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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Nowe analogi kefaktorow adeninowych jako narzedzia do badania procesow biologicznych —
synteza, badanie wlasciwosci i zastosowania

Nukleotydy adeninowe to czasteczki wystepujace W organizmach zywych i petnigce wiele
kluczowych funkcji w komorkach. Sg m.in. budulcem kwasow nukleinowych (DNA i RNA), reguluja
procesy metaboliczne zachodzace w komorkach, sa nosnikami energii (ATP), biora udziat
w sygnalizacji wewnatrz- i zewnatrzkomorkowej, jako kofaktory stanowigce nosniki elektronéw biora
czynny udziat w reakcji utleniania — redukcji czy tez, rowniez W formie kofaktoréw, umozliwiaja
przebieg wielu innych reakcji enzymatycznych polegajacych na transferze biologicznie waznych grup
funkcyjnych. Ze wzgledu na mnogos¢ funkcji, nukleotydy adeninowe staty si¢ obiektem badan
naukowych, ktore pozwolity systematycznie odkrywaé¢ i zrozumie¢ procesy przebiegajace
w komorkach. W tym celu nieustannie tworzone sa odpowiednie narzedzia biologiczne, bedace pod
wzgledem strukturalnym analogami nukleotydow adeninowych np. analogi ATP jako narzedzia do
badania enzymow z grupy kinaz czy analogi SAM umozliwiajace poznanie funkcji metylotransferaz.
Mimo ogromnych sukcesow jakie zostaly osiggniete na tym polu, wiele klas nukleotydow adeninowych
i zwigzanych z nimi modyfikacji kwaséw nukleinowych wcigz pozostaje stabo (lub wcale) zbadanych
pod katem projektowania i syntezy funkcjonalnych analogow. W konsekwencji utrudnione jest badanie
enzymow i procesow biologicznych zaleznych od tych nukleotydéw. Przyktadami tego typu molekut,
ktore zwrocilty mojg uwage, sg nukleotydy modyfikujace konce 5° RNA oraz analogi 5’-fosfosiarczanu
3’-fosfoadenozyny (PAPS), ktory jest uniwersalnym kofaktorem sulfotransferaz. Niewielka liczba
narzedzi molekularnych odpowiednich do badania tych dwoch procesow stata sie¢ motywacjg do
podjecia przeze mnie badan opisanych w rozprawie doktorskiej.

Celem pracy doktorskiej byto zaprojektowanie i otrzymanie nowych analogéw NAD
(dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego oraz PAPS (5’-fosforanu 3’-fosfosiarczanu adenozyny) jako
narzedzi do badan strukturalnych i funkcjonalnych enzymoéw rozpoznajacych wymienione zwiazki lub
ich pochodne. Analogi te zostaty zaprojekowane jako narzedzia do modyfikacji RNA stuzace do badania
funkcji biologicznych  NAD-RNA lub uniwersalne narzedzia do badania enzymow z grupy
sulfotransferaz.

Projekt ten w zalozeniu sktadat si¢ z dwoch czegsci: (i) czesci syntetycznej oraz (ii) badan
biofizycznych i biochemicznych z wybranymi enzymami modelowymi. W pierwszej czgsci otrzymatam
analogi kofaktorow adeninowych, ktore w przysztosci miaty postuzy¢ m.in. do badania aktywnos$ci
specyficznych enzymow in vitro i w warunkach komorkowych, badania ich lokalizacji komorkowe;j, ich
identyfikacji lub opracowania metod poszukiwania inhibitorow 0 znaczeniu terapeutycznym. Druga
cze$¢ stanowi opracowanie metod biofizycznych stuzacych do ewaluacji opracowanych narzedzi oraz
demonstracja przyktadowych zastosowan. Dodatkowo, zdobyte na polu syntezy chemicznej
doswiadczenie pozwolito mi na rozszerzenie badan o projekty poboczne, takie jak otrzymanie analogdéw
trifosforanu dinukleotydu adeninowego, ktore postuzyty do badania szlakéw metabolicznych ro$lin czy
synteza analogéw dinukleotydu flawinoadeninowego (FAD), ktére zostaly uzyte do badan
biologicznych z egzonukleaza DXO.

Czasteczka NAD jest jednym z bardzo istotnych, licznie wystepujacym w komorkach
kofaktorem adeninowym. Jego najbardziej znang funkcja jest udziat w procesie utleniania — redukcji
zachodzgcym w komorkach (no$nik elektronow). W roku 2009 w Nature Chemical Biology ukazata si¢
praca wykazujaca obecnos¢ struktury NAD-kapu na koncu 5° bakteryjnych czasteczek RNA.
W kolejnych latach zostata odkryta na koncu 5° RNA réwniez u innych organizméw eukariotycznych,
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m.in. ssakow. Dotychczas wykazano, ze u bakterii obecnos¢ czgsteczki 5 NAD-kapu zwigksza
stabilnos¢ RNA poprzez zmniejszenie jego podatnosci na dziatanie specyficznych pirofosfataz.
W przeciwienstwie do roli jaka petni u bakterii, u eukariotow obecnos¢ NAD kapu na 5’ koncu wydaje
si¢ destabilizowa¢ RNA i utatwia¢ jego degradacje. Badania te pokazuja, ze rola NAD-kapu jest inna
dla kazdego typu organizmow i pomimo rosnacej liczby nowych narzedzi analitycznych i chemicznych
pozostaje w ogromnej mierze nieznana. W ramach pracy doktorskiej zaprojektowatam i otrzymatam
8 analogéw NAD, ktore w zalozeniu wykazywaly czgsciowa lub catkowita odpornosé na dziatanie
enzymow hydrolizujacych, NudC i Nudtl2 oraz DXO (enzymy rozpoznajace NAD-RNA
w komorkach). Otrzymane zwiazki pomyslnie wbudowywaty si¢ do konca 5° RNA a takze, cztery
z nich, wykazywaty odpornos¢ na dziatanie wszystkich trzech enzymow degradujacych NAD-RNA.
Dzigki zwigkszonej stabilno$ci komorkowej, analogi takie moga stanowi¢ cenne narzgdzia do badan
strukturalnych i funkcjonalnych niekanonicznych RNA.

Kolejnag czgé¢ pracy poswiecitam stworzeniu narzedzi molekularnych bazujacych na strukturze
PAPS oraz opracowaