod proznig, rozpuszczono
w DMF (50 mM) w 50°C. Reakcje¢ schtodzono do temperatury 0°C i dodano NaH
(4 ekwiw.). Na tym etapie widoczne bylo wydzielanie H2. Po 1 h dodano TBAI oraz
5-chloropent-1-yn. Po 5 dniach, gdy stwierdzilam catkowita konwersj¢ substratu,
mieszaning oczyszczalam metodg chromatografii kolumnowej (12% MeOH w DCM)

i wytracitam w etanolu!% (Rys. 40).
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Rys. 40. Schemat syntezy 2’-O-pent-A.

Tak otrzymang 2’-O-(1-pent-4-ynylo)adenozyne lub adenozyne¢ (w przypadku
syntezy PsAPs) poddatam reakcji z H-fosfonianem difenylu w celu wprowadzenia grupy
H-fosfonianowej w pozycje¢ 5’-O oraz 3’-O. Reakcje t¢ prowadzitam w atmosferze gazu

obojetnego. Mieszaning poreakcyjng traktowatam roztworem 0,6 M w celu usunigcia
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podstawnika fenylowego. Oczyszczony produkt poddatam reakcji utleniania siarkg

elementarng w obecnosci bis(trimetylosylil)acetamid (BSA)!%(Rys. 41).
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Rys. 41. Schemat syntezy PsAPs oraz 2-O-pent-PsAPs.

Ostatnim etapem syntezy bylo oczyszczanie, kolejno metodg chromatografii
jonowymiennej oraz RP-HPLC, co pozwolilo na wydzielenie pozadanego produktu

z wydajnoscia 32-40%.

5.4. BADANIE WELASCIWOSCI ANALOGOW PAP 1 PAPS

Po etapie projektowania i syntezy, ktory zaowocowal 19 nowymi analogami PAP
i PAPS, przystapitam do badania ich wlasciwosci wzgledem ST. Biorac pod uwage liczbe
otrzymanych zwigzkow, poszukiwalam metod, ktére pozwolityby w sposob szybki
1 precyzyjny wyznaczy¢ (i) powinowactwo, (ii) potencjalne wlasciwosci substratowe lub
(i1) potencjal inhibitorowy tych zwiazkow wzgledem modelowych sulfotransferaz, co
datoby informacje na temat wpltywu poszczegdlnych modyfikacji na aktywnos¢
zwiazkow 1 umozliwilo porownanie wybranych analogéw miedzy soba.

Moja uwage zwrocit fakt, ze dotychczas w literaturze nie zostata opisana metoda,
ktora spetnialaby te kryteria. Dostgpne metody wymagaja wprowadzenia izotopow, sa
kosztowne 1 nie pozwalaja wyznaczy¢ poszukiwanych przeze mnie parametrow w sposob
bezposredni. Co wiecej brakuje metod, ktore beda uniwersalne dla wszystkich ST.
Analizujgc dostgpne techniki postanowitam podja¢ probe rozwigzania nakreslonego
powyzej problemu opracowujac w pierwszej kolejnosci metode HPLC. Dostgpnos¢
1 precyzyjnos¢ tej metody spowodowaly, ze wydata si¢ ona odpowiednia do oceny
wlasciwosci substratowych otrzymanych zwigzkéw. Jednakze, metoda HPLC posiada
szereg istotnych ograniczen takich jak niska przepustowos¢, konieczno$¢ optymalizacji
warunkéw analizy wzgledem kazdego substratu, dlugi czas trwania pomiardw czy
wysoka konsumpcja analitow. Tym samym wcigz nie zostaje rozwigzany problem
uniwersalnosci metody. W tym kontek$cie moja uwage zwrocity metoda termoforezy

mikroskalowej, ktora moze postluzy¢ do oceny powinowactwa zwigzkow do
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sulfotransferaz oraz '°’F NMR jako metoda oceny aktywno$ci. W ponizszym rozdziale

przedstawi¢ wyniki badan prowadzonych z uzyciem wspomnianych technik.

5.4.1. BADANIE WEASCIWOSCI SUBSTRATOWYCH I INHIBITOROWYCH ZA POMOCA HPLC.

W przypadku metody HPLC kluczowe jest w pierwszej kolejnosci okreslenie
dlugosci fali najbardziej optymalnej do monitorowania przebiegu reakcji oraz
optymalizacji rozdzialu substratow i produktéw na kolumnie chromatograficzne;.
W przypadku sulfotransferaz sg dwie mozliwe $ciezki analizy tj. obserwowanie kofaktora
(ktory z biegiem reakcji przeksztalca si¢ w odpowiedni analog PAP; dlugos¢ fali 254 nm)
lub substratu (ulega reakcji sulfurylacji; dlugo$¢ fali odpowiednia dla wybranego
substratu). W konteks$cie uniwersalnos$ci metody intuicyjny wydaje si¢ wybor analizy
kofaktora jednakze dlugo$¢ fali 254 nm absorbowana jest rowniez przez inne sktadniki
reakcji w wyniku czego na chromatogramie widocznych jest wiele sygnatow. Utrudnia to
poprawne przypisanie sygnatow do zwigzkow 1 wymusza kazdorazowe uzycie metody
MS-ESI w celu identyfikacji sygnatéw. Aby rozwigzaé ten problem analiz¢ prowadzitam
dla dwoch dtugosci fal 254 nm, w celu obserwowania PAPS i produktu reakcji, PAP, oraz
)68

229 nm lub 280 nm odpowiednio dla desulfosinigriny (oraz sinigriny)” i dopaminy (oraz

dwoch izomerdw siarczanu dopaminy)'?’.

W celu optymalizacji metody przetestowalam rdzne uklady chromatograficzne
w tym bufory na bazie octanu amonu oraz fosforanow, a takze kolumny HPLC ze ztozem
C18 modyfikowanym grupami funkcyjnymi takimi jak TMS (trimetylsilil) czy oktadecyl.
Najlepszy rozdziat (najwigksze roznice w czasach retencji substratu 1 produktu)
uzyskatam w buforze 0,1 M KH; PO+/K>HPO4, pH 6, na kolumnie ze ztozem
C18 oktadecyl (Supelcosil LC-18T). Taki uktad stosowalam w dalszych badaniach. Po
optymalizacji metody, zoptymalizowalam warunki reakcji tak aby stopien
przereagowania dla niemodyfikowanego PAPS wynosit 30 lub 70% (Rys. 42). Miato to
umozliwi¢ identyfikacje sygnaldow pochodzacych od poszczegdlnych reagentow.
W przypadku gdyby reakcja zachodzita np. w 50% utrudnione byloby okreslenie, ktory
sygnat odpowiada wybranej czasteczce. Warunki, ktére pozwolily na spetienie tego
zalozenia wynosily 200 puM analogu PAPS, 100 pM substratu (odpowiednio

desulfosinigriny lub dopaminy), 100 nM enzymu oraz czas reakcji wynoszacy 1 h.
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Rys. 42. Analiza reakcji enzymatycznej metoda HPLC w buforze 0,1 M KH,PO4/K,HPO4, pH 6.
A. PAPS; B. desulfosinigrina; C. 200 uM PAPS, 100 uM desulfosinigriny, 100 nM AtSOT18, 1 h.

Po optymalizacji warunkéw przeprowadzitam reakcje z uzyciem analogow
bedacych potencjalnymi substratami ST. Byty to zwigzki C8-AE-PAPS, N6-PEG-PAPS
oraz trzy fluorowane analogi PAPS, 2-F-PAPS, 2-CF3;-PAPS i1 8-CF3-PAPS. Wynik
pomiaréw byt zaskakujacy gdyz dwa pierwsze analogi nie wykazywaty wiasciwosci
substratowych tj. nie obserwowalam postepu reakcji na chromatogramie (Rys. 43). Moze
to wynika¢ z faktu, ze zwigzki te wykazuja powinowactwo do kieszeni wigzacych biatek
jednakze wprowadzone na adeninie modyfikacje powoduja taka zmiane konformacji

w miejscu aktywnym biatka, ktoéra uniemozliwia zajscie reakcji.

— Oh
600+
<DE:: desulfosinigrina — 24h
E 400
(o}
S — A
(2]
2 2001 .
0 T T T .
0 5 10 15 20

Czas/min

Rys. 43. Chromatogramy przedstawiajace przebieg reakcji N6-PEG-PAPS z AtSOTI8
z dodatkiem desulfosinigriny w czasie 0 h i 24 h.
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Natomiast w przypadku fluorowanych analogéw PAPS obserwowalam
jednoznacznie powstawanie oczekiwanych produktow reakcji, odpowiednio sinigriny dla
AtSOT18 oraz siarczanu dopaminy dla SULT1A3. Wyniki te wskazuja, ze tylko bardzo
niewielkie modyfikacje w obrebie zasady azotowej nie powoduja utraty witasciwosci
substratowych przez analogi PAPS. W nastgpnym etapie badan przystapitam do
weryfikacji, czy zwiazki modyfikowane podstawnikami fluorowanymi moga zosta¢
uzyte jako alternatywne substraty w badaniach z uzyciem techniki F NMR,

w szczegolnosci do monitorowania aktywnosci sulfotransferaz w czasie rzeczywistym.

5.4.2. OPRACOWANIE METODY °F NMR

Posiadajac juz zestaw analogow PAPS modyfikowanych fluorem, czyli 2-F-PAPS,
2-CF3-PAPS oraz 8-CF3-PAPS, postanowitam zbada¢ ich wlasciwosci substratowe
wzgledem dwdch modelowych sulfotransferaz, AtSOT18 1 SULT1A3, czyli odpowiednio
roslinnej i ludzkiej sulfotransferazy cytozolowej. Postep reakcji niezaleznie badatam
metodami '"F NMR oraz RP-HPLC. W obu przypadkach badania wymagaty
przeprowadzenia wstepne] optymalizacji. Dla lepszego zrozumienia w pierwszej
kolejnosci przedstawi¢ wyniki badan otrzymane metoda RP HPLC, ktére pozwolity mi
wlasciwie interpretowaé¢ wyniki pomiaréw metoda 'F NMR. W pierwszej kolejnosci
rozpoczetam optymalizacje metody RP HPLC umozliwiajacej jednoczesng obserwacje
konsumpc;ji kofaktora (PAPS) i powstawania produktu (odpowiednio Rt = 2,6 min dla
PAPS lub Rt = 4,1 min dla PAP). Przeprowadzitam reakcje enzymatyczne z AtSOT18
oraz SULT1A3 1 ich specyficznymi substratami, odpowiednio desulfosinigring oraz
dopaming w optymalnych dla tych enzymoéw warunkach!%% 19,

Dla biatka AtSOT18 reakcja z 2-F-PAPS przebiegata w takim samym stopniu co
z niemodyfikowanym PAPS co sugeruje, ze wprowadzenie jednego atomu fluoru
w pozycje C2 nie zaburzylo znaczaco oddziatywania z kieszenig wigzaca biatka. Na
chromatogramie uzyskanym w wyniku analizy reakcji z 2-CF3-PAPS réwniez mozna
zaobserwowa¢ dwa sygnaly, desulfosinigring oraz sinigring, reakcja biegnie jednak
znacznie wolniej. W przypadku reakcji z 8-CF3-PAPS reakcja nie biegnie, gdyZ na
chromatogramie widnieje jedynie sygnal od desulfosinigriny, co potwierdzitam
analizujac reakcj¢ bez dodatku enzymu (Rys. 44). Podsumowujac wyniki dla AtSOT18
mozna stwierdzi¢, ze wprowadzenie modyfikacji w pozycje C2, zardwno jednego atomu
fluoru jak i wickszej objetosciowo grupy trifluorometylowej, nie spowodowato braku

oddziatywania tych analogéw z enzymem. W przypadku wprowadzenia wigkszego
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podstawnika trifluorometylowego, modyfikacja spowolnita kinetyke reakcji, co moze
wynika¢ z braku oddziatywania do kieszeni wigzacej biatka lub wlasciwosci
inhibitorowych tego analogu. Mozliwa jest réwniez hipoteza, ze wprowadzona
modyfikacja w pozycje C8 stanowi zawade¢ steryczng i uniemozliwia wigzanie si¢

desulfosinigriny w odpowiedzniej dla przebiegu reakcji konformacji.
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Rys. 44. Analiza reakcji sulfatacji desulfosinigriny katalizowanych przez AtSOT18 za pomoca
RP HPLC. Reakcje przeprowadzono w obecnosci: A. PAPS; C. 2-F-PAPS; D. 2-CF; -PAPS; E.
8-CF3 -PAPS; B 1 F. probki kontrolne bez AtSOT18 dla PAPS i1 8-CF3-PAPS pokazano w celu
ulatwienia interpretacji wynikow.

Analogiczne eksperymenty wykonatam dla SULT1A3. Dodatkowa trudnosé¢
w analizie tych reakcji sprawial fakt, Ze pasmo absorpcji nukleotydow pokrywa sie¢
zpasmem absorpcji dopaminy a tym samym analiza sygnaléw byta nieznacznie
utrudniona. Tak jak w przypadku AtSOT18, 2-F-PAPS wykazuje aktywno$¢ zblizong do
naturalnego kofaktora. Na chromatogramie uzyskanym w wyniku analizy reakcji
z 2-CF3-PAPS dla dlugosci fali 280 nm zaobserwowac mozna dwa sygnaty przypisane do
siarczanu dopaminy (siarczan dopaminy powstaje w reakcji w postaci dwoch izomerdéw

: 3-O-, powstajacy w znacznej przewadze, oraz 4-O-'1%) oraz brak widocznego sygnahu

pochodzacego od dopaminy (sygnal ten naktada si¢ z sygnatem 2-CF3-PAPS). Naktadanie
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sygnatlow mozna zaobserwowal rowniez analizujac chromatogram z reakcji
z 8-CF3-PAPS (siarczan dopaminy/ 8-CF3-PAP), widoczne jest jednak, ze reakcja
przebiega (Rys. 45). Analiza wynikow RP HPLC wykazuje, ze SULT1A3 rozpoznaje
wszystkie trzy fluorowane analogi PAPS, trudno jednak okresli¢ rdéznice pomigdzy
kinetyka tych procesow.
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254 nm
254 nm — 280nm ) — 280 nm
8001 — 280 nm 600+ dopamina . siarczan siarczan dopaminy
i dopaminy /8-CF3-PAP
dopamina siarczan H )
600+ “. /7 dopaminy B 10001 dopamina
=) NV - 400+ 5 i siarczan
< < < i|dopaminy
£ 400- E E '
%) ] %)
2 2 200 2 5004 8-CF5-PAPS
2001 | )
| 8-CFs-PAP
0 T T 1 0 T T 1 0 T T 1
0 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10 15
Czas/min Czas/min Czas/min
B PAPS, bez SULT1A3
' D 2-CF;-PAPS,z SULTIA3 e
254 1 3 dopamina 254 nm F 8-CF-PAPS, bez SULTIA3
1500+ — 280 nm [2-CF3-PAPS ~ — 280nm 254 nm
— 280 nm
2000+ .
dopamina . slarczan 1000
| n dopaminy
10004 4 ¢
<3( - 1500 =
£ E E dopamina
B = B
Ee) PAPS » 10004 7
2-CF3-PAPS o 500
< 5004 < 3 <
8-CF3-PAPS
5007 2-CF4-PAP
0 T T 1
0 T T 1 0 T T 1
0 5 1015 0 5 10 15 0 5 10 15
Czas/min Czas/min Czas/min

Rys. 45. Analiza reakcji sulfatacji dopaminy katalizowanych przez SULT1A3 za pomoca RP
HPLC. Reakcje przeprowadzono w obecnosci: A. PAPS; C. 2-F-PAPS; D. 2-CF; -PAPS; E.
8-CF3--PAPS; B i F. probki kontrolne bez SULT1A3 dla PAPS 1 8-CF3-PAPS pokazano w celu
ulatwienia interpretacji wynikow.

Nastepnie przeprowadzitam pomiary metoda '°F NMR w czasie rzeczywistym dla
analogicznych reakcji z enzymami AtSOT18 oraz SULT1A3. Dla kazdego z trzech
fluorowanych analogéw przygotowatam mieszaning reakcyjna, zawierajaca 200 uM
analogu kofaktora, 100 uM desulfosinigriny, 83 mM TRIS-HCI, pH 9, 9,2 mM MgCl.,
10% D20, dla AtSOT18 lub 200 uM analogu kofaktora, 100 uM dopaminy, 6,7 mM bufor
K>2HPO4, pH 7,4, 10% D-0, dla SULT1A3. W pierwszej kolejnosci rejestrowatam widmo
reakcji bez dodatku enzymu (czas 0) a nastgpnie dodawalam 100 nM biatka
iw rejestrowatam widma '"F NMR w odstepach czasowych wynoszacych 5 min.

Stabilnos$¢ analogéw PAPS w warunkach eksperymentu (analogiczne do czasu 0 reakcji)
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potwierdzitam rejestrujac widma '°F NMR badanej probki co 30 min przez 18 h (Rys.

46).
1 2
--2-F-PAPS --8-CF,-PAPS
10h A ) 1Sh 4 ) 19h4 — —
ey, e -
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Rys. 46. Monitorowanie stabilnosci analogéw 2-F-PAPS i 8-CF3;-PAPS z 1. AtSOTI18 i 2.
SULT1A3, w warunkach eksperymentu metodg 'F NMR. Warunki dla AtSOT18: 200 uM
analogu PAPS, 100 uM desulfosinigriny, 100 nM enzymu, 83 mM bufor TRIS, pH 9,0, 9,2 mM
MgCl , 10% D>O, 37 °C; dla SULT1A3 200 pM analogu PAPS, 100 uM dopaminy, 100 nM
enzymu, 6,7 mM K, HPOs , pH 6,5 (dla 2-F-PAPS) lub 7,4 (dla 8-CF3 -PAPS), 10% D> O w 37
°C. Produkt rozktadu 8-CF3 -PAPS w pH 9,0 (Jr -61,43) zidentyfikowano jako 8-CF; -adenineg.

Widmo °F NMR zarejestrowane dla reakcji z analogiem 2-F-PAPS sktfadato sie
z singletu o przesunigciu chemicznym 52,5 ppm, odpowiadajacemu 2-F-PAPS. Sygnat
ten stopniowo malat w obecnos$ci enzymu, podczas gdy pojawiat si¢ nowy, przesuniety
00,02 ppm (Rys. 46). Intensywnos$¢ zaobserwowanego singletu wzrastala wolniej
w obecnosci PAP, naturalnego inhibitora sulfotransferaz, natomiast nie byl on w ogole
obserwowany na widmie kontrolnym (bez enzymu), co sugeruje, ze odpowiada on
2--F--PAP, produktowi reakcji enzymatycznej (Rys. 48.D). Dla potwierdzenia
interpretacji obserwowanych wynikow reakcje enzymatyczng analizowatam metoda RP
HPLC, a tozsamos$¢ sktadnikdw mieszaniny reakcyjnej potwierdzitam metoda ESI-MS

(Rys. 47).
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Rys. 47. A. Widmo ""F NMR reakcji katalizowanej przez SULT1A3 w obecno$ci 2F-PAPS; B.
Analiza RP HPLC mieszaniny reakcyjnej odzyskanej po pomiarach '"F NMR. Przypisanie
sygnatéw widocznych na chromatogramie zostato potwierdzone metoda ESI-MS.

Obecnos¢ dwdch sygnatéw na widmie '°F NMR zaobserwowatam dla obu enzymow

modelowych, co bylo zgodne z wynikami otrzymani metoda RP HPLC, czyli ze
2-F-PAPS jest analogiem PAPS, rozpoznawanym przez ST (Rys. 46. A; Rys. 46. E).

A AtSOT18 B AtSOT18 c AtSOT18 D AtsOT18 +inhibitor (PAP)
S2+ P2 S3

Substrat 1 WWMJ\M-M Substrat 2 ”JLA“. Substrat 3 oM
@FPars) | N (2CFPAPS) _*WAJLH_M (8-CF,-PAPS) | REOY.Y|

Produkt 1 SIS,V N Produkt 2 J Produkt 3 MV%AJW e M
SN B Vol i e oo —

o N.WN«/\NW o N o MJLW, o wuwj\xww
0 -5240 -52.50 -68.80 _ -68.90  -6¢ 1.05 -61.15 -61.25 -52.35 -52.45 -52.55
f1 (ppm) 8¢ (ppm) ¢ (ppm) ¢ (ppm)
E SUL;11A3 F SULT1A3 G sumias H' SULT1A3 + inhibitor (PAP)
st sz?pz 53?3 S3 by
|
QO,AMA,W/WVWAW 00 L S — N A_)\‘ a \
Wwwm _— % | © .
m i S }J\ J
Substrat 1 M Substrat 2 i Substrat 3 AA.J)\\ L
(2-F-PAPS) MW (2-CF,-PAPS) 0 (8-CF;-PAPS) N J«J‘Lb
Produkt 1 WV«/\A/\/\WN Produkt 2 Produkt 3 M J‘L
(2-F-PAP) m (2-CF5-PAP) (8-CF,-PAP) \ ]
ol LN - D ) Y S I W
-52.40 -52.50 -52.60 8.78 -68.84 -68.90 -68.! 1.05 -61.15 -61.25 1.05 -61.15 -61.25
8¢ (ppm) S (ppm) ¢ (ppm) ¢ (ppm) )

Rys. 48. Zastosowanie fluorowanych analogow PAPS jako uniwersalnych substratow do
$ledzenia aktywnosci sulfotransferaz metoda '°F NMR. A. 2-F-PAPS z AtSOT18; B. 2-CF3-PAPS
z AtSOTI1S8; C. 8-CF3;-PAPS z AtSOTI18; D. 2-F-PAPS + PAP z AtSOTI1S; E. 2-F-PAPS
z SULT1A3; F. 2-CF;-PAPS z SULT1A3; G. 8-CF;-PAPS z SULT1A3; H. 2-F-PAPS + PAP
z SULT1A3. Warunki reakcji AtSOT18: 200 uM analogu PAPS, 200 uM desulfosinigriny, 100
nM enzymu w 83 mM TRIS, pH 9,0, zawierajagcym 9,2 mM MgCl, 1 10% D>O w 37 °C; Warunki
reakcji SULT1A3 - 200 uM analogu PAPS, 200 uM dopaminy, 100 nM enzymu w 6,7 mM
K,HPO,, pH 7,4, zawierajacym 10% D,O w 37 °C.

76



W przeciwienstwie do 2-F-PAPS, widmo '"F NMR 2-CF3;-PAPS w reakcji
z AtSOT18 lub SULTIA3 nie zmienialo si¢ w czasie, co moglto wskazywaé, ze
2--CF3--PAPS nie jest akceptowany jako kosubstrat przez enzym (co zaprzeczatoby
wynikom otrzymanym metodg HPLC) lub ze sygnaty 2-CF3-PAPS i 2-CF3-PAP naktadaja
sie w warunkach eksperymentu (co jest bardziej prawdopodobne). Widma '°F NMR
zostaty przedstawione na Rys. 48.B i F.

8-CF3-PAPS byl rozpoznawany w rézny sposéb przez wyzej wymienione dwa
enzymy. W przypadku AtSOT18 nie zaobserwowano powstawania produktu, 8-CF3-PAP,
natomiast w reakcji z SULT1A3 widoczne sa dwa sygnaly o intensywnosci zmieniajace;j
si¢ w czasie co potwierdza, ze 8-CF3-PAPS jest dobrym substratem dla SULT1A3 ale nie
dla AtSOT18 (Rys. 48.C 1 G). Jest to zgodne z wynikami otrzymanymi metodag RP HPLC.

Powyzsze badania wykazaty, ze wszystkie trzy zwigzki sg potencjalnymi
narzgdziami molekularnymi do badan nad sulfotransferazami jednakze kazdy z nich
posiada pewne ograniczenia. 2-F-PAPS stuzy jako substrat dla kazdego enzymu, a sygnat
fluorowanego substratu jest w kazdym przypadku dobrze oddzielony od sygnatu produktu
(2-F-PAP). Jednakze, struktura zawiera tylko jeden atom fluoru co powoduje, ze widma
uzyskane przy uzyciu 2-F-PAPS sa nizszej jakosci (stosunek sygnalu do szumu) niz
widma uzyskane przy uzyciu 2-CF3 -PAPS lub 8-CF3-PAPS w tym samym stezeniu.
2--CF3-PAPS jest substratem dla obu enzymoéw i1 daje widma dobrej jako$ci co pozwala
przypuszczaé, ze jest kandydatem na uniwersalny kofaktor sulfotransferaz. Niestety,
sygnaty '°F dla 2-CF3-PAPS i 2-CF3-PAP nakladaja sie w badanych warunkach, stad
monitorowanie postepu reakcji za pomoca spektroskopii '’F NMR jest w tych warunkach
niemozliwe. Wreszcie, 8-CF3-PAPS zapewnia widma dobrej jako$ci, oraz dobry rozdziat
sygnatow, ale zwigzek ten jest akceptowany jako substrat jedynie przez SULT1A3. Fakt
ten oznacza, ze moze on mie¢ ograniczone zastosowanie w poréwnaniu z pozostatymi
dwoma zwigzkami.

Jako, ze najbardziej obiecujacym analogiem kofaktora, z trzech zaprojektowanych
przeze mnie zwigzkow, okazat si¢ by¢ 2-CF3-PAPS postanowitam sprawdzi¢ czy istnieja
warunki, w ktorych rozdzial sygnatéw 2-CF3-PAPS i 2-CF3-PAP na widmie '°F NMR
bedzie mozliwy. Za brak rozdzialu, czyli przesunigcie chemiczne, sygnatow moze
odpowiada¢ stan uprotonowania wspomnianych czasteczek. W pH bliskim 7 PAPS
posiada jedng grupe jonizowalng (3’-fosforan), natomiast PAP dwie (3'-fosforan
1 5'--fosforan), z tego wzgledu wartos¢ pH moze mieé¢ znaczacy wplyw na wartos$ci

przesuni¢¢ chemicznych, ktore obserwujemy na widmach NMR. W zwigzku z tym
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zaprojektowatam eksperyment, ktéory pozwolit zbada¢ zalezno$¢ przesunigcia
chemicznego od pH roztworu. Wodne roztwory analogéw PAPS poddatam hydrolizie
w §rodowisku kwasnym, aby uzyska¢ mieszaning PAPS i PAP a nast¢pnie, po
rozcienczeniu odpowiednim buforem, doprowadzitam pH kazdej mieszaniny do 4. Tak
przygotowane roztwory stopniowo miareczkowatam wodnym roztworem NaOH do pH 9
(w krokach co ~0,5 jednostki pH). Dla kazdej wartosci pH zarejestrowatam widmo
F NMR. Wartoéci &F analogéw PAPS i odpowiadajacych im pochodnych PAP
przedstawitam w funkcji pH. Kazda para zwigzkow wykazywata unikalne zmiany or
zalezne od pH, przy czym para 2-F-PAPS/2-F-PAP byla najbardziej wrazliwa na zmiany
pH (Rys. 49).
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Rys. 49. Zalezno$¢ zmiany 0F od pH dla fluorowanych analogéw PAPS i odpowiednich analogéw
PAP. A) Widma "°F NMR z eksperymentéw miareczkowania mieszanin analogéw PAPS/PAP. B)

Krzywe miareczkowania uzyskane z podwojnych eksperymentéw. Punkty danych to $rednie +

odchylenia standardowe. Linie ciagle to krzywe teoretyczne dopasowane do punktow. !

Sygnaty dla pary 2-F-PAPS/2-F-PAP dobrze rozdzielaty si¢ przy wartosciach pH
w zakresie 4,0-6,0 (Adr ppm: 0,05-0,1) oraz migdzy 8,0 a 9,0 (Adr 0,05 ppm), natomiast
stabszy rozdziat obserwowatam w zakresie pH 6,5-7,5. Zwiazki 2-CF3-PAPS/2-CF3-PAP
byly najmniej wrazliwe na zmiang pH i charakteryzowaty si¢ najstabszym rozdzieleniem
sygnatow. Niemniej jednak, wystarczajaca separacje sygnaléw uzyskano w pH 4,0-5,5
(AdF 0,01-0,02 ppm), natomiast nieco gorsza separacje¢ zaobserwowano przy pH 8,5-9,0
(ASr ppm: 0,01). Z kolei sygnaty zwigzane 8-CF3-PAPS/8-CF3-PAP rozdzielaty si¢
podobnie dobrze w szerokim zakresie pH (6,0-9,0; Adr ppm: 0,01-0,03). Bioragc pod
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uwage role jaka maja spetnia¢ fluorowane analogi PAPS oraz wiedzac, ze wigkszo$¢
sulfotransferaz wykazuje aktywno$§¢ w warunkach obojetnych lub lekko zasadowych,
a wigzania fosfosiarczanowe w PAPS s3 podatne na hydroliz¢ kwasowa, wnioskuje, ze
2--F-PAPS jest jedynym, uniwersalnym narzedziem dla badanych ST. Jego odpowiednik
8-CF3-PAPS rowniez moze postuzy¢ do badania aktywnosci ST w czasie rzeczywistym
ale tylko dla wybranych enzyméw. Powyzszy eksperyment wyjasnit przyczyng braku
separacji sygnatu dla reakcji enzymatycznych prowadzonych w obecnosci 2-CF3-PAPS
w pH 7,4 (reakcja z SULT1A3). Tym, co jednak zwrécito mojg uwage w trakcie analizy
wynikow byta dobra separacja sygnatow 2-CF3-PAPS w pH 9,0 podczas gdy w trakcie
wlasciwego eksperymentu, z dodatkiem biatka AtSOTI1S8, tej separacji nie
obserwowalam. Przyczyna tego moze by¢ poszerzenie sygnatu pod wptywem obecnosci
biatka, ktore utrudnia rozdzielenie sygnatow.

Badania zaleznosci przesunigcia chemicznego od pH pokazaty, ze tylko dwa zwiazki
moga zosta¢ uzyte do badania aktywnosci ST w czasie rzeczywistym. Jednakze, dla
kazdego analogu PAPS mozna znalez¢ zakres pH, w ktorym dany zwigzek bedzie
uzytecznym narzedziem. W celu potwierdzenia tej tezy zaprojektowatam eksperyment
polegajacy na analizie reakcji enzymatycznej z udzialem 2-CF3-PAPS w punkcie
koncowym. Reakcja zatrzymywana byta dodatkiem acetonitrylu do stgzenia 50% (co
ustalono jako optymalny sposob na drodze optymalizacji, ktorej nie bedg tu szczegotowo
omawiac¢). Na Rys. 50 przedstawitam wynik eksperymentu z biatkiem AtSOT18 oraz
SULT1A3, z ktorych wynika, ze analog 2-CF3-PAPS jest rozpoznawany przez oba
enzymy (dwa sygnaly na widmie '°F NMR). Zostalo to potwierdzone wynikiem reakcji
kontrolnej (bez dodatku enzymu), gdzie zarejestrowane widma przedstawiaja tylko jeden
sygnat od 2-CF3;-PAPS. Okazato si¢, ze dodatek ACN do mieszaniny reakcyjnej
powodowat denaturacje biatka i w konsekwencji poprawial rowniez ksztatt sygnatow na

widmie NMR 1 ich separacje.
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6 (ppm) &¢(ppm)

Rys. 50. Widma °F NMR reakcji katalizowanych przez ST uzyskane w zoptymalizowanych
warunkach w punkcie czasowym 40 min z 2-CF3-PAPS.

Dzigki temu, mimo ze zwigzek 2-CF3-PAPS ma ograniczone zastosowanie do
monitorowania aktywnosci ST w czasie rzeczywistym, moze by¢ nadal przydatny
w roéznych eksperymentach, takich jak analizy punktow koncowych i testy przesiewowe
oparte na aktywnosci.

Aby wykaza¢ uzytecznos$¢ fluorowanych analogdw oraz opracowane] metody
F NMR wykonatam test przesiewowy aktywno$ci SULT1A3. Celem eksperymentu
bylo zbadanie potencjalnych wlasciwosci inhibitorowych wybranych zwigzkow
z biblioteki LOPAC®1280 (zwiazki wyselekcjonowatam na podstawie strukturalnego
podobienstwa do adenozyny lub dopaminy). Reakcj¢ prowadzitam na ptytce 96-dotkowe;j
w obecnosci 8-CF3-PAPS oraz sulfotransferazy SULT1A3. Reakcje kontrolne stanowity
probki bez inhibitora, bez enzymu oraz z dodatkiem naturalnego inhibitora ST (PAP).
Wszystkie reakcje zostaty zakonczone po 40 min poprzez dodatek ACN (1:1 v/v)(czas,
po ktorym reakcja bez dodatku inhibitora zachodzi w ok. 50%), przeniesione do
probéwek NMR, po czym zmierzono ich widma metoda '"F NMR. Wsréd 59
przebadanych zwigzkow zidentyfikowatam trzy potencjalne inhibitory SULT1A3:
6-hydroksydopamina, co jest potwierdzone literaturowo'!'?, 8-(p-sulfofenyl)teofilina oraz
CGS-15943. Ostatni z tych zwigzkéw nie byl wczesniej badany w kontekscie ST, ale

zostat zidentyfikowany jako antagonista receptora adenozynowego!!® (Rys. 51).

80



LU e s
LU M et
A A A

0 I e At
[ I T T p—
UMM
L ] e
U MU e

Rys. 51. Wyniki eksperymentu przesiewowego wybranych zwigzkow z biblioteki LOPAC®1280.
Zielonymi ramkami zostaty oznaczone reakcje kontrolne bez inhibitora; niebieskg ramka reakcje
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kontrolne bez enzymu, pomaranczowg ramkg reakcja z dodatkiem PAP jako inhibitora; czerwong
ramka oznaczono zwiazki ktore wykazywaly wilasciwosci inhibitorowe. Ich struktury
przedstawiono na rysunku.

Podsumowujac te cze$¢ moich badan, fluorowane analogi PAPS, 2-F-PAPS,
2-CF3 PAPS 1 8-CF3-PAPS zostaty przebadane w reakcjach katalizowanych przez ST.
Zwiazki te zostaly zsyntetyzowane z niezabezpieczonych nukleozydéw w prosty sposob,
ktory umozliwia rdwniez syntez¢ na duzg skale. Wlasciwosci substratowe zwigzkow
zostaty przebadane z dwoma modelowymi enzymami, AtSOT18 1 SULT1A3. Badania te
pokazaty, ze wszystkie trzy zwigzki sa obiecujagcymi narz¢dziami molekularnymi do
badania sulfotransferaz. Dwa z nich, 2-F-PAPS i 2-CF3-PAPS byly substratami dla obu
badanych ST, co oznacza, ze mogg mie¢ szerokie zastosowanie w przypadku badan nad
ST. Trzeci zwigzek, 8-CF3-PAPS byl akceptowany jako substrat jedynie przez ludzka
SULT1A3, co sugeruje, ze moze by¢ uzyteczny w bardziej ograniczonym zakresie
(Tabela 4).

Efektywnie zweryfikowatam rowniez mozliwo$¢ monitorowania reakcji

katalizowanych przez te grupe enzymow za pomoca spektroskopii '°F NMR (zaréwno
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w czasie rzeczywistym jak i punkcie koncowym reakcji). Przeprowadzone badania
wykazaty, ze fluorowane analogi PAPS s3g obiecujacymi narzedziami molekularnymi do
badania aktywnoéci sulfotransferaz za pomoca spektroskopii '’F NMR. Opracowana
metoda wykorzystujaca jadrowy rezonans magnetyczny jest roéwniez pierwsza
uniwersalng metodg do okres$lania aktywnosci enzymow z grupy ST, ktéra nie opiera si¢
na znakowaniu radioizotopowym. Metoda ta moze z powodzeniem znalez¢ zastosowanie
w roznych dziedzinach badan zwigzanych z ST, w tym w profilowaniu specyficznosci
substratowej ST, porownywaniu aktywnosci izoform ST, badaniu aktywnosci inhibitorow
terapeutycznie istotnych sulfotransferaz lub badaniu aktywnosci ST w ztozonych
mieszaninach biologicznych (np. lizatach komoérkowych lub homogenatach

tkankowych).
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Tabela 4. Podsumowanie i zalecane warunki eksperymentalne dla kazdego z fluorowanych analogow PAPS w reakcjach z udziatem AtSOT18 oraz SULT1A3.
Zalecany typ AtSOT18 SULT1A3
Zwiazek testu i zakres Typ Typ 5. PAPS®
pH®! Bufor Jr PAPS? (ppm) or PAP? (ppm) Bufor Jr PAP? (ppm)
eksperymentu eksperymentu (ppm)
Czas rzeczywisty, 83 mM Tris pH
il W czasie P W czasie 6,7 mM
(2-F-PAPS) Punkt koncowy, . 9,0,9,2 mM -52.47 -52.45 . -52.53 -52.50
rzeczywistym rzeczywistym K;HPO, , pH 6,5
pH 7,5-9,0 MgCl, 10% D,0O
Reakcja: 6,7 mM
Reakcja: 83 mM K;HPO,,pH 7,4
Tris, pH 8,5, 10% Odczyt: 1:1:1
D0 mieszanina
Punkt koncowy, Odczyt: buforu
(2-CF; -PAPS) Punkt koncowy . _ -68.76 -68.74 Punkt koncowy ) -68.77 -68.75
8,5-9,0 Mieszanina 1:1 reakcyjnego,
(v/v) buforu ACN i
reakcyjnego i 30 mM K;HPO,,
ACN pH 9,5, 10% D,O
(koncowe pH 8,5)
Czas rzeczywisty, . .
W czasie W czasie 6,7 MM K;HPOy,,
(8-CF3 -PAPS) Punkt koncowy, . -61.01 - . -61.18 -61.20
H 6590 rzeczywistym - rzeczywistym pH 7,4, 10% D,0
pH6,5-9,

danalog PAPS lub PAP
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5.5. EWALUACJA ANALOGOW PAP 1 PAPS METODA TERMOFOREZY

MIKROSKALOWEJ

W poprzednich rozdzialach staratam si¢ przedstawi¢ zardwno kluczowe znaczenie
sulfotransferaz i1 ich role w komorce jak rowniez deficyt narzedzi, ktére pomoglyby
w prowadzeniu badan nad tymi enzymami. Powyzej opisatam metode '°’F NMR, ktora
stanowi nowe, cenne narzedzie do badania m.in. aktywno$ci ST. Jednakze wyznaczenie
parametréw kinetycznych reakcji enzymatycznej ta metoda jest nie tyle niemozliwe co
trudne i1 czasochtonne. Co wigcej, dotychczas nie zostala opracowana metoda, ktora
pozwalataby w doktadny i szybki sposob bada¢ kinetyke reakcji z udzialem
sulfotransferaz  lub  okresla¢  powinowactwo maloczasteczkowych  ligandow
sulfotransferaz. W swoich badaniach doktorskich postanowitam podja¢ probe
rozwigzania tego problemu w pierwszej kolejnosci syntezujac obszernag grupe ligandow,
analogéw PAP i1 PAPS , a nastgpnie opracowujac metod¢ wyznaczania statej dysocjacji
kompleksu biatko—ligand przy uzyciu techniki termoforezy mikroskalowej. Wyniki tych

badan przedstawiam w ponizszym rozdziale.

5.4.3. BADANIA BIOFIZYCZNE Z WYKORZYSTANIEM METODY TERMOFOREZY

MIKROSKALOWE]

Jak wspomniano w czesci literaturowej dotyczacej metodyki (rozdziat 4.2.2.), MST
to stosunkowo niedawno opracowana metoda biofizyczna, pozwalajaca wyznaczy¢ stalg
dysocjacji bialko-ligand na podstawie zmiany migracji czasteczek wyznakowanych
fluorescencyjnie w gradiencie temperaturowym. Postanowitam zweryfikowaé, czy
metoda MST umozliwia badanie ligandéw dla sulfotransferaz, co wymagato opracowania
odpowiednich reagentow i optymalizacji warunkéw pomiarowych. Poniewaz modelowg
sulfotransferaz¢ roslinng AtSOT18 cechuje wysoka stabilno$¢, opracowanie metody
MST rozpoczetam wlasnie od tego enzymu. Waznym elementem w konteks$cie
planowania eksperymentu MST jest wybor czasteczki znakowanej. Do wyznaczenia Kp
jedna z badanych molekul musi wystgpowaé w statym stezeniu 1 by¢ wyznakowana
fluorescencyjnie. W przypadku znakowania liganda, konieczne jest wprowadzenie
odpowiednich grup, ktore umozliwig reakcje typu klik (np. ang. Copper(I)-catalyzed
Azide-Alkyne Cycloaddition) lub bezposrednie wprowadzenie chromoforu do struktury.
Podejscie to niesie ze soba ryzyko zaburzenia oddziatywac biatko-ligand (duzy

objetosciowo znacznik ze wzgledow sterycznych moze utrudnia¢ wigzanie do miejsca
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aktywnego enzymu), a takze uniemozliwi¢ badanie wplywu matych modyfikacji
w strukturze liganda na jego powinowactwo do biatka. Dodatkowo czg$¢ otrzymanych
przeze mnie analogow PAP i PAPS nie posiadata w swojej strukturze grup funkcyjnych
umozliwiajacych znakowanie a jedynie subtelne zmiany, ktore niosty ze sobg niezwykle
wazne informacje. Z tego wzgledu w opracowanej przeze mnie metodzie czasteczka
znakowang fluorescencyjnie byla badana sulfotransferaza. Znakowanie biatka, ktore
polega na silnym koordynacyjnym wigzaniu znacznika do ogona sze$ciu histydyn
w obecnosci jonow Ni?*, przeprowadzitam zgodnie z procedura rekomendowang przez
producenta (Nanotemper). Znacznik RED-tris-NTA Dye (nr kat. MO-L008) rozpuscitam
w buforze 1-PBS-T (0,05%) a nastepnie przygotowatam 100 pl roztworu o stezeniu 100
nM. Analogicznie przygotowalam 100 pl AtSOTI18 o stezeniu 200 nM. Roztwory
zmieszatam ze sobg i pozostawitam w temperaturze pokojowej przez 30 min a nastepnie
zwirowatam. Tak wyznakowane biatko jest gotowe do przeprowadzenia eksperymentow.
Stabilnos¢ biatka potwierdzatam kazdorazowo metoda DSF tuz przed znakowaniem.
Ocena stabilno$ci biatka po znakowaniu byta niemozliwa ze wzgledu na niskie stezenie
biatka (ponizej limitu detekcji metody).

Kolejnym krokiem byla optymalizacja warunkow eksperymentu. Wstepne
eksperymenty przeprowadzitam w buforze PBS-T (ktory jest czesto rekomendowany do
tego typu eksperymentow), bez dodatku soli z niemodyfikowanym PAP, begdacym
znanym inhibitorem ST. Krzywa bgdgca wynikiem tego eksperymentu miata dwa punkty
przegiecia co moze sugerowa¢ obecno$¢ dwoch miejsc aktywnych, dimeryzacje biatka
w danym pH lub inne niespecyficzne odziatywania. Sulfotransferazy wystepuja w formie
homodimeréw co oznacza, ze skladajg si¢ z dwoch identycznych podjednostek. Kazda
z nich posiada miejsce wigzania substratu i1 kofaktora, dlatego tez odpowiednim modelem
do analizy interakcji jest model 1:1, gdzie jedna czasteczka ligandu oddziatuje z jedna
podjednostka enzymu, a wigzanie jest niezalezne i1 jednakowe dla wszystkich miejsc
wigzania''* ', Krzywa wigzania wzrasta wykladniczo do momentu osiggniecia stanu
rownowagi (plateau). Obserwowane przegi¢cie krzywej jest wigc sygnatem, ze w danych
warunkach dostgpne jest rowniez drugie miejsce wigzania. Z tego wzgledu podjgtam
probe znalezienia takich warunkow eksperymentu w ktérych enzym bedzie wigzat tylko
jedna czasteczke liganda. Przeprowadzitam eksperymenty w kilku innych buforach, przy
roznych wartosciach pH 1 sily jonowej. Na tym etapie warto zwroci¢ uwage, ze
znakowanie biatka prowadzone jest w buforze PBS-T (pH 7.4,), bufor ten stanowi wigc
50% probki uzytej do pomiarow. Dlatego tez w przypadku eksperymentéw
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prowadzonych w pH innym niz 7,4 konieczna byta wymiana buforu po znakowaniu

biatka w celu uzyskania zamierzonych warunkéw eksperymentu (Rys. 52).
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Rys. 52. Optymalizacja warunkow MST dla biatka AtSOT18 w réznych pH. A. bufor 50 mM
HEPES, pH 6,5, 100 mM KCl, 0,05% Tween-20, warunki wybrane do dalszych eksperymentow;
B. 50 mM HEPES, pH 7,5, 100mM KClI, 0,05% Tween-20; C. 50 mM HEPES, pH 8,0, 100mM
KCI, 0,05% Tween-20; D. 50 mM HEPES, pH 8,5, 100mM KCI, 0,05% Tween-20; E. 50 mM
HEPES, pH 9,0, 100 mM KClI, 0,05% Tween-20.

Najwyzszg stabilnos$¢ biatko AtSOT18 wykazywato w buforze 50 mM HEPES, pH
6,5, 100 mM KCl, 0,05% Tween-20 co potwierdzitam wyznaczajac tzw. temperature
przej$cia (inflection temperature, T;) bialka za pomoca skaningowej fluorymetrii
réznicowe] (DSF). Metoda ta wykorzystuje wlasciwosci spektroskopowe tryptofanow
obecnych w biatku, ktore w zaleznos$ci od otoczenia majg rézne maksimum emisji tj.
w otoczeniu hydrofobowym, charakterystycznym dla biatka zwinigetego, maksimum
emisji tryptofanu wynosi 330 nm, natomiast w otoczeniu hydrofilowym (biatko
zdenaturowane) wynosi 350 nm. W stanie rdwnowagi termodynamicznej biatko znajduje
si¢ w rownowadze migdzy formg rozwini¢tg oraz zwinigtg. Parametr, ktory pozwala
okresli¢ ta rownowage jest nazwany temperaturg topnienia (lub migknigcia) 1 jest to

temperatura, w ktorej w stanie rownowagi biatko w 50% jest w formie natywnej oraz
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w 50% w formie zdenaturowanej. Zastosowana przeze mnie metoda DSF pozwala na
wyznaczenie temperatury przejscia, ktora jest niemal tozsama z temperaturg topnienia,
jednakze ze wzgledu na to, Ze warunki pomiaru nie s3 rownowagowe, czas potrzebny do
wykonania analizy t3 metoda jest nieporownywalnie krotszy. Na Rys. 53 przedstawione

sg wybrane wyniki otrzymane metodg DSF.
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Rys. 53. Zestawienie wynikoéw stabilnosci biatka AtSOT18 w wybranych buforach wyznaczona
metoda DSF; A. Wykres zaleznosci pierwszej pochodnej stosunku 350/330 nm od temperatury.
B. Wykres stupkowy przedstawiajacy wartosci T; w wybranych buforach.

Co ciekawe, pomiary prowadzone ta metoda w obecnosci liganda (Rys. 54) wykazaty, ze

wiazanie liganda stabilizuje biatko.
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Rys. 54. Zestawienie wynikow stabilnos$ci biatka AtSOT18 z wybranymi ligandami wyznaczona
metoda DSF; A. Wykres zaleznosci pierwszej pochodnej stosunku 350/330 nm od temperatury.
B. Wykres stupkowy przedstawiajacy wartosci Ti w wybranych buforach.
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Nastepnie przeprowadzitam wstepne eksperymenty majace na celu oceng
powinowactwa AtSOT18 do ligandow modelowych, PAP i PAPS. W tym celu dla
kazdego zwigzku wykonatam 3 niezalezne pomiary, stosujac seri¢ 16 rozcienczen
kazdego z ligandéw®>. Wartoéé statej Kp wyznaczona dla kompleksu z PAP wynosi
19 + 3 uM, co jest pordwnywalne z wartosci stalej inhibicji uzyskana dla tego enzymu
metoda miareczkowania dwuwymiarowego (K1 = 3,0 uM)*®. Co ciekawe, dodatek
substratu, desulfosinigriny (warunki: 50 mM HEPES, pH 6,5, 100 mM KCI, 0,05%
Tween-20, 10 mM desulfosinigriny, 1 mM PAP), spowodowat ponad 30—krotne obnizenie
Kp (0,5 = 0,12 uM; Tabela 5). Moze to oznaczaé, ze po zwigzaniu substratu, kieszen
wigzaca kofaktor zmienia konformacje i staje si¢ bardziej dostepna. W przypadku PAPS
wyznaczytam warto§¢ Kp w warunkach bez dodatku substratu i wynosita ona 13 =2 uM
(dane literaturowe: 4,2 + 2,6y M), Pomiary z dodatkiem substratu skutkowalyby
zaj$ciem reakcji enzymatycznej wigc w tym wypadku byly niemozliwe.

Tabela 5. Wyznaczone wartosci Kp dla kompleksow wybranych ligandow z biatkiem AtSOT18
oraz dodatkiem desulfosinigriny (10 mM)

Ligand Ko [#M] N
PAP 0,5+0,12 4
PAPP 2,4+0,9 3
PAPPF 2348 8
PAPPCCH 110+6 1
N6-PEG-PPAP | 24+9 1
2°-O-pen-PsAPs | 29+13 2
C8-AE-PAPP | 50+40 1

Poniewaz otrzymane wyniki sg zblizone do wartosci statych raportowanych
w literaturze (dla AtSOTI18 Kp pars=4,2 UM Ki par=3,0 uM wyznaczone metodg
miareczkowania dwuwymiarowego®%; poréwnywalnie dla hSULT1C4 Kp paps = 4,8 UM,
Kp par=2,8 UM wyznaczone metoda wewnetrznej fluorescencji'!®) uznatam, ze metoda
moze zosta¢ uzyta do wyznaczenia stalej dysocjacji z pozostalymi, nowymi analogami
PAP i PAPS. Dodatkowo PAP wykorzystatam jako zwigzek kontrolny do weryfikacji
powtarzalnosci metody MST w zoptymalizowanych przeze mnie warunkach (kontrolny

pomiar z PAP byl wykonywany kazdorazowo przed serig nowych pomiarow). W Tabela
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6 przedstawitlam wartosci Kp wyznaczone dla wszystkich ligandow z AtSOT18, ktore

szczegblowo omawiam ponize;j.

Tabela 6. Wyznaczone Kp dla ligandow z biatkiem AtSOT18.

Lp Ligand Kb [uM] n Lp Ligand Ko [uM] n

1 PAP 1943 3 16 | N6-prop-PAPP 8,5+1,5 2
2 PAPS 132 3 17 | N6-AE-PAPP 8,4+1,6 2
3 AMP 19001300 2 18 | N6-PEG-PAPP 22+9 4
4 ADP 10004500 3 19 | N6-PEG-PAPS 93+10 2
5 ATP 68+13 3 20 | C8-AE-PAPP 16+2 3
6 CPAP 13090 1 21 | CB8-AE-PAPS 20+6 2
7 PAPP 1242 3 22 | C2-PEG-CPAPP | 21040 2
8 CPAPP 12042 1 23 | C2-PEG-PAP 170430 1
9 PCP* 3100 3 24 2-F-PAPS* 43 3
10 PGP* 6700 3 25 | 2-CFs-PAPS* 390 3
1 PAPPP 7,8+1,2 3 26 | 8-CFs-PAPS* 130 3
12 PAPPF 46+2 2 27 2’-F-PAP 1743 3
13 PAPCH,P 2804140 2 28 | 2°-O-pen-PsAPs 38+10 3
14 | PAPPCCH 9040 2 29 PsAPs 21+8 2
15 PAPPprop 180+60 2

*pomiary wykonane przez studenta, Ryszarda Kobiere

Pytaniem, na ktore chciatam odpowiedzie¢ poprzez badanie stabilnosci kompleksow
z enzymami z grupy sulfotransferaz, byto sprawdzenie jaki wktad do powinowactwa do
sulfotransferaz majg poszczegdlne elementy struktury PAPS. Porownanie powinowactwa
PAPS oraz PAP sugerowato, ze sama grupa siarczanowa, ma niewielki wklad

w stabilizacje kompleksu.

Jednym ciekawych zagadnien, ktore chciatam wyjasni¢ byla rola grupy fosforanowe;j
w pozycji 3’. Grupa ta nie bierze bezposredniego udziatu w reakcji enzymatycznej, nie
ma wiec bezposredniego znaczenia dla funkcji biologicznej PAPS, jednak jest ona obecna

dokladnie w tej pozycji w strukturze kofaktora u wszystkich organizméw
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eukariotycznych. Wprowadzenie grupy fosforanowej w pozycje 3’ wymaga dodatkowego
wydatku energetycznego na szlaku biosyntezy w postaci czasteczki ATP, jest wigc
ciekawe, jaka jest rola tego ugrupowania. Wczesniejsze badania kinetyczne, sugerowaty,
ze obecno$¢ tej grupy moze odgrywaé wazng role w rozpoznaniu molekularnym przez
ST, gdyz warto$ci Km wyznaczone dla SULTIA1 i zwigzkow PAP, 5’-fosforanu
2’3’--cyklofosfoadenozyny (cPAP), 5°,2’-difosforanu adenozyny (2’-PAP) oraz AMP
wynosity odpowiednio 0,4 pM; 2,3 uM; 67 uM oraz 4300 uM?>°. Aby zmierzyé wplyw
grupy 3’-fosforanowej na stabilizacje kompleksu z modelowa sulfotransferaza
zaprojektowatam seri¢ analogobw PAPS i APS, ktore posiadaty rézng liczbe grup
fosforanowych w pozycjach 5’1 3’ (AMP, ADP, ATP, cPAP oraz PAPP) i poréwnatam ich
powinowactwo z powinowactwem PAPS 1 PAP. Wyniki przedstawilam na Rys. 55
1 Tabela 6 pokazuja, ze AMP ma ponad 100- krotnie nizsze powinowactwo do biatka
AtSOT18 niz PAP. Powinowactwo to zwigkszato si¢ nieznacznie wraz z obecnoscia
dodatkowych fosforanow w pozycji 5° (ADP oraz ATP, powinowactwo wigksze
odpowiednio ok. 2 - 1 3,5 -razy). Co ciekawe, pochodna ADP z dodatkowa grupa
fosforanowa w pozycji 3°, PAPP, ma bardzo zblizone powinowactwo do PAPS i PAP.
Sugeruje to, ze w miejscu wigzania grupy siarczanowej nie tworza si¢ kontakty
stabilizujace kompleks z kofaktorem, a sulfotransferaza nie ma zdolnosci do
»,fozrozniania”  na  poziomie  molekularnym  reszty = 5’-fosfosiaczanowe;j
1 5’--difosforanowej. Biorac pod uwage, ze w komorce wystepuje do$¢ wysokie stezenie
ADP (ok. 0.5 mM)!"7, ktory mogiby kompetycyjnie hamowaé aktywno$é komoérkowych
ST, wydaje si¢, ze grupa fosforanowa w pozycji 3’ jest niezbedna w strukturze kofaktora
z grupa 5’-fosfosiarczanowa, aby obnizy¢ jego Kp do poziomu, przy ktérym kompetycja
z ADP nie bedzie miala zbyt wielkiego wplywu na aktywno$¢ enzymatyczng. Uzyskane
wyniki wskazujg rdwniez, ze potencjalnie mozliwe jest zastgpienie reszty siarczanowej
w strukturze PAPS innymi resztami, ktéore moglyby nadawa¢ nowe wlasciwosci
funkcjonalne, co zainspirowato mnie do syntezy serii zwigzkéw opisanej w dalszej czesci
tego rozdzialu. Réznica w powinowactwie pomi¢dzy ADP i PAPP pozwolita mi na
oszacowanie energii stabilizacji wnoszonej do kompleksu przez 3’-fosforan, ktora

wyniosta 2,60 kcal/mol, co odpowiada energii pojedynczego wigzania wodorowego!'®.

Kolejnym waznym analizowanym przeze mnie zagadnieniem byla rola reszty
adeninowej 1 specyficzno$¢ sulfotransferaz wzgledem adeniny. Niektére kofaktory

adeninowe, np. NAD bywaja aktywne w pewnych uktadach biologicznych réwniez po
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zastgpieniu adeniny innymi zasadami azotowymi, co znajduje zastosowanie
w projektowaniu ciekawych narzedzi molekularnych i uktadéw biortogonalnych!!® 120,
Wiadomo, ze reszta adeniny zaangazowana jest w oddzialywania warstwowe
z aminokwasami w kieszeni wigzacej sulfotransferaz i stabilizuje PAPS w kompleksie
przed etapem przeniesienia grupy siarczanowej. Postanowilam zweryfikowaé jak
zamiana adeniny na inng zasad¢ azotowa np. guaning, cytozyne czy uracyl wplynie na
oddziatywanie z enzymem. W tym celu zastosowalam guaninowe i cytozynowe analogi
PAP, 5°3’-difosfoguanozyn¢ (PGP) oraz 5’3’-difosfocytydyne (PCP; w przypadku
5’3’--difosfourydyny proba syntezy zakonczyla si¢ niepowodzeniem). Nastepnie
wyznaczytam warto$ci Kp dla komplekséw tych zwigzkow z AtSOT 18, ktore wyniosty
odpowiednio 6,7 mM oraz 3,1 mM. Powinowactwo do AtSOT18 tych zwigzkow jest wiec
o ponad 2 rzedy wielkos$ci stabsze niz PAP, co wskazuje na bardzo silng preferencje
wzgledem adeniny w strukturze kofaktora. Prawdopodobnie wynika to z faktu, ze
konformacja kieszeni wigzacej wymusza utozenie zasady adeninowe;j (i catego liganda)
w okreslony sposob. Mniejsza objetosciowo zasada (cytozyna) w pewnym stopniu
(znacznie stabiej) oddziatuje z enzymem w przeciwienstwie do guaniny, ktorej gestosé
elektronowa na tyle rozni si¢ od adeniny, ze mozna uzna¢ ja za praktycznie
nierozpoznawang przez AtSOT18. Ogolnie, wskazuje to, ze zasada azotowa odgrywa
duza role w stabilizacji kompleksu enzymu z kofaktorem i wprowadzanie modyfikacji
chemicznych w tym obrebie moze skutkowa¢ znaczacym zaburzeniem oddziatywan.
Dlatego tez, w dalszych swoich badaniach skupitam si¢ na analogach bedacych pochodng

adeniny 1 jej sterycznie niewymagajacych modyfikacjach.
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Rys. 55. Struktury oraz Kp zwiazkéw wykorzystanych do badania wptywu obecnosci 3' fosforanu
i adeniny na powinowactwo do AtSOT18.
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Posiadajac zestaw wartosci Kp dla réznorodnie fosforylowanych naturalnych
nukleotydéw, ktéory dawal ogoélny poglad na powinowactwo badanej modelowe;j
sulfotransferazy do naturalnego substratu i potencjalnych naturalnych inhibitorow,
w nastepnej kolejnosci przystgpitam do ewaluacji zestawu chemicznie modyfikowanych
analogéw PAPS i PAP.

Pierwsza grupa zaproponowanych analogéw byly zwiazki, w ktorych grupa
siarczanowa zostata zastgpiona resztami fosforanowymi o zblizonej objgtosci lub
fadunku. Struktury i wartosci Kp odla tej grupy zwigzkow zebralam na Rys. 56. Jak juz
wspomniatam wyzej, analog PAPS, w ktérym w miejsce siarczanu, zostat wprowadzony
fosforan, PAPP, wigze si¢ z sulfotransferazag AtSOT18 tak samo silnie jak PAPS
(KpPAPS = 13 uM, Kp PAPP = 12 uM). Stata dysocjacji zwiazku, z dodatkowym
pirofosforanem, PAPPP, byla nieznacznie nizsza niz naturalnego kofaktora (wynosi
7,8 uM) co oznacza, ze wprowadzenie dodatkowego fosforanu zwigksza powinowactwo
do kieszeni wigzacej biatka. Co zaskakujace, zamiana siarczanu na grupg
fluorofosforanowa, ktoéra jest izosterycznym i izoelektronowym analogiem siarczanu,
skutkowala 4-krotnym obnizeniem powinowactwa w stosunku do PAPS (Kp PAPPF
46 uM). Z kolei zastgpienie grupy fosfosiarczanowej resztg metylenobisfosfonianowa,
bedaca analogiem difosforanu z grupg CH> w miejscu mostkowego atomu tlenu,
skutkowalo ponad 20-krotnym oslabieniem oddziatywania z AtSOT18 w stosunku do
PAPS czy PAPP (Kp PAPCH2P 280 uM). Co ciekawe, w przypadku przeprowadzenie
eksperymentu w obecno$ci wysycajacego stezenia naturalnego substratu AtSOTI18,
desulfosinigriny, Kp dla dwoch zwigzkow z tej grupy, PAPP 1 PAPPF, znacznie zmalato
w stosunku do pomiaréw bez substratu i wynosito odpowiednio 2,4 uM oraz 23,8 uM.
Moze to wynika¢ z faktu, Ze po zwigzaniu substratu enzym zmienia konformacje
powodujac stabilizacj¢ fosforanu (lub fluorofosforanu). Zwiazki zawierajace grupy
funkcyjne umozliwiajace pdzniejsza funkcjonalizacje (grupy alkinowe) wykazywaly
niskie powinowactwo do biatka AtSOT 18 wynoszace 90 uM dla zwigzku PAPPCCH oraz
180 uM dla PAPPprop. Dodatkowo Kp wyznaczone dla zwigzku PAPPCCH w obecnosci
desulfosinigriny wynosi 110 uM czyli nieznacznie si¢ zmniejsza (w przeciwienstwie do
wynikéw jakie obserwowalam dla PAPP oraz PAPPF) co sugeruje, ze nawet zmiana

konformacji biatka nie umozliwia wnikniecia tak obszernej grupy do kieszeni wigzace;.
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Rys. 56. Struktury zwigzkow modyfikowanych w obrgbie grupy siarczanowej oraz Kp
wyznaczane dla biatka AtSOT18.

Kolejng grupe badanych zwigzkéw stanowily analogi modyfikowane w obrgbie
zasady azotowej. Podstawniki o r6znej wielko$ci/dlugosci wprowadzitam w trzy pozycje
- C2, N6 oraz C8 adeniny. Zwigzki modyfikowane w pozycji N6 byly w duzym stopniu
akceptowane przez enzym. Zwigzki N6-propa-PAPP oraz N6-AE-PAPP, wykazywaty
powinowactwo do biatka AtSOT18 (Kp odpowiednio 8,5 1 8,4 uM) porownywalne do
naturalnego kofaktora. Wprowadzenie dluzszego linkera, 8-azydo-3,6-dioksyoktano-1-
aminy, skutkowato 2—krotnym obnizeniem powinowactwa (Kp 22 uM) w stosunku do
wyzej wymienionych zwigzkow. Interesujace jest tez pordwnanie tego analogu z jego
odpowiednikiem posiadajacym grupe siarczanowa, N6-PEG-PAPS. Okazuje sig, ze
zamiana grupy fosforanowej na naturalnie wystepujaca grupe siarczanowg skutkowata
zwigkszeniem Kp z 22 uM do 93 uM. Pozwala to wysnu¢ wniosek, ze w przypadku
zwigzkow, modyfikowanych w pozycji N6, ktére maja byé w pozniejszym etapie
funkcjonalizowane korzystne jest wprowadzenie grupy fosforanowej, co poprawia
powinowactwo do biatka AtSOTI18. Potwierdza to eksperyment przeprowadzony
w obecnosci desulfosinigriny (Tabela 5; Kp 24 pM). Analogiczne eksperymenty zostaty
przeprowadzony dla zwigzkéw modyfikowanych w pozycji C8 reszta azydoetylowa,
C8-AE-PAPP oraz C8-AE-PAPS. W tym wypadku oba zwiazki posiadaly zblizone
powinowactwo do AtSOT18, ktore wynosito odpowiednio 16 uM oraz 20 uM (Kp), byto
zatem porownywalne do PAP i PAPS. Obecno$¢ desulfosinigriny spowodowata ponad
2-krotne zwigkszenie Kp dla C8-AE-PAPP (50 uM). Wynik ten potwierdza wczesniej
wysunigta hipotezg, ze mimo iz C8-AE-PAPP wykazuje powinowactwo do

sulfotransferazy to po zwigzaniu konformacja miejsca aktywnego ulega zmianie w taki
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sposdb, ze utrudnione jest wigzanie substratu. Najmniej korzystng pozycja do
wprowadzania sterycznie wymagajacych modyfikacji adeniny okazata si¢ by¢ pozycja
C2 (Kp zwigzku C2-PEG-cPAPP wyniosto 210 uM). Waznych informacji dostarczyto
rowniez wyznaczenie Kp fluorowanych analogéw PAPS. Kp wyznaczone dla tych
zwigzkdéw metoda termoforezy mikroskalowej, (bez dodatku desulfosinigriny) wynosity
odpowiednio 43 uM, 390 uM, 130 uM dla 2-F-PAPS, 2-CF3-PAPS, oraz §-CF3-PAPS.
Wynik ten sugeruje, ze wprowadzenie matej modyfikacji (np. atom fluoru) w pozycji C2
nie wplywa znaczagco na powinowactwo do biatka AtSOTI8 (w warunkach
umozliwiajacych przebieg reakcji enzymatycznej czyli z dodatkiem substratu) natomiast
wicksze modyfikacje (np. grupa CF3) powoduja drastyczne obnizenie warto$ci Kp.
Dodatkowo w kontekscie tych wynikéw modyfikacje wprowadzane w pozycjach C8 lub
C2 sg bardzo wrazliwe 1 zalezne od np. dtugosci linkera czy objetosci podstawnika a takze
w zaleznosci od konformacji jaka przybiera enzym (po zwigzaniu substratu lub
w przypadku jego absencji) zmieniaja swoje utozenie w kieszeni wigzacej.

Otrzymatam rowniez 2 analogi PAP posiadajace modyfikacje w pozycji 2°, 2°-F-PAP
oraz 2’-O-pen-PsAPs, ktore moga potencjalnie zwigkszy¢ powinowactwo do bialka,
umozliwi¢ analize innymi technikami np. '"F NMR (wprowadzenie fluoru) oraz
znakowanie lub immobilizacj¢ czasteczek (wprowadzenie ugrupowania alkinowego).
Planowalam roéwniez otrzymanie innych zwiazkéw z podobnymi modyfikacjami (np.
2’-O-pen-PAP), jednak proby ich syntezy okazaly si¢ nieskuteczne. Sulfotransferaza
roslinna rozpoznaje 2’-F-PAP na poziomie zblizonym do naturalnego PAP co oznacza, ze
fluor w tej pozycji nie zaburza wigzania. Zwigzek posiadajagcy w tej samej pozycji
wigksza modyfikacje, czyli podstawnik pentynylowy, wykazuje nizsze powinowactwo do
AtSOT18. Mamy tu jednak do czynienia réwniez z dwoma atomami siarki
wprowadzonymi w 5’ 1 3° fosforan i nie sposob tu rozrdznié, ktora z tych modyfikacji
wywiera rzeczywisty wptyw na obnizenie powinowactwa liganda do kieszeni wigzace;.
Odpowiedzi na te pytania mial dostarczy¢ otrzymany analog PsAPs, jednakze
wystgpowat on w formie dwdch izomeroéw 2’ oraz 3’ (stosunek wyznaczony na podstawie
widma "H NMR wynosit odpowiednio 0,4:1). Zmierzone dla tego zwigzku Kp wynosi
21 uM za$ przebieg krzywej termoforetycznej wskazuje na jedno miejsce wigzania.

W nastgpnym etapie realizacji projektu, podobne badania przeprowadzitam dla
ludzkiej sulfotransferazy, SULT1A3. Badania te mialy na celu (i) weryfikacj¢, czy
opisane metoda MST moze zosta¢ zastosowana do badania innych biatek o aktywnosci

ST, (i1) poréwnanie wynikéw otrzymanych dla r6znych enzyméw 1 probe wyciggnigcia
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og6lnych wnioskdéw na temat specyficzno$ci i uniwersalnosci wptywu poszczegdlnych
modyfikacji na oddziatywania z ST. Eksperymenty prowadzilam analogicznie jak
w przypadku AtSOT18. W pierwszej kolejnosci wykonatam pomiary metodg DSF w celu
okreslenia stabilnos$ci enzymu w warunkach eksperymentu. Mimo, ze najwyzsza 7; biatko
wykazywato w buforze hepes, pH 7,5, na wykresie zalezno$ci pierwszej pochodnej
stosunku 350/330 nm od temperatury widaé przegiecie w temperaturze ok. 50°C (Rys.
57). Analizuja wyniki otrzymane metodg DSF jako warunki najwyzszej stabilnosci biatka
wybralam bufor PBS-T, dlatego tez w tym buforze prowadzitam znakowanie oraz
pomiary. Na tym etapie warto wspomnie¢, ze dodatkowych informacji o stabilnosci
biatka w trakcie trwania eksperymentu moze dostarczy¢ rowniez przebieg krzywej
termoforetycznej. Poniewaz enzym SULT1A3 jest znacznie bardziej wrazliwy na drobne
zmiany warunkow eksperymentu czesto obserwowatam wystgpowanie licznych

agregatow. Przyktadowe krzywe przedstawiam na rys.
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Rys. 57. Zestawienie wynikow stabilnosci biatka SULT1A3 w wybranych buforach wyznaczona
metodg DSF; A. Wykres zaleznosci pierwszej pochodnej stosunku 350/330 nm od temperatury.
B. Wykres stupkowy przedstawiajacy wartosci Ti w wybranych buforach.

W celu weryfikacji metody wyznaczylam Kp PAP, ktéore wynosito 0,7 uM (jest
poréwnywalne dla danych literaturowych zmierzonych dla SULT1A2, ludzkiej
sulfotransferazy cytozolowej)*®. Kp wyznaczone dla pozostatych ligandow zebratam

w tabeli ponizej (Tabela 7).
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Tabela 7.Wyznaczone Kp dla ligandéw z biatkiem SULT1A3.

Lp Ligand Kb [pM] n Lp Ligand Kb [pM] n

1 PAPS 30+16 3 | 12 ATP >3 mM 1
5 PAPP 3+3 1 | 13 2’F-PAP 1+1,1mM | 2
3 PAPPF 14+11 3 | 14 2’-O-pent PsAPs 205 3
4 PAPCH:P | 40430 3 | 15 N6-PEG-PAPS 390+150 | 3
5 PAPPP 28+12 2 | 16 N6-PEG-PAPP >3 mM 1
6 PAPPCCH | 7020 2 | 17 N6-AE-PAPP 300£300 | 2
7 PAPPprop | 26060 | 1 | 18 C2-PEG-CPAPP 600200 | 1
8 PAP 0,7¢02 | 6 | 19 C2-PEG-PAP 1,3¢1,3mM | 1
9 CPAP 8+3 1 | 20 C8-AE-PAPP >3 mM 1
10 AMP 200£400 | 1 | 21 C8-AE-PAPS 70:£40 3
1 ADP 13+14 1

Stata dysocjacji kompleksu biatko-PAPS wynosi 30 uM. Co ciekawe zastapienie
ugrupowania siarczanowego fosforanem czy fluorofosforanem (czyli strukturalnie
najblizsze PAPS) wigzaty si¢ silniej niz naturalny PAPS, co sugeruja odpowiednie
wartos¢ Kp: PAPP - 3 uM, PAPPF - 14 uM. Analog posiadajacy mostek
metylenobisfosfonianowy (PAPCH:P) oraz trifosforan w pozycji 5’ (PAPPP) wykazywat
porownywalne powinowactwo do PAPS (Kp PAPCH:P 40 uM; Kp PAPPP 28 uM),
natomiast wprowadzenie wigkszych modyfikacji wplynegto na znaczne obnizenie stalej
dysocjacji, proporcjonalnie do objetosci modyfikacji (w przypadku PAPPCCH wyniosta
ona 70 uM, zas$ dla PAPPprop 260 uM). Na podstawie tych wynikdw mozna wysnuc¢ teze,
ze miejsce wigzania fosfosiarczanu jest stosunkowo wrazliwe na zmiany nawet tak
drobne jak wymiana jednego atomu. Zestawiajac te wyniki z tymi otrzymanymi dla
AtSOTI18 mozna zauwazyC, ze zamiana siarczanu na fosforan lub pirofosforan jest
korzystng modyfikacja, ktora zwieksza badz tez nie =zaburza oddzialywania
z sulfotransferazami. Z tego wzgledu zwiazki PAPP oraz PAPPP wydajg si¢ byc¢
obiecujagcymi uniwersalnymi narzedziami do badania sulfotrasferaz. Dwa analogi,
PAPPCCH oraz PAPPprop wykazuja podobne wilasciwosci wzgledem AtSOT18 oraz
SULT1A3. Mimo, ze powinowactwo tych zwigzkow jest nizsze niz naturalnego PAPS,

posiadajg one w strukturze grupy funkcyjne umozliwiajgce znakowanie w celu lokalizacji
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komorkowej oraz umozliwiajace uzycie ich jako zl6z powinowactwa (oczyszczanie
z lizatow komodrkowych lub oznaczenie poziomu ST w komorkach). Jeden ze zwigzkow,
PAPPEF, silnie wigze si¢ z SULT1A3 natomiast wykazuje stabe wigzanie z AtSOT18.
SULT1A3 silnie wigze si¢ z naturalnym inhibitorem, PAP (Kp 0,7 uM) natomiast
jakiekolwiek zmiany wprowadzone w tej strukturze skutkuja co najmniej 10—krotnym
ostabieniem tego wigzania. Obserwacja ta wynika z poréwnania wartosci Kp PAP oraz
cPAP (cykliczny fosforan w pozycji 2’3’ rybozy spowodowatl obnizenie Kp; Tabela 7).
Brak fosforanu w pozycji 3’ znacznie obnizyl stabilno$¢ biatka (przebieg krzywej
termoforetycznej wskazuje na powstawanie agregatow) a takze powinowactwo
nukleotydoéw AMP, ADP oraz ATP wzgledem PAP (Kp kolejno 200 uM, 13 uM, 3 mM).
Ciekawych informacji dostarczaja dwa zwiazki posiadajace modyfikacje w pozycji
2’ rybozy, 2’-F-PAP oraz 2’-O-pen-PsAPs. Wprowadzenie fluoru w pozycje
2’ poskutkowato obnizeniem powinowactwa liganda ponad 1000- krotnie (w poréwnaniu
do PAP). Moze to wynika¢ z faktu, ze za stabilizacje pozycji 2’ odpowiadaja wigzania
wodorowe tworzone miedzy tlenem a azotem argininy. Mozna przypuszczaé, ze
wprowadzenie silnie elektroujemnego atomu fluoru zaburza te oddzialywania i powoduje
stabe powinowactwo liganda do biatka. Co zaskakujace, Kp drugiego ze wspomnianych
zwigzkow, 2’-O-pen-PsAPs wynosi 20 uM, co jest zblizone do powinowactwa PAPS.
Dodatkowo zwigzek ten wykazuje podobne powinowactwo dla obu sulfotransferaz
modelowych. Porownujac wyniki dla dwéch badanych ST: roslinnej AtSOT18 oraz
ludzkiej SULT1A3 mozna zauwazy¢ w tym kontekscie podobienstwo tj. wprowadzenie
jakichkolwiek modyfikacji obejmujacych naruszenie wigzan stabilizujacych 3’ fosforan,
czyli cPAP, AMP, ADP, ATP, skutkuje znacznym obnizeniem powinowactwa tych
ligandow do ST. Wyniki te potwierdzaja kluczowe znaczenie 3’-fosforanu wzgledem
powinowactwa do sulfotransferaz i dodatkowo wyjasnia dlaczego ADP nie wykazuje
wlasciwosci inhibitorowych wzgledem tej grupy enzymow. Dodatkowo, wsrod
omawianych analogéw wytonit si¢ jeden zwigzek, 2’-F-PAP, ktory wykazuje selektywne
wlasciwosci wzgledem jednej z sulfotransferaz (AtSOT18). Mozna wigc postawic teze,
ze wptyw modyfikacji w pozycji 2’ jest zalezny od enzymu a tym samym nie jest to dobre
miejsce wprowadzania modyfikacji w kontek$cie poszukiwania uniwersalnych narzedzi
dla ST. Jednakze pozycja ta moze by¢ bardzo korzystne, w przypadku projektowania
analogobw PAPS skrojonych dla konkretnego enzymu, umozliwiajace selektywne

monitorowanie jego aktywnos$ci w mieszaninach biologicznych.
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Ostatnia grupe zwigzkow stanowily analogi PAPS modyfikowane na adeninie
w-trzech pozycjach: N6, C2 oraz C8. Analogicznie jak w przypadku sulfotransferazy
AtSOTI18 modyfikacje obejmowaty wprowadzenie ro6znej dlugosci linkerow
zakonczonych azydkiem w celu umozliwienia znakowania z uzyciem reakcji klik. Samo
wprowadzenie 8-azydo-3,6-dioksyoktano-1-aminy w pozycje N6 (N6-PEG-PAPS)
skutkowatlo 13-krotnym obnizeniem powinowactwa w poréwnaniu do PAPS
(Kp 390 uM). Co zaskakujace analogiczny zwigzek zawierajacy fosforan w miejscu
siarczanu wykazywat bardzo stabe wigzanie z SULT1A3 (Kp > 3 mM). Dla poréwnania,
w zwigzku, w ktérym wprowadzono krotszy linker, 1-(2-azydoetylowy), wprowadzenie
fosforanu nieznacznie zwigkszyto powinowactwo liganda do sulfotransferazy
(Kp N6-AE-PAPP = 300 upM). Zwiazki C2-PEG-cPAPP oraz C2-PEG-PAP,
modyfikowane w pozycji C2, wigzaly si¢ bardzo stabo. Wartosci Kp wyniosty
odpowiednio 600 uM oraz 1,3 mM. Analogi C8-AE-PAPP oraz C8-AE-PAPS. Wyniki te
sugeruja, ze pozycja C2 zasady azotowej jest niekorzystnym miejscem wprowadzania
modyfikacji. Zarowno AtSOT18 jak i SULT1A3 wykazywaly stabe powinowactwo do
analogdw niosacych ta modyfikacje. Odmienna sytuacja ma miejsce w przypadku
analogow modyfikowanych w pozycjach C8 oraz N6 adeniny. Wykazywaty one wysokie
powinowactwo do AtSOT18 bedac jednoczesnie stabym ligandem dla SULT1A3.

Podsumowujac, w ramach realizacji tej czeSci projektu doktorskiego,
zaprojektowatam 1 zsyntezowatam 28 zwigzkéw bedacych analogami naturalnego
kofaktora (PAPS) lub inhibitora (PAP) sulfotransferaz. Zwiazki te posiadalty modyfikacje
w trzech ,,fragmentach” struktury majacych kluczowe znaczenie na wigzanie liganda
w kieszeni katalitycznej enzyméw z grupy ST. Miejsca wprowadzenia modyfikacji
obejmowaty grupe fosfosiarczanowa na koncu 5°, pozycje 2’ rybozy oraz zasade azotowa.
Aby porownaé wlasciwosci otrzymanych analogéw opracowalam i zoptymalizowatam
metode wyznaczania statej dysocjacji kompleksow z AtSOT18 oraz SULT1A3 zuzyciem
techniki termoforezy mikroskalowej. Na podstawie wartosci Kp wyselekcjonowatam dwa
zwiazki, PAPP oraz PAPPP, ktora wykazuje wigksze lub rowne powinowactwo do obu
sulfotransferaz (w poréwnaniu do PAPS). Zwiazki te moga zosta¢ uzyte jako uniwersalne
narzedzia do badania sulfotransferaz. Jednoczesnie siedem sposroéd badanych analogow
wykazywato selektywne wlasciwosci wzgledem AtSOTI18 tj. N6-PEG-PAPP,
N6-PEG-PAPS, N6-prop-PAPP, N6-AE-PAPP, C2-PEG-PAP, C8-AE-PAPP oraz
C8-AE-PAPS. Jeden zwigzek, PAPPF, wykazywatl selektywne, silne powinowactwo do
SULT1A3.
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Opracowana metoda do badania sulfotransferaz bazujaca na zjawisku termoforezy
jest pierwsza metoda pozwalajaca w szybki i precyzyjny sposdb wyznaczy¢ stale
dysocjacji kompleksow ligand - sulfotransferaza. Wytonione w toku badan zwigzki moga
postuzy¢ zaréwno jako uniwersalne narzgdzia do lepszego poznania calej grupy
enzymoOw jaka stanowiag sulfotransferazy ale réwniez jako selektywne narzgdzia do
badania wlasciwosci wybranych ST.

Kontynuacj¢ projektu dotyczacego sulfotransferaz mogtaby stanowi¢ weryfikacja
opracowanej metody MST metoda '°F NMR tzn. wybrane ligandy dla obu ST moglyby
zosta¢ zweryfikowane jako inhibitory metoda '°F NMR. Badania te datyby odpowiedZ na
nurtujgce mnie pytanie jak (i czy w ogole) dane z MST koreluja z aktywnoscia
inhibitorowa. Dodatkowo tym, czego nie udalo mi si¢ zrealizowac, a co jednocze$nie
uwazam za niezmiernie ciekawe, jest otrzymanie struktury krystalograficznej
z wybranymi analogami PAPS i PAP. Badania takie datyby odpowiedz na wiele pytan
pojawiajacych si¢ podczas analizy danych przedstawionych w niniejszej rozprawie.
W kontekscie planoéw, ktorych nie udalo mi si¢ zrealizowa¢ z powodu ograniczenia
czasowego, jest rowniez uzycie wybranych analogéw do stworzenie zt6z powinowactwa
dla sulfotransferaz. W trakcie prowadzenia badan bedacych przedmiotem niniejszej pracy
podjetam probe realizacji tego projektu jednakze wyniki wstgpnych eksperymentéw
pokazaty, ze mogloby to stanowi¢ temat odrgbnej pracy doktorskiej. W kontekscie
przeprowadzonych badan interesujace wydaje mi si¢ rOwniez przeprowadzenie badan
w modelach komodrkowych. W tym celu wykorzystalabym analogi PAPS
z wprowadzonymi linkerami na zasadzie azotowej, ktore nastepnie po wyznakowaniu
fluorescencyjnym i skwantyfikowaniu pozwolityby zarowno na okreslenie lokalizacji ST
w wybranych liniach komoérkowych jak i ich poziomu. Mimo pracy ktora wlozylam
w poglebienie wiedzy na temat sulfotransferaz pole to uwazam za wcigz otwarte do

eksploracji na wielu ptaszczyznach.

5.5. PODSUMOWANIE BADAN WELASNYCH

Niniejsza rozprawa doktorska sktada si¢ z dwoch zasadniczych czesci, z ktorych
kazda obejmowata synteze i ewaluacje nowych analogow kofaktorow adeninowych.
Pierwsza czg$¢ projektu dotyczyta analogow kofaktora NAD oraz badania

z wybranymi enzymami, DXO oraz Nudtl2, rozpoznajacymi ta struktur¢ na koncu
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5’-RNA. Ponizej, w punktach chcialabym posumowaé osiggniecia wynikajace

z realizacji tej czgsdci badan:

Zaprojektowatam trzyetapowg Sciezke syntezy polegajaca na chemicznej
hydrolizie handlowo dostgpnego NAD, aktywacji nukleotydu
nikotynoamidowego oraz reakcji sprzggania dwoéch podjednostek
fosforanowych. Stosujac to podejécie otrzymatam 8 analogow NAD
(z czego 6 we wspoOlpracy z dr Anais Depaix), ktére posiadaty modyfikacje
w obrebie grupy 5’ OH, fosforanu o oraz 3’ a takze grupg metylowa
W pozycji 2°.

Analogi NAD zostaly pomy$lnie wbudowane na koncu 5 RNA w procesie
IVT. Dodatkowo trinukleotydowe analogi NAD wbudowywaly sie¢
z wyzszg wydajnoscia niz dinukleotydy.

W toku badan zidentyfikowano jeden zwigzek (NppsA) odporny na
aktywno$¢ pirofosfataz Nudtl2 oraz NudC, jeden zwigzek, NppAmpG,
odporny na dziatanie egzonukleazy DXO oraz cztery zwiazki (dwa
izomery NppsA oraz dwa izomery NppsAmpG) wykazujace zwigkszong

odporno$¢ na aktywnos$¢ trzech enzymow.

Druga cze$¢ badan doktorskich stanowito zaprojektowanie oraz synteza

fluorowanych analogow kofaktora PAPS oraz ich ewaluacja jako narzedzi molekularnych

do badania sulfotransferaz. Badania zostaly przeprowadzone z uzyciem dwoch

modelowych sulfotransferaz cytozolowych, roslinnej AtSOT18 oraz ludzkiej SULT1A3.

W wyniku przeprowadzonych badan:

Opracowalam 1 zoptymalizowatam S$ciezke syntezy fluorowanych
analogéw PAPS przy uzyciu metody fosforylacji Yoshikawy. Dzigki
zaproponowanym przeze mnie zmianom mozliwe bylo wprowadzenie
modyfikacji w obrgbie zasady azotowej z wysoka wydajnoscig oraz
selektywne otrzymanie 3 (z 4 zaprojektowanych) fluorowanych
analogéw PAPS (2-F-PAPS, 2-CF3-PAPS i §-CF3-PAPS).

Opracowatam metod¢ RP-HPLC, ktéra pozwolita na okreslenie
wlasciwosci  substratowych otrzymanych zwigzkow wzgledem
modelowych ST. Sulfotransferaza roslinna wykazata aktywnos¢
wzgledem dwoéch analogéw 2-F-PAPS oraz 2-CF3-PAPS. Trzeci analog,

8-CF3-PAPS nie wykazywat wlasciwosci substratowych wzgledem tej

100



ST. Ludzka sulfotransferaza, SULT1A3 wykazywala aktywno$¢
wzgledem wszystkich otrzymanych fluorowanych analogéw PAPS,
niestety w przypadku 2-CF3-PAPS oraz 8-CF3-PAPS sygnaly od
substratu 1 produktu naktadaty si¢, co uniemozliwialo ocen¢ kinetyki
reakcji w pomiarach w czasie rzeczywistym.

Posiadajac informacje o wlasciwosciach substratowych wzgledem
badanych ST opracowalam pierwszg znang metode bezposredniego
okreslania aktywnos$ci ST, ktora nie wymaga znakowania izotopowego.
Zaproponowalam warunki dwoch rodzajow eksperymentéw '°F NMR:
biegnagcy w czasie rzeczywistym oraz test punktu koncowego.
Stabilnos¢ badanych analogéw zostala potwierdzona poprzez
prowadzenie pomiarow w warunkach eksperymentu bez dodatku
enzymu (wszystkie analogi wykazywaly stabilno$¢ przez min. 19 h).
Wyniki pomiarow potwierdzity zalezno$ci obserwowane podczas
analizy metodg RP-HPLC, a tym samym pozwolity stwierdzi¢, ze dwa
fluorowane analogi PAPS (2-F-PAPS oraz 2-CF3-PAPS) moga postuzy¢
jako uniwersalne narzedzia do badania ST natomiast analog

8-CF3-PAPS moze by¢ narzgdziem dla wezszej grupy sulfotransferaz.

Ostatnia czg$¢ moich badan dotyczyla opracowania pierwszej znanej metody

pozwalajacej na wyznaczenie stalej dysocjacji dla analogobw PAPS oraz

modelowych ST. W tym celu:

Zaprojektowatam 1 zsyntezowatam 28 analogéw PAPS, posiadajacych
modyfikacje w obregbie zasady azotowej, reszty fosforanowej oraz rybozy.
Opracowalam metode wyznaczania statej dysocjacji kompleksu biatko-
ligand wykorzystujacg zjawisko termoforezy (termoforeza mikroskalowa)
dla dwoéch modelowych sulfotransferaz, AtSOT18 oraz SULTI1A3.
Metoda ta postuzyla mi do okreslenia powinowactwa otrzymanych
analogdbw wzgledem wspomnianych enzyméw. W grupie badanych
zwigzkow znalazty si¢ dwa, PAPP oraz PAPPP, ktore wykazywaly silne
wigzanie do AtSOT18 oraz SULT1A3 (w poréwnaniu do PAPS), siedem,
ktére wykazywaly silne wigzanie z AtSOTI1S, za§ stabe z SULT1A3
(N6-PEG-PAPP, N6-PEG-PAPS,  N6-prop-PAPP,  N6-AE-PAPP,
C2-PEG-PAP, C8-AE-PAPP oraz C8-AE-PAPP) oraz jeden zwiazek, ktory
selektywnie wigzat si¢ z SULT1A3 (PAPPF). Zwigzki te moga postuzy¢
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zardbwno jako uniwersalne narzedzia do badania enzyméw z grupy

sulfotransferaz jak i selektywne narzedzia wzgledem wybranych ST.
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6. CZESC EKSPERYMENTALNA

6.1. SYNTEZA CHEMICZNA

6.1.1. INFORMACJE OGOLNE DOTYCZACE SYNTEZY CHEMICZNEJ:

Materialty wyjsciowe, rozpuszczalniki i odczynniki chemiczne pozyskano ze zrddet
komercyjnych (Merck, POCh). NAD zakupiono w postaci soli sodowej z firmy Merck.
Nukleozydy (A, C,U,G oraz 2°-F-A) oraz sinigring zakupiono z firmy Sigma — Aldrich.
Chlorowodorek dopaminy zakupiono z firmy Alfa Aesar. RNaz¢ T2 zakupiono z firmy
Mobitech. C-fosfonian etynylu oraz imidazolowa pochodna fluorofosforanu zostaty
zsyntezowane odpowiednio przez dr Przemystawa Wanata (opisane w pracy'?') oraz dr
Marka Baranowskiego. Fosforan propargilu oraz 2’-O-(1-pent-5-yn) adenozyng
otrzymano na podstawie protokotéw opisanych w pracach Walczak i wsp.!'??; Jawalekar
i wsp.!%, PAPS uzywany jako kontrola reakcji prowadzonych z sulfotransferazami zostat
zsyntezowany zgodnie z procedura opisang przez Kowalska i wsp.® Fluorowane
nukleozydy (2-F-A, 2-CF3-A oraz 8-CF3-A) zostaty zsyntezowane przez dr. Mikotaja
Chrominskiego w Laboratorium Chemii Biologicznej w CeNT UW.

Chromatografia _jonowymienna: Izolacje nukleotydow przeprowadzono metoda

chromatografii jonowymiennej na kolumnie DEAE Sephadex A-25 (forma HCO3).
W tym celu na kolumne nanoszono mieszaning reakcyjng i przemywano doktadnie woda
do momentu, gdy eluat nie wytracat soli srebra (proba z 0.1 M roztworem AgNO3).
Procedura ta miata na celu usunigcie rozpuszczalnikoéw i1 zwigzkoéw niejonowych.
Nastepnie nukleotydy eluowano za pomocg liniowego gradientu wodoroweglanu
trietyloamoniowego (TEAB) w wodzie dejonizowanej (0 — 1.2 M). Zebrane frakcje
analizowano spektrofotometrycznie przy A=260 nm 1 w razie potrzeby metodg RP-HPLC.
Frakcje zawierajagce pozadany produkt potaczono a nastepnie odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem, przemywajac w trakcie etanolem (96%), w celu roztozenia
pozostalosci TEAB. Produkt wytragcono acetonitrylem. Otrzymane zwiazki byty
izolowane jako sole trietyloamoniowe.

Obliczanie wydajnosci, wspolczynniki ekstynkcji: Wydajnosci obliczono ze wzoru na

gesto$¢ optyczng, gdzie mODs, mODp i W oznaczaja odpowiednio jednostki optyczne

substratu, jednostki optyczne produktu oraz wydajnosc¢ :

w =" 100%
= X
moD, °
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Absorbcje¢ zmierzono w 0,1 M buforze fosforanowym (pH 7,0) przy dtugosci fali 260 nm.
Wspotezynniki absorpcji (¢, ml/mmol/cm) wynosity odpowiednio: 17400 dla NAD
i analogow dinukleotydow NAD!2; 29480 (suma € NAD i € G) dla NADpG i analogéw
trinukleotydow NADpG; 15020 dla analogow PAP i PAPS (przyjeto wspotczynnik taki
jak dla niemodyfikowanej adenozyny'?*). W przypadku analogéw 2-CF3-PAPS
1 8-CF3-PAPS wyznaczono wspodlczynnik absorpcji poprzez rozpuszczenie okreslonej
masy zwigzku w DMSO i pomiar absorbancji roztworu przy dtugosci fali 260 nm w 0,1 M
buforze fosforanowym, pH 7,0, w temperaturze pokojowej. Wspodtczynniki ekstynkcji
(e260) wyznaczone dla tych zwiazkéw wynosity odpowiednio 10660 i 11392
(e, mL/mmol/cm).

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC): Postgp reakcji chemicznych

1 oznaczenia enzymatyczne monitorowano metodg HPLC. Analizy analogow NAD, PAP
i PAPS prowadzono przy uzyciu kolumny SUPELCO Supelcosil LC-18-T HPLC
(4,6x250 mm, 5 pm, przeplyw: 1,3 ml/min). Analizy analogoéw PAP modyfikowanych
fluorem przeprowadzono przy uzyciu kolumny Gemini 3 pm NX-C18 LC 110 A
(150%4,6 mm, przeptyw: 1 ml/min). Zastosowano gradienty przedstawione w Tabela 8:
Tabela 8. Szczegotowy opis programow stosowanych do analiz metoda RP-HPLC (analityczne

i potpreparatywne).

Programy analityczne

Program Bufor A Bufor B Gradient
octanu amonu,
1. - Izokratyczny
pH 5,9, 0,05 M
5 octanu amonu, | Bufor A/IMeOH | 0-50% buforu B w czasie
' pH 5,9, 0,05 M 1/1 viv 15 min
3 octanu amonu, | Bufor A/MeOH | 0-100% buforu B w czasie
' pH 5.9, 0,05 M 11 viv 15 min
Programy potpreparatywne
octanu amonu,
4. - Izokratyczny
pH 5,9, 0,05 M
octanu amonu, Bufor A/ACN
5. 0-50% buforu B
pH 5,9, 0,05 M 1/1viv

104



octanu

6. trietyloaminy, - Izokratyczny
pH 7,0, 0,05 M
octanu
_ . Bufor A/ACN
7. trictyloaminy, 0-50% buforu B
1/1 viv
pH 7,0, 0,05 M

0-2 min 6% buforu A
8. ACN H.O 2-12 min 24% buforu A
12-15 min 32% buforu A

Wszystkie analogi NAD, PAP i1 PAPS zostaly oczyszczone, a diastereoizomery
rozdzielono metoda RP HPLC przy uzyciu kolumny Discovery RP Amide C-16 HPLC
(25 cmx21,2 mm, 5 pm, przeplyw 5,0 ml/min) z detekcja UV przy 254 nm. Po
wielokrotnym liofilizowaniu zebranych frakcji, wyizolowano zwigzki w postaci soli
amonowych.

Potpreparatywne oczyszczanie RP HPLC analogow PAP 1 PAPS przeprowadzono przy
uzyciu kolumny Clarity 5 pm Oligo-RP LC (15010 mm, przeptyw 5,0 mL min-1 )
z detekcja UV przy 254 nm. Po oczyszczaniu zwigzki wielokrotnie liofilizowano
1 wyizolowano w postaci soli trietyloamoniowych lub amonowych.

Metody spektroskopowe: Struktury i homogeniczno$¢ wszystkich finalnych zwigzkow

potwierdzono za pomocg RP HPLC, wysokorozdzielcze; spektrometrii mas
z zastosowaniem jonizacji elektro sprayem ujemnym (HRMS-ESI) oraz spektroskopii
'H, 3'P, F NMR. Widma masowe rejestrowano za pomocg spektrometru LTQ Orbitrap
Velos (Thermo Scientific). Widma NMR zostaty zarejestrowane w temperaturze 25 °C za
pomocg spektrometru BRUKER AVANCE III HD przy czestotliwosci 500 MHz
(‘HNMR), 202 MHz (*'P NMR) i 471 MHz (°F NMR). Przesuniecia chemiczne
"H NMR zostaly skalibrowane do 3-trimetylosilil-[2,2,3,3-D4]propionianu sodu (TSP)
w D20 (8n = 0 ppm), dla *'P NMR do 20% kwasu fosforowego w D20 (8u dp= 0 ppm)
idla F NMR do 0,1 M NaF w D>O (8r = -121.5 ppm) jako zewnetrznych standardow.
Przypisanie sygnatow i identyfikacja byly oparte na analizie widm COSY. Widma NMR

byty analizowane przy uzyciu programu MestReNova 12.0.1.
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6.1.2 SYNTEZA ANALOGOW NAD
6.1.2.1. Hydroliza chemiczna NAD (NMP)

o] NH, o] NH,

HoN X N B A N
) )‘K(j o o </ f\)N HZN% o o </ fN
- n__ 0 N© Hz0,50°C, ZrCi 7 I P

N 0-P-0-P-0 N S0, 00 L, £ N _p-O -0-P-0 NN
e R Koj NazPO O-h-0" + O o
0 o o P04 o N o

Synteze wykonano zgodnie z procedura opisana w pracy Liu i wsp.”® W kolbie
okragtodennej umieszczono dinukleotyd nikotynamidowo-adeninowy (1,0 g, 1,5 mmol)
rozpuszczono w wodzie (150 ml) i mieszajac, podgrzano do 50 °C (faznia olejowa).
Nastepnie dodano chlorek cyrkonu (1,8 g, 7,5 mmol, 5 ekwiw.) i mieszano przez 30 min,
az do catkowitej konwersji do produktow (NMN i AMP), monitorowanej za pomocg RP
HPLC. Reakcj¢ zahamowano przez dodanie 70 ml 0,5 M NasPOs w wyniku czego
powstat biaty osad. Mieszaning doprowadzono do pH 7 za pomoca 1 M NaOH,
odwirowano i zdekantowano supernatant. Osad przemyto dwukrotnie woda, zwirowano
a roztwor znad osadu polaczono. Odparowano do jednej trzeciej objetosci i oczyszczono
za pomoca DEAE-Sephadex stosujac liniowy gradient TEAB (0 — 0,6 M), aby otrzymac¢
produkt jako sol trietyloamoniowg (113 mg, 0,45 mmol, 30% wydajnosci).

'"H NMR (500 MHz, D0, 25°C): 6 9,57 (bs, 1H), 9,31 (d, Juu 6,3 Hz, 1H), 9,02 — 8,98
(m, 1H), 8,31 (dd, Juu 6,3, 8,2 Hz, 1H), 6,22 (d, Juu 5,5 Hz, 1H), 4,66 — 4,64 (m, 1H),
4,61 (t, Juu 5,5 Hz, 1H), 4,47 (dd, Jun 5.5, 2,6 Hz, 1H), 4,29 (ddd, Jun 12,0, 4,3, 2,6,
1H), 4,12 (ddd, Junu 12,0, 4,8, 2,1, 1H) ppm; 3'P NMR (202 MHz, D>0, 25°C): 6 1,84 (s,
1P) ppm.

6.1.2.2. Imidazolowa pochodna monofosforanu nikotynamidu (NMN-IM)

o) 0
HoN | A o HoN | X
. ) o)
N* 0-P-0 Imidazol.DTDP,DMSO N ob NN
KN 7L TEAPNP TN =
1TO% ] NaClO,4 Aceton 1YO%I 0
OH OH : OH OH

5’-monofosforan nikotynoamidu (319 mg, 0,730 mmol) zawieszono w DMSO (6 ml)
1 dodano imidazol (499 mg, 0,733 mmol, 10 ekwiw.), 2,2'-ditiodipirydyn¢ (484 mg, 2,20
mmol, 3 ekwiw.), trietyloaming (309 puL, 2,20 mmol, 3 ekwiw.) oraz trifenylofosfine (576
mg, 2,20 mmol, 3 ekwiw.). Reakcje mieszano w temperaturze pokojowej przez

1 h anastgpnie zahamowano przez dodanie zimnego roztworu nadchloranu sodu
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(3 ekwiw.) w acetonie (60 ml). Powstaly osad odwirowano i przemyto acetonem.
Czynnos¢ powtarzano do momentu otrzymania klarownego supernatantu. Osad suszono
nad P>Os przez noc pod zmniejszonym ci$nieniem, otrzymujac oczekiwany produkt jako
bladozotty proszek (180 mg, 0,220 mmol, 30% wydajnosci). Czysto§¢ produktu
sprawdzono za pomocg RP HPLC (program 2) uzyto w kolejnych reakcjach bez dalszej
obrobki.

6.1.2.3.Synteza Spi Rp 5'-[(P1-tio)difosfo-(nikotynamid B-d-rybofur-1’-an)] adenozyna
(NppsA)

5'- tiofosforan adenozyny otrzymano o NH,
. . X N
zgodnie z wezesniej opisang procedurg”” HaN' ] o o Al

N 0-P-0-P-0 N N/)
z pewnymi modyfikacjami. Adenozyne N LT L 0
o)l
OH OH OH OH

(100 mg, 370 pmol) zawieszono w
fosforanie trimetylu (2 mL) w temperaturze 0 °C, dodano 2,6-dimetylopirydyng (73 pl,
1,1 mmol, 3 ekwiw.). Po 5 min mieszania dodano PSCl; (127 mg, 0,83 mmol, 2 ekwiw.).
Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze 0 °C przez 3 h. Konwersj¢ substratu
w produkt monitorowano za pomocg analizy RP-HPLC (program 2.). Roztwor ogrzano
do temperatury pokojowej 1 przelano do zimnego eteru dietylowego. Powstaty osad
wyizolowano przez dekantacj¢ 1 rozpuszczono w 20 ml wody. Mieszaning oczyszczono
za pomocg DEAE Sephadex (0 — 0,7 M TEAB), co pozwolito wyizolowaé produkt

w formie soli trietyloamoniowej (30 pmol, 9% wydajnosci).

TH NMR (500 MHz, D>0, 25°C): J 8,64 (s, 1H), 8,27 (s, 1H), 6,15 (d, Juu 6,0 Hz, 1H),
4,86 — 4,76 (m, 1H), 4,54 (dd, Juu 5,1, 3,5 Hz 1H), 4,42 — 4,39 (m, 1H), 4,16 — 4,12 (m,
2H) ppm;3' P NMR (202 MHz, D>0, 25°C): & 48,95 (s, 1P).

5'- tiofosforan adenozyny (48 mg, 94 pmol, 1,1 ekwiw.), imidazolowa pochodng
monofosforanu nikotynoamidego (42 mg, 87 pmol, 0,9 ekwiw. ) oraz chlorek cynku (95
mg, 699 umol, 7,4 ekwiw.) zawieszono w DMF (1 ml). Reakcje mieszano
w temperaturze pokojowej przez 1 h. Postep reakcji monitorowano za pomocg RP HPLC.
Powstate diastereoizomery, D1 1 D2, oczyszczono 1 rozdzielono za pomoca
polpreparatywnego RP HPLC (program 5).

Diastereoizomer 1(D1): 99 mOD, 0,006 mmol, 6% wydajnosci,

Diastereoizomer 2(D2): 142 mOD, 0,008 mmol, 8% wydajnosci.
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D1:'H NMR (500 MHz, D>0, 25°C): 6 9,37 (bs, 1H), 9,21 (d, Jiu 6,7 Hz, 1H), 8,89 —
8,84 (m, 1H), 8,57 (s, 1H), 8,27 — 8,23 (m, 1H), 8,22 (s, 1H) 6,12 (d, Juu 5,7 Hz, 1H),
6,09 (d, Jiu 5,8 Hz, 1H), 4,8 — 4,78 (bs, 1H), 4,61 — 4,57 (m, 2H), 4,53 (dd, Jiu 5,2, 3,5
Hz, 1H), 4,51 (dd, Juu 5,1, 2,6 Hz, 1H), 4,42 — 4,37 (m, 2H), 4,29 — 4,23 (m, 3H) ppm;3!
P NMR (202 MHz, D;0, 25°C): ¢ 44,15 (dt, Jep 26,8, 6,3 Hz, 1P), -11,44 (dt, Jpp 26,8,
4,4 Hz, 1P) ppm; HR-MS (ESI, m/z): 678,07981 (obliczone dla C»1H26N7013P2S™:
678,07900).

D2: 'H NMR (500 MHz, D0, 25°C): 9 9,37 (bs, 1H), 9,23 (d, Jixi 6,3 Hz, 1H), 8,86 (dt,
Jin 8,1, 1,4 Hz, 1H), 8,58 (s, 1H), 8,26 — 8,23 (m, 1H), 8,22 (s, 1H), 6,12 (d, Jiu 5,7 Hz,
1H), 6,09 (d, Jix 5,9 Hz, 1H), 4,80 — 4,79 (bs, 1H), 4,60 — 4,56 (m, 2H), 4,53 (dd, Jizx
5,0,3,5 Hz, 1H), 4,49 (dd, JiLn 5,0, 2,6 Hz, 1H), 4,47 — 4,39 (m, 2H), 4,32 — 4,23 (m, 3H)
ppm;3 P NMR (202 MHz, D20, 25°C): § 44,32 (dt, Jop 28,4, 6,3 Hz, 1P), -11,26 - -11,56
(m, 1P) ppm; HR-MS (ESI, m/z): 678,07979 (obliczone dla CziH26N7013P2S™:
678,07900)

6.1.2.4. Synteza 5'-tio- 5'-[difosfo-(nikotynamid B-D-ribofuranos-1'-yl)]
5'-deoksyadenozyny (Npp-5’S-A)

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg 0 NH;
. . . HoN X NN
opisang w literaturze®®.  Tiofosforan "~ J\(j o o <
N* 0-P-0-P-S o NN
trietyloamoniowy (odparowany z ~ot o O
OH OH OH OH

acetonitrylu) (332,8 mg, 0,8 mmol, 2 ekwiw.)

rozpuszczono w DMF (8 ml), a nastgpnie dodano DBU (119,4 ul, 0,8 mmol, 2 ekwiw. ).
Po 5 min mieszania dodano 5'-deoksy-5'-jodoadenozyne!?* (422 mg, 0,4 mmol).
Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 1 h i oczyszczono za
pomoca chromatografii jonowymiennej DEAE-Sephadex. Otrzymano 0,3 mmol
produktu koncowego (65% wydajnosci).

Reakcje sprzggania przeprowadzono wedlug procedury ogdlnej z uzyciem
5'-deoksy-5'-monofosforanu 5'-tioadenozyny (21,3 mg, 50 pmol), imidazolowe;j
pochodnej nukleotydu nikotynamidowego (37,5 mg, 50 umol, 1 ekwiw.) i chlorku cynku
(45,8 mg, 340 pumol, 7,4 ekwiw.) w DMF (1 mL). Mieszanin¢ reakcyjng mieszano
w temperaturze pokojowej przez 1 h. Reakcj¢ monitorowano za pomocag RP HPLC
i zakonczono przez dodanie roztworu réwnomolowej ilosci EDTA w 10 ml wody

idoprowadzono do pH 7 za pomoca wodorowgglanu sodu. Oczyszczanie
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przeprowadzono kolejno za pomocg DEAE Sephadex stosujac liniowy gradient 0-0,4 M
TEAB, a nast¢pnie potpreparatywnego RP HPLC (3,9 umol, 8% wydajnosci).

TH NMR (500 MHz, D0, 25°C): 6 9,37 (bs, 1H), 9,24 (d, Juu 6,3 Hz, 1H), 8,86 (bd, Jiu
8,1 Hz, 1H), 8,36 (s, 1H), 8,24 (dd, Juu 8,1, 6,3 Hz, 1H), 8,22 (s, 1H), 6,14 (d, Juu$5,5
Hz, 1H), 6,02 (d, Juu 5,8 Hz, 1H), 4,84 — 4,81 (bs, 1H), 4,62 — 4,59 (m, 1H), 4,54 (dd,
Juns,2,5,4 Hz, 1H), 4,49 — 4,45 (m, 2H), 4,43 — 4,38 (m, 2H), 4,30 — 4,25 (m, 1H), 3,36
~3,27 (m, 1H), 3,27 — 3,18 (m, 1H) ppm;3! P NMR (202 MHz, D,0, 25°C): J 8,49 (dt,
Jrp 28,7, 12,8 Hz, 1P), -11,29 (d, Jep 28,7, 1P) ppm. HR-MS (ESI, m/z): 678,07961
(obliczone dla C21H26N7013P2S™: 678,07900)

6.1.3. OTRZYMYWANIE ANALOGOW PAPS

NH, NH, NH, NH,
N NN NN N
N N N N
R 1 g me T o LT e T
HO— o N"Ri L ovenro [CPO o N"TRi pocioec 6071 o N7 NTR) imigarg I NF-0—_o NN R
2.POCI5,0°C cl cl cl
OH OH OH OH o OH 0.0
e P
O*? Cl + izomer 2' O// \N
cl - \
2F PAPS: R,=F; Ry=H L N ]
2CF; PAPS: R,=CF3; Ry=H leo
8CF; PAPS: Ry=H; R,=CF;
NH, NH, NH,
NN NN N
N N N
4 4 o R,
9.9 RZ%N ‘ A ruazaT2 797 7(‘)‘7 RZ%NI:\ S0, NZN B 24<N ‘N/)\R
0-8-0-P-0— g N7 "Ry «——= 0-$-0-9-07 o N" R ~<figer, ove N o !
o o o O o
o OH o_ 0 0. 0
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Procedura ogolna: Do roztworu nukleozydu (1 ekwiw.) w fosforanie trimetylu (0,2 — 0,5

M) dodano POCI; (3 ekwiw.). Reakcj¢ prowadzono w temperaturze 0°C (taZnia lodowa)
1 mieszano przez 1-3 h. Postep reakcji analizowano za pomoca RP HPLC. Po stwierdzeniu
catkowitej konwersji w produkt dodano drugg porcje POCI; (6 ekwiw.). Mieszaning
pozostawiono na noc w 0°C 1 pozwolono ogrza¢ si¢ do 24°C, a nast¢pnie przelano do
zimnego eteru dietylowego, w celu wytracenia nukleotydu i odwirowano. Supernatant
odrzucono, a osad rozpuszczono w fosforanie trimetylu. Nastepnie dodano imidazol (54
ekwiw.). Po 1 h reakcje zahamowano dodajac wode (10 x obj.) 1 oczyszczono za pomocg
DEAE-Sephadex stosujac liniowy gradient TEAB, aby otrzymac¢ produkt w postaci
roztworu soli trietyloamoniowej. Tak otrzymanag imidazolowa pochodna nukleotydu
przechowywano w temp -20°C. W celu uzycia w reakcji sprzggania produkt
odparowywano pod zmniejszonym cisnieniem z dodatkiem DMF (1 ml). Do
DMF (lub DMSO)

bis(tributyloamoniowego) (4 ekwiw.) (lub podjednostki fosforanowej (3 ekwiw.)) oraz

rozpuszczonego w produktu  dodawano  siarczanu
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MgCl; (8 ekwiw.) (lub ZnCl> (4 ekwiw.)). Produkt reakcji sprzegania oczyszczano za
pomoca ztoza DEAE-Sephadex a nastgpnie metoda RP HPLC. Ostatni etap syntezy
stanowito rozcinanie enzymatyczne (10 mg/ml) z uzyciem RNAzy T2 (750 U, 5 uL/10
mg, MoBiTec) w 50 mM buforze octanu amonu, pH 7.3. Mieszanin¢ reakcyjng
umieszczano w termomiksie w temperaturze 37°C, 300 rpm. Postep reakcji
monitorowano za pomocg RP HPLC. Po 24 h reakcje przefiltrowano przez 10 K Amicon
Ultra-0,5 mL Centrifugal Filters. Pozostaty na filtrze roztwér biatka odrzucono,
a przesgcz wykorzystano jako roztwor podstawowy do eksperymentow NMR (odzysk

wiekszy niz 90%).

6.1.3.1. Synteza 5’-fosfosiarczan -3’-fosfo-2-(fluoro) adenozyny (2-F-PAPS).

Do roztworu 2-fluoroadenozyny (110 mg, 0,39 mmol) w NH,
fosforanie trimetylu (2 ml) dodano POCI; (177 mg, 1,16 o o «ij\‘\

. . R _II_ _II_ N —
mmol, 3 ekwiw.). Po 3 h dodano druga porcje POCIl; (354 ° ?.) ° g_ ° \/_0: NOOF
mg, 2,31 mmol, 6 ekwiw.). Mieszanin¢ pozostawiono na Q@ OH

0=P-0r

noc w 0°C 1 pozwolono ogrza¢ si¢ do 24°C, a nastgpnie
przelano do zimnego eteru dietylowego i odwirowano. Supernatant odrzucono, a osad
rozcienczono w fosforanie trimetylu (2 ml). Po tym czasie dodano imidazol (1414 mg,
20,80 mmol, 54 ekwiw.). Produkt oczyszczono za pomocg DEAE-Sephadex stosujac
liniowy gradient TEAB (0-0,8 M). Wydajno$¢ koncowa: 28%.

Nastepnie 5’-fosfoimidazolid 2',3'-cyklofosfo-2-fluoro adenozyny (63 mg, 0,11 mmol)
1 siarczan bis(tributyloamoniowy) (204 mg, 0,43 mmol, 4 ekwiw.) zawieszono w DMF
2 ml) 1 dodano MgCl, (86 mg, 090 mmol, 8 ekwiw.).
5’-fosfosiarczan-2'3'-cyklofosfo-2-(fluoro) adenozyny zostal oczyszczony za pomoca
DEAE-Sephadex (wydajno$¢: 1189 mOD, 0,08 mmol, 72%), a nastgpnie za pomoca
polpreparatywnego RP HPLC (program 6). Wydajnos$¢ koncowa: 28 mg, 0,01 mmol,
37%. Oczyszczony produkt poddano rozcinaniu enzymatycznemu zgodnie z procedurg

0golng.

5’-fosfosiarczan 2'.3'-cyklofosfo-2-fluoro adenozyny:

TH NMR (500 MHz, D,0): 8 8,36 (s, 1H), 6,23 (d, Juu 4,2 Hz, 1H), 5,41 (ddd, Juu 4,3,
6,7, 11,0 Hz, 1H), 5,27 — 5,20 (m, 1H), 4,66- 4,61 (m, 1H), 4,31 — 4,23 (m, 2H) ppm,
3P NMR (202 MHz, D>0): § 20,50 (d, Jpui 7,4, 11,0 Hz, 1P), -9,98 - -10,15 (m, 1P) ppm,
19F NMR (471 MHz, D;0): 8 — 52,46 (s, 1F) ppm.
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5’-fosfosiarczan 3'-fosfo-2-fluoro adenozyny:

TH NMR (500 MHz, D>0): & 8,49 (s, 1H), 6,05 (d, Juu 6,9 Hz, 1H), 4,85 — 4,72 (m,
nakladanie si¢ z D,0, 2H), 4,60 — 4,57 (m, 1H), 4,29 — 4,20 (m, 2H) ppm, 3'P NMR (202
MHz, D>0): § 3,64 — 3,29 (m, 1H), -9,57 - -9,82 (m, 1P) ppm, 1°’F NMR (471 MHz, D,0):
0 —52,95 (s, 1F) ppm. HR-MS (ESI, m/z): 523,96991 (obliczone dla CioH13FNsO13P>S"
[M-H] : 523,96953).

6.1.3.2. Synteza 5’-fosfosiarczanu 3’-fosfo-2-(trifluorometylo)adenozyny

(2-CF3-PAPS).

Do roztworu 2-(trifluorometylo)adenozyny (49 mg,

NH,
N AN
0,15 mmol) w fosforanie trimetylu (1 ml), o o ¢ f\/j‘\
.. ‘0-S-0-P-0 o N7 N7 “cFy
zawierajacego 2,6-lutydyne (47 mg, 0,44 mmol, 3 I k j

ekwiw.), dodano POCI; (67 mg, 0,44 mmol, 3 ekwiw.) Ozg_o_OH
|

w temperaturze -5°C i mieszano przez 4 h. Po tym
czasie dodano druga porcje POCIl; (134 mg, 0,87 mmol, 6 ekwiw.). Mieszaning
pozostawiono na noc w - 5°C, a nastepnie przelano do zimnego eteru dietylowego
1 odwirowano. Do osadu rozcienczonego w fosforanie trimetylu (2 ml), dodano nadmiar
imidazolu (534 mg, 7,85 mmol, 54 ekwiw.). Reakcje zakonczono 10 objetosciami wody
po 1 h 1 oczyszczono za pomocg DEAE-Sephadex stosujac liniowy gradient TEAB
(0 - 0,8 M). Wydajnos¢ koncowa: 163 mOD, 0,02 mmol, 11%.

W nastgpnym  etapie do  2'3'-cyklofosfo-2-trifluorometylo adenozyno
5'-fosfoimidazolidu (10 mg, 0,02 mmol) rozpuszczonym w DMF (0,5 ml) dodano
siarczanu bis(tributyloamoniowego) (17 mg, 0,04 mmol, 2 ekwiw.) oraz MgCl> (16 mg,
0,17 mmol, 11 ekwiw.). 5’-fosfosiarczanu 2’,3’-cyklofosfo-2-(trifluorometylo)
adenozyny oczyszczono przez DEAE-Sephadex (wydajnosé: 68 mOD, 6,4 umol, 42%),
a nastgpnie przez potpreparatywng RP HPLC (program 7). Wydajno$¢ koncowa: 1,2 mg,
1,7 pmol, 27%. Oczyszczony produkt poddano rozcinaniu enzymatycznemu zgodnie

z procedurg ogolna.

5’-fosfosiarczanu 2°,3’-cyklofosfo-2-(trifluorometylo) adenozyny:

TH NMR (500 MHz, D,0): 8 8,56 (s, 1H), 6,44 (d, Juu 3,9 Hz, 1H), 5,49 (ddd, Juu 3,9,
6,6, 10,4 Hz, 1H), 5,31 (ddd, Juu 3,6, 6,6, 8,0 Hz, 1H), 4,71 — 4,64 (m, 1H), 4,30 — 4,25
(m, 2H) ppm, 3P NMR (202 MHz, D0): § 20,55 (dd, Jep 8,0, 10,4 Hz, 1P), -9,85 - -
10,14 (m, 1P) ppm, '°’F NMR (471 MHz, D,0): § — 69,28 (s, 3F) ppm.
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5’-fosfosiarczanu 3’-fosfo-2-(trifluorometylo)adenozyny:

TH NMR (500 MHz, D,0): & 8,68 (s, 1H), 6,27 (d, Jiu 6,7 Hz, 1H), 4,89 — 4,82 (m, 2H),
4,64 — 4,60 (m, 1H), 4,29 — 4,25 (m, 2H) ppm, 3'P NMR (202 MHz, D,0): 6 1,87 - 1,16
(m, 1P), -9,61 - -10,17 (m, 1P) ppm, 'F NMR (471 MHz, D,0): § — 69,24 (s, 3F) ppm.
HR-MS (ESIL, m/z): 573,96687 (obliczone dla C11H13F3N5013P2S” [M-H]: 573,96634).

6.1.3.3. Synteza  5’-fosfosiarczanu  3’-fosfo-8-(trifluorometylo)  adenozyny

(8-CF3-PAPS).

Do roztworu 8-(trifluorometylo) adenozyny (101 mg, 0,30 NH,
o - N A
mmol) w fosforanie trimetylu (2 ml) i 2,6-lutydyny (96 o o Fo—C | /)N
mg, 0,90 mmol, 3 ekwiw.) dodano POCI; (138 mg, 0,90 ©-$-0-P-O o NN
o o} i 7

mmol, 3 ekwiw.) w 0°C 1 mieszano przez 3 h. Po tym O OH
I -
czasie dodano drugg porcj¢ POCl; (276 mg, 1,80 mmol, 6 o=p-0

ekwiw.). Mieszaning pozostawiono na noc w 0°C i pozwolono ogrza¢ si¢ do 24°C,
anastepnie przelano do zimnego eteru dietylowego i1 odwirowano. Supernatant
odrzucono, a osad rozpuszczono w fosforanie trimetylu (2 ml), po czym dodano imidazol
(1101 mg, 16,20 mmol, 54 ekwiw.). Po 1 h reakcje zahamowano 10 obj¢tosciami wody
1 oczyszczono przez DEAE-Sephadex stosujac liniowy gradient TEAB (0 — 0.8 M), aby
otrzymac¢ produkt jako soél trietyloamoniowg (495 mOD, 0,04 mmol, 14% wydajnosci).
Otrzymany produkt odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem w obecno$ci DMF (1ml).
Nastepnie do roztworu 2',3'-cyklofosfo-8-trifluorometylo adenozyno 5'-fosfoimidazolidu
(27 mg, 0,04 mmol) w DMF (2 ml) dodano siarczan bis(tributyloamoniowy) (83 mg, 0,18
mmol, 4 ekwiw.) oraz MgCl, (33 mg, 035 mmol, 8 ekwiw.).
2'3'-cyklofosfo-8-(trifluorometylo) adenozyno-5'-fosforan zostal oczyszczony przez
DEAE-Sephadex (wydajnos$¢: 278 mOD, 0,02 mmol, 56%), a nast¢pnie za pomoca
potpreparatywnej RP HPLC (program 7). Wydajno$¢ koncowa: 7 mg, 0,01 mmol, 43%.

Oczyszczony produkt poddano rozcinaniu enzymatycznemu zgodnie z procedurg ogolng.

5’-fosfosiarczan 2',3'-cyklofosfo-8-(trifluorometylo) adenozyny:

'TH NMR (500 MHz, D,0): 6 8,37 (s, 1H), 6,41 (d, Juu 3,0 Hz, 1H), 5,81 — 5,75 (m, 1H),
5,39 (ddd, Jun 5,3, 7,1, 12,1 Hz, 1H), 4,57 — 4,53 (m, 1H), 4,34 — 4,18 (m, 2H) ppm,
3P NMR (202 MHz, D>0): 6 21,18 (dd, Jpua 7,1, 12,1 Hz, 1P), -9,89 (t, Jou 6,2 Hz, 12,5,
1P) ppm, '’F NMR (471 MHz, D,0): § — 61,74 (s, 3F) ppm.

5’-fosfosiarczan 3'-fosfo-8-(trifluorometylo)adenozyny:
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TH NMR (500 MHz, D;0): & 8,38 (s, 1H), 6,13 (d, Juu 6,1 Hz, 1H), 5,50 (t, Juu 6,1 Hz,
1H), 5,01 — 4,95 (m, 1H), 4,56 — 4,51 (m, 1H), 4,42 — 4,28 (m, 2H) ppm, 3'P NMR (202
MHz, D>0): & 1,04 (d, Jeu 8,8 Hz, 1P), -9,89 (t, Jeu 6,2 Hz, 12,5, 1P) ppm, '°F NMR
(471 MHz, D20): 6 — 61,24 (s, 3F) ppm. HR-MS (ESI, m/z): 573,96678 (obliczone dla
C11H13F3N5013P2S" [M-H]: 573,96634).

6.1.3.4. Synteza imidazolidu 5’-fosforanu -2’°, 3’-cyklofosfo adenozyny (cPAP-Im)

Adenozyn¢ (324 mg; 1,2 mmol) zawieszono w fosforanie NH,
trimetylu (6 ml), nastgpnie dodano pierwsza porcje POCI; - 0 </N | \/)N
(558 mg; 3,64 mmol; 3 ekwiw.). Reacje prowadzono I%/N_C'F;__O {OjN N
temperaturze 0°C (faznia lodowa) przez 1 h. Po tym czasie o=(|§—o-OH
dodano kolejng porcje POCI3 (1116 mg; 7,28 mmol; o

6 ekwiw.). Postgp reakcji badano za pomoca RP HPLC (program 2). Po
24 h i stwierdzeniu catkowitej konwersji substratu mieszaning reakcyjna wylano na
zimny eter dietylowy. Zaobserwowano powstawanie biatego osadu, ktoéry nastepnie, po
odwirowaniu, rozpuszczono w fosforanie trimetylu (7 ml) i dodano nadmiar imidazolu
(4461,0 mg; 65,53 mmol; 54 ekwiw.). Reakcje zakonczono dodajac 10 — krotny nadmiar
wody a nastgpnie oczyszczono metodg chromatografi jonowymiennej (DEAE Sephadex;
0,6 M bufor TEAB). Produkt otrzymano w formie roztworu soli trietyloamoniowe;j

z wydajnoscig 3325 mOD, 0,22 mmol, W=18%. Przechowywano w - 20°C.

6.1.3.5. Synteza 5’-difosforanu -3’-fosfoadenozyny (PAPP)

Roztwoér  cPAP-Im (167 umol) odparowano pod NH,
zmniejszonym cisnieniem z dodatkiem DMF (2 ml). Do o o </N | \/)N
roztworu dodano fosforan trietyloaminy (124,5 mg, 502 _O_Z__O_g__o ;O;N N
pmol, 3 ekwiw.) oraz ZnCl, (182,0 mg, 1,34 mmol, O OH

o:F:’—O'
o
rozcienczony wodny roztwér EDTA (réwno molowy wzgledem ZnCl,) 1 doprowadzono

8 ekwiw.). Reakcje zakonczono dodajac  10-krotnie

do pH 7 za pomocg NaHCOs. Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii
jonowymiennej (DEAE Sephadex; 1,2 M bufor TEAB). Wydajnos¢: 79 mg, 80 pumol,
48%. Nastepnie cykliczny produkt oczyszczono na poétpreparatywnym RP-HPLC

(program 4) i poddano rozcinaniu enzymatycznemu zgodnie z procedurg ogolng.

5’-difosforan -2’ 3’-cyklofosfo adenozyny:
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TH NMR (500 MHz, D,0): 6 8,49 (s, 1H), 8,25 (s, 1H), 6,36 (d, Juu 4,0 Hz, 1H), 5,44
(ddd, Jun 10,9, 6,7, 4,1 Hz, 1H), 5,30 — 5,23 (m, 1H), 4,69 — 4,64 (m, 1H), 4,28 — 4,23
(m, 2H)ppm, 3P NMR (202 MHz, D;0): § 20,63 (dd, Jeu 11,1, 7,3 Hz, 1P), -7,86 - -
11,13 (m, 2P) ppm; HR-MS (ESI, m/z): 487,97835 (obliczone dla C1oH3NsO12P5"
[M-HJ: 487,97790).

5’-difosforan -3’-fosfo adenozyny:

HR-MS (ESI, m/z): 505,98894 (obliczone dla C10H14N5O10P2" [M-H]™: 505,98847).

6.1.3.6. Synteza 5’-trifosforanu -3’-fosfoadenozyny (PAPPP)

cPAP-Im (130 pumol) odparowano pod zmniejszonym NH,
N AN
cis$nieniem z dodatkiem DMF (2 ml). Do roztworu o o o ¢ /)N
) ) ) "‘0-P-0-P-0-P-0 o NN
dodano pirofosforan trietyloaminy (144 mg, 378 pmol, O o o k j
3 ekwiw.) oraz ZnCl; (138,2 mg, 1,0 mmol, 8 ekwiw.). Ozg_o,OH
&

Reakcje prowadzono przez 20 h a nastepnie
zakonczono dodajac 10-krotnie rozcienczony wodny roztwor EDTA (réwno molowy
wzgledem ZnCly) 1 doprowadzono do pH 7 za pomocg NaHCOs. Otrzymany produkt
oczyszczono metoda chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex; 1,2 M bufor
TEAB). Wydajno$¢ koncowa: 82 umol, 63%. Nastepnie cykliczny produkt oczyszczono
na polpreparatywnym RP-HPLC (wydajnos¢: 38,1 mg, 51 umol, 39%) i poddano

rozcinaniu enzymatycznemu zgodnie z procedurg ogélna.

5’-trifosforan -2’ 3’-cyklofosfo adenozyny:

TH NMR (500 MHz, D;0): ¢ 8,38 (s, 1H), 8,15 (s, 1H), 6,29 (d, Jux 4,3 Hz, 1H), 5,43
(ddd, Juw 4,3, 6,7, 11,0 Hz, 1H), 5,27 — 5,22 (m, 1H), 4,65 — 4,59 (m, 1H), 4,31 — 4,25
(m, 2H)ppm, 3'P NMR (202 MHz, D,0): 6 20,76 (dd, Jpr7,5, 11,0 Hz, 1P), -7,07 (d, Jpp
19,7 Hz, 1P), -10,40 (d, Jer 19,3, 5,7 Hz, 1P), -21,33 (dd, Jer 19,7, 19,3 Hz, 1P) ppm;
HR-MS (ESI, m/z): 567,94488 (obliczone dla C10H14N5015P4 [M-H]: 567,94423).

5’-trifosforan -3’-fosfo adenozyny:

TH NMR (500 MHz, D;0): 6 8,58 (s, 1H), 8,27 (s, 1H), 6,18 (d, Juu 5,9 Hz, 1H), 4,90 —
4,85 (m, 1H), 4,82 — 4,78 (m, naktadanie sie z D20, 1H), 4,64 — 4,58 (m, 1H), 4,34 — 4,22
(m, 2H), 4,31 — 4,25 (m, 2H)ppm, 3'P NMR (202 MHz, D,0): 6 1,09 — 0,92 (m, 1P), -
8,63 (d, Jpr 17,3 Hz, 1P), -10,27 (d, Jpp 18,6, 1P), -21,00 - -21,37 (m, 1P)ppm;

HR-MS (ESI, m/z): 585,95546 (obliczone dla C10H16NsO16P4+~ [M-H]: 585,95480).
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6.1.3.7. Synteza 5’-fluoro difosforanu -3’-fosfoadenozyny (PAPPF)
cPAP-Im (0,17 mmol) odparowano pod zmniejszonym

NH,
N
cisnieniem z dodatkiem DMF (2 ml). Do roztworu dodano o o ¢ ﬁ
1} I —
F--0-P-0— o NT N

sol trietyloamonowa fluorofosforanu (126,0 mg, 0,50 & &

mmol, 3 ekwiw.) oraz ZnCl, (182,0 mg, 1,34 mmol, 8 Q@ OH

0=P-0r
ekwiw.). Reakcj¢ prowadzono przez 18 h a nastepnie y

zakonczono dodajac 10-krotnie rozcienczony wodny roztwor EDTA (réwno molowy
wzgledem ZnCl,) i doprowadzono do pH 7 za pomocag NaHCOs3. Otrzymany produkt
oczyszczono metodg chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex; 1,0 M bufor
TEAB). Wydajnos¢: 0,10 mmol, 60%. Nastepnie cykliczny produkt oczyszczono na
poOtpreparatywnym RP-HPLC (program 4) i poddano rozcinaniu enzymatycznemu

zgodnie z procedurg ogblna.

5’- fluoro difosforan — 3°, 2’-cyklofosfo adenozyny:

TH NMR (400 MHz, D>0): 6 8,42 (s, 1H), 8,28 (s, 1H), 6,37 (d, Juu 4,1 Hz, 1H), 5,50 —
5,42 (m, 1H), 5,28 — 5,21 (m, 1H), 4,68 — 4,64 (m, 1H), 4,30 — 4,22 (m, 2H) ppm,
3P NMR (162 MHz, D;0): § 20,62 (dd, Jop 7,4, 11,0 Hz, 1P), -10,65 — -10,92 (m,
1P), -17,04 (dd, Jep 19,7, 934,4 Hz, 1P) ppm. HR-MS (ESI, m/z): 489,97393 (obliczone
dla CioH12FNsO11P3” [M-H] : 489,97357).

5’-fluoro difosforan - 3’-fosfo adenozyny:

TH NMR (500 MHz, D;0): d 8,55 (s, 1H), 8,32 (s, 1H), 6,21 (d, Jiu 6,6 Hz, 1H), 4,91 —
4,82 (m, 2H), 4,64 — 4,59 (m, 1H), 4,28 — 4,23 (m, 2H)ppm, 3'P NMR (202 MHz, D>0):
01,17 - 0,48 (m, 1P), -10,39 — -10,74 (m, 1P), -14,45 — 19,43 (m, 1P) ppm, ’F NMR
(471 MHz, D20): 6 — 73,61 (d, Jrp 933,9 Hz, 1F) ppm. HR-MS (ESI, m/z): 507,98449
(obliczone dla C1oH14FNsO12P3” [M-H]: 507,98413).

6.1.3.8. Synteza 5’-difosforanu propargilu,3’-fosfoadenozyny (PAPP-prop)

Roztwér cPAP-Im (60 pmol) odparowano pod

NH,
zmniejszonym cisnieniem z dodatkiem DMF (2 ml). Do o o <,N f)N
1l 1l 7
roztworu dodano fosforan propargilu (41,6 mg, e o) N
. /oo Ny
177 pmol, 3 ekwiw.) oraz MgCl (44,8 mg, 472 umol, O OH

|
0=P-0-
8 ekwiw.). Reakcje prowadzono przez 20 h a nast¢pnie )

zakonczono dodajgc 10-krotnie rozcienczony wodny roztwor EDTA (réwno molowy

wzgledem ZnCl,) i doprowadzono do pH 7 za pomocg NaHCOs3. Otrzymany produkt
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oczyszczono metodg chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex; 1,0 M bufor
TEAB). Wydajno$¢: 30 pumol, 52%. Nastgpnie cykliczny produkt oczyszczono na
poOtpreparatywnym RP-HPLC (program 5) i poddano rozcinaniu enzymatycznemu

zgodnie z procedurg ogdlna.

5’-difosforan propargilu — 3°, 2’-cyklofosfo adenozyny:

TH NMR (400 MHz, D:0): 6 8,43 (s, 1H), 8,25 (s, 1H), 6,37 (d, Juu 4,1 Hz, 1H), 5,51 —
5,44 (m, 1H), 5,29 — 5,23 (m, 1H), 4,66 — 4,61 (m, 1H), 4,49 — 4,44 (m, 2H), 4,28 — 4,23
(m, 2H)ppm, 3'P NMR (162 MHz, D,0): J 20,70 (dd, Jep 10,8, 7,7 Hz, 1P), -10,53 — -
10,79 (m, 2P) ppm. HR-MS (ESI, m/z): 525,99406 (obliczone dla Ci3H15N5012P3™ [M-
H]™: 525,99355).

5’-difosforan propargilu — 3’-fosfo adenozyny:

HR-MS (ESIL, m/z): 544,00474 (obliczone dla C13H7NsO13P3~ [M-H]: 544,00412).

6.1.3.9. Synteza 5’-fosforanu-C-fosfonianu etynylu, 3’-fosfoadenozyny (PAPPCCH)

Do kolby z rozpuszczonym w DMF (1 ml) C-fosfonianem

etynylu (11,7 mg, 563 pmol, 4 ekwiw.) oraz MgCh o o </N lN\::,
(53,5mg, 563 pmol, 4 ekwiw.) dodano uprzednio =—P-0-P-0 o NN
odparowany pod zmniejszonym ci$nieniem (z dodatkiem o0 o OH

1 ml DMF) cPAP-Im (141 pmol). Reakcj¢ prowadzono o=g_—0*

przez 24 h a nastgpnie zakonczono dodajgc 10-krotnie rozcienczony wodny roztwor
EDTA (réwno molowy wzgledem ZnCl) 1 doprowadzono do pH 7 za pomocg NaHCOs.
Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii jonowymiennej (DEAE
Sephadex; 1,0 M bufor TEAB). Wydajnos¢: 60 pmol, 36%. Cykliczny produkt
oczyszczono na polpreparatywnym RP-HPLC (program 5) i poddano rozcinaniu

enzymatycznemu zgodnie z procedurg og6lna.

5’-fosforan-C-fosfonian etynylu, 2, 3’-cyklofosfoadenozyny:

TH NMR (500 MHz, D>0): J 8,44 (s, 1H), 8,27 (s, 1H), 6,37 (d, Jiu 4,2 Hz, 1H), 5,46
(ddd, Junu 11,1, 6,7, 4,1 Hz, 1H), 5,30 — 5,24 (m, 1H), 4,69 — 4,64 (m, 1H), 4,31 — 4,24
(m, 2H)ppm, 3'P NMR (202 MHz, D,0): 6 20,67 (dd, Jpu 11,2, 7,4 Hz, 1P), -11,08 — -
11,35 (m, 1P), -20,98 (dd, Jep 22,2, 12,4 Hz, 1P) ppm. HR-MS (ESI, m/z): 495,98262
(obliczone dla C12H13NsO11P3" [M-H]: 495,98299).

5’-fosforan-C-fosfonian etynylu, 3’-fosfoadenozyny:

HR-MS (ESI, m/z): 513,99379 (obliczone dla C12H15sNsO12P3” [M-H]™: 513,99355).
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6.1.3.10. Synteza 5’-metyleno bis-fosfonian 3’-fosfoadenozyny(PAPCH:2P)

Adenozyne (214 mg, 0,8 mmol) rozpuszczono NH,
w formamidzie (40 ml) i dodano KHPO: (0.IM). o o </N | \/)N
Reakcje prowadzono w laznie olejowej w 140°C przez 'O"F.’_/\'.D_"O o NN
12 h a nastepnie w temperaturze pokojowej przez 12 h. ° O OH
Reakcje  oczyszczono  metoda  chromatografii O:(Fl;__o-

jonowymiennej (DEAE Sephadex; 0,6 M bufor TEAB). Produkt odparowano a nastepnie

zliofilizowano. Wydajnos¢ koncowa: 160,0 mg, 0,33 mmol, 28%.

2.3’-cyklofosfoadenozyna:

TH NMR (500 MHz, D,0): ¢ 8,30 (s, 1H), 8,20 (s, 1H), 6,27 (d, Juu 4,3 Hz, 1H), 5,46
(ddd, Junu 10,7, 6,8, 4,3 Hz, 1H), 5,18 — 5,11 (m, 1H), 4,49 (q, Juu 3,9 Hz, 1H), 3,94 (dd,
Jun 12,7, 3,9 Hz, 1H), 3,88 (dd, Junu 12,7, 4,3 Hz, IH)ppm, 3'P NMR (202 MHz, D,0):
020,98 — 20,83 (m, 1P) ppm.

2,3’-cyklofosfo adenozyn¢ (250 mg, 0,58 mmol) zawieszono w PO(OCH3); (5 ml)

a nastepnie dodano 5 pl TEA. Reakcje umieszczono w tazni lodowej (temp. 0°C). Po
catkowitym rozpuszczeniu substratu dodano bis-dichlorofosforan metylu (1,75 mmol,
3 ekwiw.). Reakcje prowadzono przez 20 h a nastgpnie zakonczono dodajac 10-krotnie
rozcienczony wodny roztwor EDTA (réwno molowy wzgledem ZnCl,)i doprowadzono
do pH 7 za pomocg NaHCOs. Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii
jonowymiennej (DEAE Sephadex; 0,5 M bufor TEAB). Wydajnos¢: 32 umol, 6%.

5’-metyleno bis-fosfonian 2,3’-cyklofosfoadenozyny:

TH NMR (500 MHz, D>0): 6 8,60 (s, 1H), 8,40 (s, 1H), 6,41 (d, Juu 3,7 Hz, 1H), 5,50
(ddd, Jun 104, 6,6, 3,7 Hz, 1H), 5,32 — 5,25 (m, 1 H), 4,70 — 4,66 (m, 1 H), 4,27 — 4,17
(m, 2 H)ppm, 3'P NMR (202 MHz, D>0): 6 20,59 (dd, Jep 10,7, 8,2 Hz, 1P), 19,22 —
18,81 (m, 1 P), 16,45 — 15,95 (m, 1 P)ppm. HR-MS (ESI, m/z): 485,99932 (obliczone
dla C11H15NsO11P3 [M-H]: 485,99864).

5’-metyleno bis-fosfonian 3’-fosfoadenozyny:

HR-MS (ESI, m/z): 504,00951 (obliczone dla C11H;7Ns012Ps[M-H]: 504,00920).

Procedura ogolna otrzymywania nukleotydow modyfikowanych na zasadach:

6- lub 2- chloropurynorybozyd (1 ekwiw.) zawieszono w H>O (lub DMSO w przypadku
modyfikacji C2), nastgpnie dodano linker (propargiloaming, 1-amino-2-azydo etyl lub
8-azydo-3,6-dioksyoktano-1-amino) (10 ekwiw.). Reakcje prowadzono odpowiednio

przez 1 h lub 48 h . Postep reakcji badano za pomocg RP HPLC. Produkt oczyszczono
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metoda chromatografii zelowej (DCM : MeOH 9:1). Dalsze etapy reakcji prowadzono
zgodnie z procedurg otrzymywania analogow PAPS (6.1.3. Otrzymywanie analogéw

PAPS) lub PAP (6.1.4. Synteza analogdw PAP).

6.1.3.11. Synteza 5’-difosforanu -3’-fosfo-6-(propargilamino) adenozyny
(N6-prop-PAPP)

Reakcje prowadzono w 0°C. 6-(propargiloamino)

(2 ml) a nastepnie dodano destylowany POCI;3 (18 mg, 'O—FI’_—O—P——O

HN N
adenozyne (12 mg, 40 umol) zawieszono w PO(OMe); o o (ij“
N N/
7 :o:

121 pmol , 3 ekwiw.). Postep reakcji badano metodg RP Q@ OH

0=p-0r

HPLC (program 3). Po zaobserwowaniu calkowitej
konwersji do monofosforanu (ok. 3 h) dodano kolejng porcje POCl3 (37 mg, 242 umol ,
6 ekwiw.). Reakcje pozostawiono na lodzie na noc a nast¢pnie wylano na zimny eter
dietylowy. Ponownie rozpuszczono w PO(OMe); 1 dodano imidazol (148 mg, 2,178
mmol, 54 ekwiw.), mieszano przez 1 h a nastgpnie zakonczono 10 — krotnym nadmiarem
wody. Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii jonowymiennej (DEAE
Sephadex; 0,8 M bufor TEAB). Wydajno$¢: 20 umol, W=50%.

Roztwor N6-propargilo cPAP-Im (20 pmol) odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem
z dodatkiem DMF (1 ml). Do roztworu dodano fosforan trietyloaminy (15 mg, 60 pumol,
3 ekwiw.) oraz ZnCl> (11 mg, 80 pumol, 4 ekwiw.). Reakcje analizowano metoda RP
HPLC (program 3). Po stwierdzeniu konwersji w produkt zakonczono dodajac 10-krotnie
rozcienczony wodny roztwor EDTA (rowno molowy wzgledem ZnCly) i doprowadzono
do pH 7 za pomoca NaHCOs3. Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii
jonowymiennej (DEAE Sephadex; 1,0 M bufor TEAB). Wydajnos¢: 13 umol, 63%.
Nastepnie cykliczny produkt oczyszczono na potpreparatywnym RP-HPLC (program 5)

1 poddano rozcinaniu enzymatycznemu zgodnie z procedura ogdlna.

5’-difosforan -2°,3’-cyklofosfo-6-(propargilamino) adenozyna:

'TH NMR (400 MHz, D>0): 6 8,47 (s, 1H), 8,36 (s, 1H), 6,38 (d, Juu 4,1 Hz, 1H), 5,46
(ddd, Jun 11,1, 6,7, 4,2 Hz, 1H), 5,31- 5,22 (m, 1H), 4,70 — 4,62 (m, 1H), 4,40 (bs, 1H),
4,25 (dd, Jun 5,2, 3,5 Hz, 2H), 2,63 (t, Juu 2,5 Hz, 1H)ppm, 3'P NMR (162 MHz, D>0):
0 19,63 (dd, Jep 11,5, 7,0 Hz, 1P), -10,89 (d, Jpp 20,9 Hz, 1P), -11,49— -11,74 (m, 1P)
ppm; HR-MS (ESI, m/z): 525,99407 (obliczone dla C13H16NsO12P3" [M-H]: 525,99355).

5’-difosforan -3’-fosfo-6-(propargilamino) adenozyna:
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MS (ESI, m/z): 544,1 (obliczone dla C13H17Ns013P3” [M-H]: 544,0).

6.1.3.12. Synteza 5’-difosforanu -3’-fosfo-6-(1-amino-2-azydo etyl) adenozyny
(N6-AE-PAPP)

Zwigzek otrzymany przez studentke Oktawig NN
Wawrzyniec pod moja opieka. Reakcje prowadzono o o </N | \)N
o : “0-P-0-P-0 NN
w 0°C. 6-(1-amino-2-azydo etyl) adenozyne (100 mg, o b \/-O:
0,3 mmol) zawieszono w PO(OMe); (2 ml) a o—g—o-OH
nastgpnie dodano destylowany POCI; (138 mg, 0,9 o

mmol, 3 ekwiw.). Postep reakcji badano metoda RP HPLC (program 3). Po
zaobserwowaniu catkowitej konwersji do monofosforanu (ok. 3 h) dodano kolejng porcje
POCI; (276 mg, 1,8 mmol, 6 ekwiw.). Reakcje pozostawiono na lodzie na noc a nastgpnie
wylano na zimny eter dietylowy. Ponownie rozpuszczono w PO(OMe)s i dodano imidazol
(1103 mg, 16,2 mmol, 54 ekwiw.), mieszano przez 1 h a nastepnie zakonczono 10 —
krotnym nadmiarem wody. Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii
jonowymiennej (DEAE Sephadex; 0,8 M bufor TEAB). Wydajno$¢: 102 umol, W=34%.
Roztwor N6-AE-cPAP-Im (73 pmol) odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem
z dodatkiem DMF (2 ml). Do roztworu dodano fosforan trietyloaminy (58 mg, 292 pmol,
4 ekwiw.) oraz ZnCl; (40 mg, 292 umol, 4 ekwiw.). Reakcj¢ analizowano metoda RP
HPLC (program 3). Po stwierdzeniu konwersji w produkt zakonczono réwno molowym,
wodnym roztworem EDTA (10-krotny nadmiar) i doprowadzono do pH 7 za pomoca
NaHCOs. Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii jonowymiennej
(DEAE Sephadex; 1,0 M bufor TEAB). Wydajnos¢: 23 mg, 30 umol, 41%. Nastepnie
cykliczny produkt oczyszczono na potpreparatywnym RP-HPLC (program 5) 1 poddano

rozcinaniu enzymatycznemu zgodnie z procedura og6lna.

5’-difosforan -2°,3’-cyklofosfo-6-(1-amino-2-azydo etyl) adenozyna:

'TH NMR (500 MHz, D>0): J 8,46 (s, 1H), 8,33 (s, 1H), 6,38 (d, Jiu 4,2 Hz, 1H), 5,46
(ddd, Junu 11,5, 6,6, 4,2 Hz, 1H), 5,30— 5,23 (m, 1H), 4,69 — 4,64 (m, 1H), 4,26 (dd, Jun
5,2, 3,4 Hz, 2H), 3,85 (bs, 2H), 3,66 (dd, Jiu 6,2, 5,0 Hz, 2H) ppm, 3'P NMR (202 MHz,
D»0): 6 19,71 (dd, Jpp 11,5, 7,0 Hz, 1P), -10,79 (d, Jep 20,9 Hz, 1P), -11,51 (d, Jpp 20,9
Hz, 1P) ppm; HR-MS (ESI, m/z): 557,00977 (obliczone dla Ci2Hi6NgO12P3™ [M-H]:
557,01060).

5’-difosforan -3’-fosfo-6-(1-amino-2-azydo etyl) adenozyna:
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HR-MS (ESI, m/z): 575,02126 (obliczone dla C12HisNsO13P3” [M-H]: 575,02117).

6.1.3.13. Synteza 5’-difosforanu -3’-fosfo-6-(8-azydo-3,6-dioksyoktano-1-amino)
adenozyny (N6-PEG-PAPP)

Zwigzek otrzymany przez studentke WS O g~
. . . . N A
Oktawie Wawrzyniec pod mojg opieka. o o % /)N
. o «(1-amino-2- ©O-P-0-P-0 NTON
Reakcje prowadzono w 0°C. 6-(1-amino-2 oy 7 :o:
azydo etyl) adenozyne (150 mg, 0,4 mmol) O OH
0=P-0r
zawieszono wPO(OMe); (3 ml) a o

nastepnie dodano destylowany POCI; (161 mg, 1,2 mmol, 3 ekwiw.). Postep reakcji
badano metoda RP HPLC (program 3). Po zaobserwowaniu catkowitej konwersji do
monofosforanu (ok. 3 h) dodano kolejng porcje POCl;3 (322 mg, 2,4 mmol, 6 ekwiw.).
Reakcje pozostawiono na lodzie na noc a nastgpnie wylano na zimny eter dietylowy.
Ponownie rozpuszczono w PO(OMe)s i dodano imidazol (1287 mg, 18,9 mmol, 54
ekwiw.), mieszano przez 1 h a nastgpnie zakonczono 10 — krotnym nadmiarem wody.
Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii jonowymiennej (DEAE
Sephadex; 0,8 M bufor TEAB). Wydajnos¢: 122 pmol, W=35%.

Roztwor N6-PEG-cPAP-Im (122 pmol) odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem
z dodatkiem DMF (2 ml). Do roztworu dodano fosforan trietyloaminy (97 mg, 488 umol,
4 ekwiw.) oraz ZnCl (66 mg, 488 umol, 4 ekwiw.). Reakcje analizowano metoda RP
HPLC (program 3). Po stwierdzeniu konwersji w produkt zakonczono réwno molowym,
wodnym roztworem EDTA (10-krotny nadmiar) i doprowadzono do pH 7 za pomoca
NaHCOs. Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii jonowymiennej
(DEAE Sephadex; 1,0 M bufor TEAB). Wydajnos¢: 38 mg, 45 umol, 37%. Nastepnie
cykliczny produkt oczyszczono na potpreparatywnym RP-HPLC (program 5) 1 poddano

rozcinaniu enzymatycznemu zgodnie z procedura ogélna.

5’-difosforan -2°,3’-cyklofosfo-6-(8-azydo-3.6-dioksyoktano-1-amino) adenozyny:

'"H NMR (500 MHz, D>0): J 8,47 (s, 1H), 8,33 (s, 1H), 6,38 (d, Jiu 4,2 Hz, 1H), 5,46
(ddd, Jun 11,1, 6,6, 4,2 Hz, 1H), 5,30— 5,23 (m, 1H), 4,69 — 4,64 (m, 1H), 4,25 (dd, Jin
5,2, 3,4 Hz, 2H), 3,87 — 3,82 (m, 4H), 3,76 — 3,71 (m, 2H), 3,71 — 3,66 (m, 2H), 3,66 —
3,60 (m, 2H), 3,41 — 3,35 (m, 2H) ppm, 3'P NMR (202 MHz, D;0): 6§ 19,69 (dd, Jep 11,5,
7,0 Hz, 1P), -10,80 (d, Jep 20,9 Hz, 1P), -11,53 (d, Jpp 20,9 Hz, 1P) ppm; HR-MS
(ESI, m/z): 645,06232 (obliczone dla C1sH24NgO14P3" [M-H]: 645,06303).
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5’-difosforan -3’-fosfo-6-(8-azydo-3,6-dioksyoktano-1-amino) adenozyny:
HR-MS (ESI, m/z): 663,07353 (obliczone dla C16H26NgO15P3” [M-H]: 663,07360).

6.1.3.14. Synteza 5’-difosforanu -2’,3’-cyklofosfo-2-(8-azydo-3,6-dioksyoktano-1-
amino) adenozyny (N2-PEG-cPAPP)

Reakcje prowadzono w 0°C. 2-(1- NH,
amino-2-azydo etyl) adenozyne¢ (50 o o <,N | “‘)N\
I I = 0 N
mg, 0,1 mmol) zawieszono w o-f-0--0 o )TN H/\/ o
o o k ﬁ
PO(OMe); (1 ml) a nastepnie dodano ofg o-OH
destylowany POCIl3 (48 mg, 0,3 o

mmol, 3 ekwiw.). Postep reakcji badano metoda RP HPLC (program 3). Po
zaobserwowaniu catkowitej konwersji do monofosforanu (ok. 7 h) dodano kolejng porcje
POCI3 (97 mg, 0,6 mmol, 6 ekwiw.). Reakcje¢ pozostawiono na lodzie na noc a nast¢pnie
wylano na zimny eter dietylowy. Ponownie rozpuszczono w PO(OMe)s 1 dodano imidazol
(386 mg, 5,7 mmol, 54 ekwiw.), mieszano przez 1 h a nastgpnie zakonczono 10 — krotnym
nadmiarem wody. Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii
jonowymiennej (DEAE Sephadex; 0,8 M bufor TEAB). Wydajnos$¢: 15 pmol, W=14%.
Roztwor C2-PEG-cPAP-Im (15 pmol) odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem
z dodatkiem DMF (1 ml). Do roztworu dodano fosforan trietyloaminy (11 mg, 45 pmol,
3 ekwiw.) oraz ZnCl (16 mg, 119 umol, 8 ekwiw.). Reakcje analizowano metoda RP
HPLC (program 3). Po stwierdzeniu konwersji w produkt zakonczono dodajac 10-krotnie
rozcienczony wodny roztwor EDTA (réwno molowy wzgledem ZnCl») i doprowadzono
do pH 7 za pomoca NaHCOs3. Otrzymany produkt oczyszczono metoda RP-HPLC
(program 5; wydajnos¢: 1 mg, 1,5 umol, 10%)

HR-MS (ESI, m/z): 660,07460 (obliczone dla C1sHasNoO14P5 [M-H]: 660,07393).

6.1.3.15. Synteza 5’-fosforanu -3’-fosfo-8-(1-amino-2-azydo etyl) adenozyny
(C8-AE-PAPP)

C8-bromoadenozyng (120 mg, 348 umol) zawieszono w " N NH,
etanolu (2 ml) i dodano 1-amino-2-azydo etyl (299 mg, o o \/\H_</ | \/)N
3,48 mmol, 10 ekwiw.). Reakcje mieszano i poddano -o—z_—o—g_—o o) N
dzialaniu mikrofal przez 1.5 h w 160 °C, 50W. Postep _? OH
reakcji analizowano metoda RP HPLC (program 3). O_(I'D)-_O

Produkt oczyszczono metoda chromatografii NP Flash (Faza A: DCM, Faza B:
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DCM:MeOH 8:2, gradient liniowy 0-100% fazy B w 20 min). Wydajnos¢: 223 pumol,
64%. Otrzymany produkt byl zanieczyszczony 8-(1-amino-2-azydo-ethyl)adenina.
C8-(1-amino-2-azydo-etyl) adenozyne (86 mg, 0,15 mmol) rozpuszczono w fosforanie
trimetylu (1 ml) a nast¢pnie dodano destylowany POCI3 (68 mg, 0,44 mmol, 3 ekwiw.).
Postep reakcji badano metoda RP HPLC (program 3). Po zaobserwowaniu catkowitej
konwersji do monofosforanu (ok. 3 h) dodano kolejna porcje POCI; (136 mg, 0,89 mmol,
6 ekwiw.). Reakcje pozostawiono na lodzie na noc a nastgpnie wylano na zimny eter
dietylowy. Ponownie rozpuszczono w fosforanie trimetylu, dodano imidazol (543 mg, 8,0
mmol, 54 ekwiw.) i mieszano przez 1 h. Reakcje zakonczono poprzez dodanie
10- krotnego nadmiaru wody i wyizolowano metoda chromatografii jonowymiennej
DEAE-Sephadex stosujac liniowy gradient TEAB (0 — 0,8 M). Otrzymano produkt
w formie soli trietyloamoniowej (wydajnos¢: 498 mOD, 33 pmol, 22%).

Roztwér C8-AE-cPAP-Im (12 umol) odparowano pod zmniejszonym ci§nieniem
w obecnos$ci DMF (2ml). Nastepnie do roztworu dodano fosforan trietyloaminy (9 mg,
35 umol, 2 ekwiw.) oraz ZnCl (15 mg, 94 umol, 8 ekwiw.). Reakcje prowadzono przez
24 h a nastepnie zakonczono réwno molowym (wzgledem Zn), wodnym roztworem
EDTA 1 doprowadzono do pH 7 za pomocg NaHCO3. Otrzymany produkt oczyszczono
metoda chromatografii jonowymiennej] (DEAE Sephadex; 0,6 M bufor TEAB).
Wydajnos¢: 10 umol, 84%. Nastgpnie cykliczny produkt oczyszczono na
polpreparatywnym RP-HPLC (program 5) i poddano rozcinaniu enzymatycznemu

zgodnie z procedurg og6lng (Wydajnos¢: 5 umol, 43%).

5’-fosforan -2’°.3’-cyklofosfo-8-(1-amino-2-azydo etyl) adenozyny:
HR-MS (ESI, m/z): 572,02205 (obliczone dla C12H17NoO12P3" [M-H]: 572,02150).

5’-fosforan -3’-fosfo-8-(1-amino-2-azydo etyl) adenozyny:

HR-MS (ESI, m/z): 590,03280 (obliczone dla C12H19NoO13P3” [M-H]: 590,03206).

6.1.3.16. Synteza 5’-fosfosiarczanu -3’-fosfo-C8-(1-amino-2-azydo etyl) adenozyny
(C8-AE-PAPS)

C8-(1-amino-2-azydo-etyl) adenozyne (86 mg, 0,15 " N NH
mmol) rozpuszczono w fosforanie trimetylu (1 ml) a o 0 H_</ \/)N
nastgpnie dodano destylowany POCI3 (68 mg, 0,44 mmol, 'o—(lsi—o—g_—o <O>N N

3 ekwiw.). Postep reakcji badano metoda RP HPLC _(? OH
(program 2). Po zaobserwowaniu catkowitej konwersji do o—g_—o
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monofosforanu (ok. 3 h) dodano kolejng porcje POCl; (136 mg, 0,89 mmol, 6 ekwiw.).
Reakcje pozostawiono na lodzie na noc a nastgpnie wylano na zimny eter dietylowy.
Ponownie rozpuszczono w fosforanie trimetylu, dodano imidazol (543 mg, 8,0 mmol, 54
ekwiw.) 1 mieszano przez 1 h. Reakcje zakonczono poprzez dodanie 10- krotnego
nadmiaru wody i wyizolowano metodg chromatografii jonowymiennej DEAE-Sephadex
stosujac liniowy gradient TEAB (0 — 0,8 M). Otrzymano produkt w formie soli
trietyloamoniowej (wydajnos$¢: 498 mOD, 33 pmol, 22%).

Roztwér C8-AE-cPAP-Im (30 umol) odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem
wobecnosci  DMF  (2ml).  Nastepnie do  roztworu dodano  siarczan
bis(tributyloamoniowy) (33 mg, 70 umol, 2 ekwiw.) oraz MgCl, (28 mg, 290 umol,
9 ekwiw.). Reakcje prowadzono przez 24 h a nastgpnie zakonczono rowno molowym
(wzgledem Zn), wodnym roztworem EDTA i1 doprowadzono do pH 7 za pomoca
NaHCOs. Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii jonowymiennej
(DEAE Sephadex; 1,0 M bufor TEAB, wydajno$¢: 13 umol, 43%) a nast¢pnie za pomocg
potpreparatywnej RP HPLC. Produkt kofncowy poddano rozcinaniu enzymatycznemu

zgodnie z procedurg ogdlna.

5’-fosfosiarczanu -2°.3’-cyklofosfo-C8-(1-amino-2-azydo etyl) adenozyny:

MS-ESI, m/z: 572,9 (obliczone dla C12H16N9O12P2S™ [M-H]: 572,0).

5’-fosfosiarczanu -3’-fosfo-C8-(1-amino-2-azydo etyl) adenozyny:

MS-ESI, m/z: 590,1 (obliczone dla Ci12H1sNoO13P2S™ [M-H]: 590,0).

6.1.3.17. Synteza 5’-fosfosiarczanu 3’-fosfo-N6-(8-azydo-3,6-dioksyoktano-1-amino)
adenozyny (N6-PEG-PAPS)

6-chloropuryno rybozyd (298 mg, 1,05 HN SO g Ns
mmol) zawieszono w wodzie (2 ml) o o </N | \)N

. . _ _II_ _II_ N N/

1 dodano 8-azydo-3,6-dioksyoktano-1- ° (.S). ° Z_ ° {Oj

amine (521 mg, 2,99 mmol, 3 ekwiw.). ¢ O

0=p-0r

Reakcje  mieszano  przez 2  dni

w temperaturze pokojowej. Postep reakcji analizowano metodg RP HPLC (program 2).

Produkt oczyszczono metodg chromatografii NP Flash (Faza A:DCM, Faza B: DCM :

MeOH 9:1, gradient liniowy 0-100% fazy B w 20 min). Wydajno$¢: 844 pmol, 81%.
N6-(8-azydo-3,6-dioksyoktano-1-amino) adenozyn¢ (99 mg, 264 pumol)

rozpuszczono w fosforanie trimetylu (2 ml) a nastgpnie dodano destylowany POCI;3
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(121 mg, 792 umol, 3 ekwiw.). Postep reakcji badano metoda RP HPLC (program 2). Po
zaobserwowaniu catkowitej konwersji do monofosforanu (ok. 3 h) dodano kolejng porcje
POClz (243 mg, 1,58 mmol, 6 ekwiw.). Reakcje pozostawiono na lodzie na noc
a nastgpnie wylano na zimny eter dietylowy. Ponownie rozpuszczono w fosforanie
trimetylu, dodano imidazol (969 mg, 14,3 mmol 54 ekwiw.) i mieszano przez 1 h. Reakcje
zakonczono poprzez dodanie 10- krotnego nadmiaru wody i wyizolowano metoda
chromatografii jonowymiennej (DEAE-Sephadex, 0,8 M bufor TEAB, wydajnos¢: 1173
mOD, 78 pmol, 53%).

Roztwér N6-PEG-cPAP-Im (40 pmol) odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem w
obecnosci DMF (1 ml). Nastepnie do roztworu dodano siarczan bis(tributyloamoniowy)
(39 mg, 80 umol, 2 ekwiw.) oraz MgCl> (33 mg, 350 pmol, 9 ekwiw.). Reakcje
prowadzono przez 24 h a nastgpnie zakonczono réwno molowym (wzgledem Zn),
wodnym roztworem EDTA i doprowadzono do pH 7 za pomocg NaHCO3. Otrzymany
produkt oczyszczono metoda chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex; 1,0 M
bufor TEAB, wydajnos¢: 28 pmol, 72%) a nastgpnie za pomoca potpreparatywnej RP
HPLC. Produkt koncowy poddano rozcinaniu enzymatycznemu zgodnie z procedura

0golng.

5’-fosforan -2°.3’-cyklofosfo N6-(8-azydo-3.6-dioksyoktano-1-amino) adenozyny:
MS-ESI, m/z: 645,2 (obliczone dla Ci16H23NgO14P2S™ [M-H]-: 645,1)

5’-fosforan -3’-fosfo N6-(8-azydo-3.6-dioksyoktano-1-amino) adenozyny:
MS-ESI, m/z: 662,8 (obliczone dla Ci16H25sNgO15sP2S™ [M-H]-: 663,1)

6.1.4. SYNTEZA ANALOGOW PAP

6.1.4.1. Synteza 5’-fosforanu -3’-fosfoadenozyny (PAP)

Do adenozyny (308 mg, 1,15 mmol) zawieszonej] w PO(OCH3)3 (6 NH,
N

ml) dodano destylowany POCI; (531 mg, 3,46 mmol, 3 ekwiw.). Po 1 0 ¢ /)N
) ) "0-P-0 o NN

h dodano drugg porcje POCI; (1061 mg, 6,92 mmol, 6 ekwiw.). Po 24 o & 7

h mi . . . . O OH

mieszaning reakcyjng wylano na zimny eter dietylowy, powstaty 0=p—0-
osad odwirowano, rozpuszczono w PO(OCH3); (6 mL) 1 dodano o

1,2,4-triazol (2390,13 mg, 34,61 mmol, 30 ekwiw.). Reakcje zakonczono poprzez
dodanie 10- krotnego nadmiaru wody. Produkt oczyszczono metoda chromatografii
jonowymiennej (DEAE Sephadex; 1,0 M bufor TEAB). Wydajnos¢: 0,23 mmol, 20%.
Nastepnie cykliczny produkt oczyszczono na potpreparatywnym RP-HPLC (program 4)
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1 poddano rozcinaniu enzymatycznemu zgodnie z procedura ogdélng. Wydajnosé

koncowa: 153,5 mg, 0,20 mmol, 17%.

5’-difosforan -2’ 3’-cyklofosfo adenozyny:

'H NMR (400 MHz, D>0): & 8,41 (s, 1H), 8,21 (s, 1H), 6,33 (d, Juu 4,2 Hz, 1H), 5,44
(ddd, Jun 4,2, 6,7, 10,9 Hz, 1H), 5,24 — 5,16 (m, 1H), 4,64 — 4,58 (m, 1H), 4,15 — 4,08
(m, 2H)ppm, 3'P NMR (162 MHz, D,0): § 20,70 (dd, Jeri 7,4, 10,9 Hz, 1P), 2,03 (m, 1P)
ppm; HR-MS (ESI, m/z): 408,01191 (obliczone dla C10H12NsO9P>" [M-H]: 408,01157)

5’-difosforan -3’-fosfo adenozyny:

HR-MS (ESI, m/z): 426,02268 (obliczone dla C10H14Ns5O10P>" [M-H]: 426,02214)

6.1.4.2. Synteza 5’-fosforanu -3’-fosfocytydyny (PCP)

Do cytozyny (50 mg, 0,206 mmol) zawieszonej w PO(OCH3)3 NH,
(1 ml) dodano destylowany POCI3 (94,6 mg, 0,617 mmol, 0 | \/'L
3 ekwiw.). Po 3 h dodano druga porcj¢ POCl; (189,3 mg, ©-P~=© o N ©
1,24 mmol, 6 ekwiw.). Postep reakcji analizowano metoda RP ° O  OH
0=P-0-

HPLC (program 2). Po 24 h mieszaning reakcyjng wylano na S
zimny eter dietylowy, powstaly osad odwirowano, rozpuszczono w PO(OCH3)3 (1 mL)
1 dodano 1,2,4-triazol (767,25 mg, 11,1 mmol, 54 ekwiw.). Reakcj¢ zakonczono poprzez
dodanie 10- krotnego nadmiaru wody. Produkt oczyszczono metoda chromatografii
jonowymiennej (DEAE Sephadex; 1,0 M bufor TEAB). Wydajnos¢: 0,08 mmol, 39%.
Nastepnie cykliczny produkt oczyszczono na potpreparatywnym RP-HPLC (program 4)

1 poddano rozcinaniu enzymatycznemu zgodnie z procedura ogdlna.

5’-difosforan -2’ 3’-cyklofosfo cytydyny:

TH NMR (500 MHz, D>0): 8 7,80 (d, Ju,u 7,6 Hz, 1H), 6,08 (d, Juu 7,6 Hz, 1H), 6,01 (d,
Jiun 3,0 Hz, 1H), 5.1 (ddd, Jin 3,0, 6,7, 8,2 Hz, 1H), 5,07 — 5,00 (m, 1H), 4,53 — 4,49 (m,
1H), 4,22 — 4,07 (m, 2H) ppm, 3'P NMR (202 MHz, D,0): § 20,86 — 20,51 (m, 1P), 1,34
— 1,02 (m, 1P) ppm; MS (ESI, m/z): 384,0 (obliczone dla CoH14N3011P>" [M-H]: 384,0)

5’-difosforan -3’-fosfo cytydyny:
HR-MS (ESI, m/z): 402,01125 (obliczone dla CoH14N3011P>” [M-H]: 402,01090)
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6.1.4.3. Synteza 5’-fosforanu -3’-fosfoguanozyny (PGP)

Do guanozyny (50 mg, 0,177 mmol) zawieszone] o

w PO(OCH3); (I ml) dodano uprzednio destylowany 0 </N | /)'\'\H
POCI; (81 mg, 0,530 mmol, 3 ekwiw.). Po 3 h dodano -O_g__o {ojN N N,
druga porcje POCI3 (163 mg, 1,06 mmol, 6 ckwiw.). Postep _? OH

reakcji analizowano metodg RP HPLC (program 2). Po 24 o_(F')"_O

h mieszaning reakcyjng wylano na zimny eter dietylowy, powstaly osad odwirowano,
rozpuszczono w PO(OCH3); (1 mL) i dodano 1,2,4-triazol (659 mg, 9,54 mmol, 54
ekwiw.). Reakcje zakonczono poprzez dodanie 10- krotnego nadmiaru wody. Otrzymany
produkt oczyszczono metoda chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex; 1 M
bufor TEAB). Wydajno$¢: 0,07 mmol, 37%. Nastepnie cykliczny produkt oczyszczono
na potpreparatywnym RP-HPLC i poddano rozcinaniu enzymatycznemu zgodnie

z procedurg ogdlng.

5’-difosforan -2’ 3’-cyklofosfo guanozyny:

TH NMR (500 MHz, D>0): & 8,02 (s, 1H), 6,16 (d, Juu 3,7 Hz, 1H), 5,42 (ddd, Juu 3,7,
6,7, 10,1 Hz, 1H), 5,22 (ddd, Juu 3,7, 6,7, 8,8 Hz, 1H), 4,59 — 4,53 (m, 1H), 4,21 — 4,09
(m, 2H) ppm, 3'P NMR (202 MHz, D,0): § 20,83 — 20,63 (m, 1P), 1,23 — 1.00 (m, 1P)
ppm; MS (ESI, m/z): 423,9 (obliczone dla C10H12NsO10P2" [M-H]: 424,0)

5’-difosforan -3’-fosfo guanozyny:

HR-MS (ESI, m/z): 442,01757 (obliczone dla C1oH14NsO1 Py [M-H]": 442,01705)

6.1.4.4. Synteza 5’3’-difosforanu 2’- fluoro adenozyny (2°’F-PAP)

Reakcje prowadzono w 0°C. 2’F-adenozyne (52 mg, 0,20 NH,
mmol) zawieszono w PO(OMe)s (1 ml) a nastepnie dodano 0 </N | \/)N
destylowany POCI; (90 mg, 0,58 mmol, 3 ekwiw.). Postep _O_(F.;__O ;O;N
reakcji badano metoda RP HPLC (program 1). Po o F
zaobserwowaniu catkowitej konwersji do monofosforanu O:Z__O-

(ok. 1 h) dodano kolejng porcje¢ POCIlz (179 mg, 1,17 mmol, 6 ekwiw.). Reakcje
pozostawiono na lodzie na noc a nastepnie zakonczono 10 — krotnym nadmiarem wody.
Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii RP-HPLC (program 4;
wydajno$¢ 8mg, 0,02 mmol, 10%).

HR-MS (ESI, m/z): 428,01815 (obliczone dla C10H13FNsO9P> [M-H]: 428,01780).
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6.1.4.5. Synteza 5°3’-ditiofosfonianu adenozyny (PsAPs)

Do kolby z adenozyng (2,00 g, 7,49 mmol) zawieszong

NH,

w pirydynie (37 ml) dodano difenylo fosfonianu (4,30 ml, NNy
0 4

22,47 mmol, 6 ekwiw.). Reakcje zakonczono po I <N | A

0-P-0— o N
2 hmieszaning 1:1 TEAB:H>O. Produkt oczyszczono s _w
metoda chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex; 0=P-5

0,8 M bufor TEAB). Produkt w postaci dwoch izomerow
(1:0,5 3’- 2°-) odparowano a nastepnie zliofilizowano. Wydajno$¢ koncowa: 6,97 mmol,

93%.

5°3’(2’)-H-difosfonian -adenozyny:
HR-MS (ESI, m/z): 394,03235 (obliczone dla C10H14NsOsP>" [M-H]: 394,03231)
Do roztworu PyAPH (100.0 mg, 0,74 mmol, 1 ekwiw.) w acetonitrylu (2 mL) dodano BSA

(0,5 ml, 2,02 mmol, 10 equiv.). Po godzinie do mieszaniny dodano Sg zawieszong
w pirydynie. Reakcje prowadzono przez 24 h a nastgpnie zakonczono mieszaning
MeOH/TEA. Produkt oczyszczono metoda chromatografii jonowymiennej (DEAE
Sephadex; 1,2 M bufor TEAB, wydajnos¢: 75,01 mg, 0,09 mmol, 13%) a nastepnie za
pomocg poétpreparatywnej RP HPLC. Wydajno$¢ koncowa: 11,2 mg, 0,02 mmol, 22%.

5°3’-ditiofosfonian -adenozyny:

TH NMR (500 MHz, D>0): J 8,67 (s, 1H), 8,28 (s, 1H), 6,19 (d, Jiu 6,4 Hz, 1H), 5,00
(d, Juu 10,6, 5,0, 2,9 Hz, 1H), 4,90 — 4,85 (m, 1H), 4,71 — 4,64 (m, 1H), 4,25 — 4,14 (m,
2H)ppm, 3'P NMR (202 MHz, D>0): J 50,38 (bs, 1P), 49,45 (bs, 1P) ppm;

HR-MS (ESI, m/z): 457,97673 (obliczone dla C10H14NsOgP2S>” [M-H]: 457,97645).

6.1.4.6. Synteza 5°3’-ditiofosfonianu-2-O-pentynylo adenozyny (2-O-pent- PsAPs)

Adenozyne (1,00 g, 3,74 mmol) suszono pod prdznig a nastgpnie NH,
rozpuszczono w DMF (75 ml) w 50°C. Reakcje¢ schtodzono do 0 ¢ \/)N
temperatury 0°C i dodano NaH (600 mg, 14,96 mmol, 4 ekwiw.). -szf Ow "
Po 1 h (gdy stwierdzono brak wydzielania H») dodano TBAI (0,30 O:gio_o

g, 0,82 mmol, 0,2 ekwiw.) oraz 5-chloro-1-pentyn (1,07 g, 10,49 s 1\\

mmol, 2,8 ekwiw.). Reakcje pozostawiono na 5 dni. Po tym czasie mieszaning
oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej (12% MeOH w DCM) i wytracono

etanolem. Wydajnos¢: 219 mg, 657 pmol, 18%.
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2-O-pentynylo adenozyna:
HR-MS (ESI, m/z): 334,15068 (obliczone dla C1sH20NsO4" [M-H]": 334,15098).

Do kolby z 2-O-pentynylo adenozyna (50,07 mg, 0,15 mmol) zawieszong w pirydynie
(1 ml) dodano fosfonianu difenylu (210,98 mg, 0,901 mmol, 6 ekwiw.). Reakcje
prowadzono w obecno$ci gazu obojetnego i zakonczono po 4 dniach mieszaning 1:1
TEAB:H20. Produkt oczyszczono metoda chromatografii jonowymiennej (DEAE
Sephadex; 0.6 M bufor TEAB). Produkt odparowano a nastgpnie zliofilizowano.
Wydajnos¢ koncowa: 0,12 mmol, 85%.

TH NMR (500 MHz, D>0): 6 8,52 (s, 1H), 8,29 (s, 1H), 7,58 (d, Juu 84,8 Hz, 1H), 6,21
(d, Juu 75,1 Hz, 1H), 6,22 (d, Junu 7,3 Hz, 1H), 5,00 (ddd, Juu 10,0, 5,1, 2,1 Hz, 1H),
4,71 — 4,65 (m, 1H), 4,61 — 4,56 (m, 1H), 4,21 — 4,08 (m, 2H) ppm, 3'P NMR (202 MHz,
D,0): 0 7,64 (dd, Jpu 650, 6,5 Hz, 1P), 6,48 (dd, Jpu 650,1, 9,9 Hz, 1P) ppm; MS (ESI,
m/z): 460,1 (obliczone dla Ci5sH20N5OsP>" [M-H]: 460,1).

Do roztworu 5’3’-H-difosfonianu-2-O-pentynylo adenozyny (56,36 mg, 0,075 mmol,
1 ekwiw.) w acetonitrylu (1 mL) dodano BSA (563,33 mg, 2,775 mmol, 37 equiv.). Po
godzinie do mieszaniny dodano Sg zawieszong w pirydynie. Reakcje prowadzono
w atmosferze gazu obojetnego przez 24 h, zakonczono mieszaning MeOH/TEA
1odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem. Produkt oczyszczono metodg
chromatografii jonowymiennej (DEAE Sephadex; 1,1 M bufor TEAB, wydajnos¢: 50,31
mg, 0,06 mmol, 78%) a nastepnie za pomoca potpreparatywnej RP HPLC. Wydajnos¢
koncowa: 23,2 mg, 0,02 mmol, 32%.

HR-MS (ESI, m/z): 524,02382 (obliczone dla C15sH20N50sP2S> [M-H]: 524,02340).

6.1.4.7.  Synteza  5’-fosforanu  -3’-fosfo-2-(8-azydo-3,6-dioksyoktano-1-amino)
adenozyny (N2-PEG-PAP)

Reakcje prowadzono w 0°C. 2-(1-amino- NH;
N A
2-azydo etyl) adenozyne (100 mg, 0,2 o) 7 N
ydo etyl) yng ( g 0B o ¢ Aoy
mmol) zawieszono w PO(OMe); (1 ml) o k ?‘ H
a nastepnie dodano destylowany POCI3 O:E_O_OH
(105 mg, 0,7 mmol, 3 ekwiw.). Postep o

reakcji badano metoda RP HPLC (program 3). Po zaobserwowaniu catkowitej konwersji
do monofosforanu (ok. 2 h) dodano kolejng porcje POCI3 (210 mg, 1,4 mmol, 6 ekwiw.).
Reakcje pozostawiono na lodzie na noc a nastgpnie wylano na zimny eter dietylowy.

Ponownie rozpuszczono w PO(OMe)s 1 dodano 1,2,4-triazol (472 mg, 6,8 mmol, 30
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ekwiw.), mieszano przez | h a nast¢gpnie zakonczono 10 — krotnym nadmiarem wody.
Otrzymany produkt oczyszczono metoda chromatografii jonowymiennej (DEAE
Sephadex; 1 M bufor TEAB). Wydajnos¢: 20 pmol, W=9% a nastepnie za pomocg
poOtpreparatywnego RP HPLC (program 5). Produkt koncowy poddano rozcinaniu
enzymatycznemu zgodnie z procedurg ogdlng.

5’-difosforan -3’°-fosfo-6-(8-azydo-3.6-dioksyoktano-1-amino) adenozyny:

HR-MS (ESI, m/z): 598,11887 (obliczone dla Ci1sH26NoO12P2” [M-H]: 598,11816).

6.1.5. OCZYSZCZANIE SULFATAZY

Sulfataza zostata otrzymano dzigki uprzejmosci Prof. Jutty Papenbrocki oczyszczona
wedtug zalecanej procedury.

Odwazono 350 mg sulfatazy wyizolowanej z bakterii, dodano 15 ml H2O oraz 15 ml
EtOH (99%). Zawiesing wymieszano a nastgpnie zwirowano (4000 rpm, 3600g, 20 min).
Supernatant zdekantowano, zawieszono w 45 ml EtOH i ponownie wymieszano oraz
zwirowano (3500 rpm, 3000g, 15 min). Osad rozpuszczono w 12,5 ml H>O, rozdzielono

na 1 ml porcje i przechowywano w temperaturze -80°C.

6.1.6. SYNTEZA DESULFOSINIGRINY

Odwazono 4 mg sinigriny i rozpuszczono w 1 ml H>O (1 mM). Pobrano 100 pl roztworu
1 dodano 900 pl 0,02 M kwasu octowego, pH 5 a nastepnie dodano 400 pl oczyszczonej
sulfatazy. Mieszaning¢ reakcyjng inkubowano w temp. 24°C, 300 rpm i pozostawiono

przez noc. Desulfosinigrine oczyszczono metodg RP-HPLC (program 7) 1 zliofilizowao.

6.2. BADANIA BIOLOGICZNE NAD-KAPOWANYCH RNA.

Transkrypcja in vitro wykonana przez dr. Anais Depaix. NAD-kapowane RNA
syntezowano na matrycy zawierajace] sekwencje promotora T7 Ad2,5
(CAGTAATACGACTCACTATTA), ktora kodowata 35-nukleotydowa sekwencje (GGG
AAGCGG GCATGC GGCCAG CCATAG CCGATC A)'?°. Reakcja transkrypcji in vitro
(80 pL) byta inkubowana w 37 °C przez 4 h 1 zawierala bufor RNA Pol, 10 U/uL
polimerazy T7, 1 U/uL inhibitora RNaz RiboLock, 0,5 mM CTP/GTP/UTP, 0,125 mM
ATP, 0,75 mM analogu NAD-kapu i 0,1 pM matrycy. Po 4 h inkubacji matryce
degradowano przy uzyciu 1U/pL. DNazg I przez 30 min w 37 °C. Otrzymane RNA

oczyszczano przy uzyciu RNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research). Jakos¢
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transkryptow sprawdzano na zelach z 15% akrylamidem/7 M mocznikiem, natomiast
stezenie oznaczano spektrofotometrycznie. Uzyskane transkrypty o dilugosci 35-nt
(1 uM) inkubowano z 1 uM DNAzymem 10-23 w 50 mM MgCl i 50 mM Tris-HCI pH
8,0 przez 1 h w 37°C, a nastepnie traktowano DNazg I, co pozwolito na wytworzenie
homogennych 25-nt konstruktéw RNA. Jako$¢ 1 stezenie przygotowanych RNA
sprawdzano jak wyzej.

RNA znakowane *’P, zakonczone dinukleotydowymi analogami NAD lub analogami
trinukleotydow NAD, wykorzystywane w analizach deNADdingu, syntetyzowano przy
uzyciu oligo ssDNA $2,5AG-30 nt
(5’-CAGTAATACGACTCACTATTAGCCCTCTTCCTTCCTCCT-3’) Iub ¢2,5AG-30
nt (5 -CAGTAATACGACTCACTATTAGCCTCTCGCGTTCGTTCCCGT-3). IVT
prowadzono w temperaturze 37 °C przez 90 min w 50 pL mieszaniny reakcyjnej
zawierajacej] 400 ng matrycy DNA wytworzonego metoda PCR, 10 uL buforu
transkrypcyjnego 5%, 5 uL 10 mM DTT, 5 pL 10 pg/uL BSA, 5 uL 5 mM rCTP, 5 uL
5 mM rUTP, 20 pCi [a-32 P]GTP, 2 pL polimerazy T7 RNA (Promega) i 1 pL 40 U/uL
inhibitora rybonukleazy RNasin (Promega).

Rekombinowane biatko NudC zostalo otrzymano dzigki uprzejmosci przez Bryce'a
Nickelsa (Waksman Institute of Microbiology, Rutgers University). Rekombinowane
biatka Nudtl2 i DXO ulegly ekspresji w komorkach E.coli BL21 (DE3) Rosetta
z plazmidéw pET28a-Nudt12, pET28a- mDom3Z (DXO0)'% 126,

Analiza degradacji NAD-kapowanych RNA in vitro wykonana przez dr. Anais Depaix.

32P-NAD - RNA byly inkubowane zgodnie z wczesniej opisana procedura w buforze 10
mM Tris-HCI1 (pH 7,5), 100 mM KCIl, 2 mM DTT, 2 mM MgCl; , i 2 mM MnCl,
w temperaturze 37 °C przez 30 min. Reakcje zatrzymywano przez dodanie 95%
formamidu z dodatkiem 30 mM EDTA, ksylitolu, biekitu bromofenolowego. Substraty
1 produkty deNADdingu rozdzielano metoda elektroforezy uzywajac zelu
poliakrylamidowego. Produkty reakcji wizualizowano za pomoca aparatu Molecular

Dynamics Phosphorlmager (Storm860).
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6.3. METODA RP-HPLC DO OCENY WEASCIWOSCI SUBSTRATOWYCH ORAZ

INHIBITOROWYCH ANALOGOW PAPS DO SULFOTRANSFERAZ

Enzymy, AtSOTIS i SULTIA3, uzyte w eksperymentach zostaly zsyntezowane
i oczyszczone przez mgr Tomasza S’piewlg.

Eksperyment z uzyciem HPLC wykonano zgodnie z procedurg literaturowg dla
AtSOT18'?" analizowano przy uzyciu kolumny Supelcosil LC-18-T (4,6 x 250 mm, 5
uM, przeptyw 1,3 mL min') z liniowym gradientem od buforu A do 50% buforu B
w ciggu 15 min (bufory HPLC: A: 0,1 M KH; PO4/ KoHPO4, pH 6; B: bufor A: metanol
1:1 v/v).

Warunki dla AtSOT18: 200 uM zwiagzku, 83 mM bufor TRIS, pH 9, 9,2 mM MgCl, , 100
uM desulfosinigriny, 100 nM biatka, 37°C, 300 rpm,l h. Chromatogram rejestrowano
przy dlugosci fali 260 nm i 229 nm (sinigrina).

Warunki dla SULT1A3: 200 uM zwiazku, 6,7 mM K> HPO4 bufor, pH 7,4, 100 uM
dopaminy, 100 nM biatka, 37°C, 300 rpm,1 h. Chromatogram rejestrowano przy dlugosci
fali 254 nm 1 280 nm (dopamina).

6.4. BADANIE FLUOROWANYCH ANALOGOW PAPS METODA '°F NMR

Enzymy, AtSOTIS i SULTIA3, uzyte w eksperymentach zostaly zsyntezowane
i oczyszczone przez mgr Tomasza Spiewle oraz dr Dorote Kubacky.

W eksperymentach ’F NMR uzyto standardowych parametrow tj. dtugo$é pulsu
wzbudzenia 15 ps, czas rejestrowania danych 0,57 s; czas relaksacji 1,0 s; liczba skanow
128

Eksperymenty w czasie rzeczywistym wykonane dla 2-F-PAPS oraz 8-CF3-PAPS: Przed

wykonaniem wlasciwego eksperymentu mieszaning reakcyjng bez dodatku enzymu
inkubowano w $rodku magnesu w temperaturze 37°C przez 5 min (warunki
eksperymentu dla AtSOT18: 200 uM analogu PAPS, 100 uM desulfo sinigriny, 83 mM
bufor Tris, pH 9,0, 9,2 mM MgCl,, 10% D,0O; warunki eksperymentu dla SULT1A3: 200
uM 2-F-PAPS, 100 uM dopaminy, 6,7 mM K2HPOs, pH 6,5, 10% D0 lub 200 uM 8-
CFs-PAPS, 100 uM dopaminy, 6,7 mM K,;HPO4, pH 7.4, 10% D-0O). Nastepnie
rejestrowano widmo 1 dodawano enzymu (100 nm). Po tym etapie rejestrowano widmo
co 5 min (10 widm).

Eksperymenty w punkcie koncowym wykonane dla 2-CF3-PAPS: Sklad mieszaniny
reakcyjnej dla AtSOT18 byl nastgpujacy: 200 uM 2-CF3-PAPS, 100 uM desulfosinigriny,
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100 nM biatka, 83 mM bufor Tris, pH 9,0, 9,2 mM MgCl,, 10% D-O (objetos¢ catkowita
275 pl). Skfad mieszaniny reakcyjnej dla SULT1A3 byl nastepujacy: 200 uM
2-CF3-PAPS, 100 uM dopaminy, 100 nM biatka, 6.7 mM KoHPOs, pH 7.4, 10% D>O
(objetos¢ catkowita 200 pl). Mieszaning reakcyjng umieszczono w termobloku
w temperaturze 37°C, 300 rpm, przez 40 min. Po tym czasie reakcja byla zahamowana
poprzez dodanie acetonitrylu (1:1; v/v), zwirowana i przeniesiona do probowki NMR
w celu zarejestrowania widma '°F NMR.

Badanie stabilno$ci fluorowanych analogdw PAPS w warunkach eksperymentu

F NMR: Przed kazdym eksperymentem 200 pM fluorowanego analogu PAPS
umieszczano w buforze (AtSOT18: 100 uM desulfosinigrin, 83 mM bufor Tris, pH 9,0,
9,2 mM MgCl,, 10% D->O; SULT1A3: 100 uM dopaminy, 6,7 mM KoHPO4, pH 7,4, 10%
D,0), inkubowano w §rodku magnesu w temp. 37°C przez 5 min a nast¢pnie rejestrowano
widmo '""F NMR. Kazde kolejne widmo NMR byto nagrywane co 30 min. Catkowita
liczba eksperymentéw wynosita 35.

Badanie zalezno$ci przesunigcia chemicznego od pH roztworu: W celu otrzymania

mieszaniny analogu PAPS 1 jego odpowiednika PAP 10 mM wodny roztwor
fluorowanego analogu PAPS doprowadzono do pH 3. Roztwér inkubowano
w temperaturze 37 °C przez 20 h. Postep hydrolizy badano za pomoca RP-HPLC
(program 2). Hydroliz¢ prowadzono do momentu kiedy stosunek ilosci PAPS i PAP byt
rozny od 1:1 przy czym ilo§¢ PAP wynosita min 20%. Tak otrzymane mieszaniny
rozcienczono do stezenia 200 uM (catkowite stezenie nukleotydéw) w buforze 6,7 mM
KoHPO4, 10% D20, pH 4,0. Roztwoér zwirowano, umieszczono w probowce NMR,
inkubowano w $rodku magnesu w temp 37 °C przez 5 min i zarejestrowano widmo
F NMR. Nastepnie roztwér miareczkowano 0.1 M NaOH. Widma '""F NMR byly
rejestrowane w zakresie pH od 4,0 do 9,0, w przyblizeniu co 0,5 jednostki (pH byto
mierzone bezposrednio w probéwce NMR za pomoca elektrody pH o przedtuzonej
dlugos$ci z mikrozarowka; Hanna Instruments). Kazde miareczkowanie wykonano
w dwoch powtdrzeniach.

Eksperyment przesiewowy wybranych zwiazkow z biblioteki LOPAC®1280

z SULTI1A3: Reakcje enzymatyczne prowadzono na ptytce 96-dotkowej (BrandTech
701352 Deep Well Plate, 96-well, PS, 1,1 mL, Standard, U-Bottom). Kazda studzienka
zawierata 200 pM 8-CF3-PAPS, 100 uM dopaminy, 35 uM badanego zwiazku z biblioteki
LOPAC®1280 (0,96 pl roztworu 10 mM) oraz 100 nM biatka w buforze 6,7 mM
K>HPOu, pH 7,4 z dodatkiem 10% DO (catkowita obje¢tos¢ mieszaniny wynosita 275 pl).
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W przypadku reakcji kontrolnej bez dodatku inhibitora potencjalny inhibitor zostat
zastagpiony DMSO (0,96 pl). Reakcja kontrolna bez biatka zawierata wod¢ zamiast
enzymu. Kazdg reakcje kontrolng wykonano w trzech powtorzeniach. Reakcje
prowadzano w temperaturze 37°C przez 40 minut, z wytrzagsaniem 300 rpm. Po tym
czasie reakcje zostaly zahamowane przez dodatek acetonitrylu (275 pl), a nastgpnie 10
pL roztworu EDTA (20 mg/ml EDTA, 10 mg/ml NaHCO3). Ptytke zwirowano a nastepnie
kazda mieszaning reakcyjng przeniesiono do probowki NMR i analizowano za pomocg

F NMR.

6.5. METODA TERMOFOREZY MIKROSKALOWEJ DO WYZNACZENIA Kp

ANALOGOW PAP 1 PAPS

Enzymy, AtSOTIS i SULTIA3, uzyte w eksperymentach zostaly zsyntezowane
i oczyszczone przez mgr Tomasza Spiewle oraz dr Dorote Kubackyg.

Pomiary byly wykonywane na aparacie Monolith NT.115 (Nanotemper). Znakowanie
biatka AtSOT18 oraz SULT1A3 wykonywano wedle ponizszej procedury. Znacznik
RED-tris-NTA Dye (nr kat. MO-L008) rozpuszczono w 50 pl buforu 1-PBS-T (0,05%
Tween 20). Nastgpnie pobrano 2 pl i uzupetniono 98 pl buforu 50 mM HEPES, pH 6.5,
100 mM KCIl, 0,05% Tween-20 (roztwor znacznika). Roztwor biatka przygotowano
rozcienczajac AtSOT18 w buforze aby otrzyma¢ 100 pl biatka o stezeniu 200 nM Tak
przygotowane roztwory zmieszano 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30
min. Po tym czasie mieszaning zwirowano (10 min, 4°C, 14 000 rpm) 1 uzyto
w eksperymentach MST.

Znakowanie SULT1A3 przeprowadzono w analogiczny sposéb w buforze PBS-T (0,05%
Tween 20)

Do kazdego eksperymentu przygotowano 16 probowek o pojemnosci 0,2 ml. W 15 z nich
(oprocz 1) umieszczono 10 pl buforu (50 mM HEPES, pH 6,5, 100 mM KCl, 0,05% dla
AtSOTI18 lub PBS-T dla SULT1A3). Nast¢pnie do pierwszej proboéwki dodano 20 ul
liganda (0,5-2 mM) i zastosowano metode dwukrotnych rozcienczen. Do 16 proboéwek
zawierajacych po 10 pl roztworu liganda o odpowiednich stezeniach dodawano roztwor
znakowanego biatka (10 pl) i wymieszano. Roztworami napetlniono kapilary i po
umieszczeniu w aparacie wykonano pomiary. Uzyskane krzywe termoforetyczne

analizowano za pomocg oprogramowania PALMIST®?
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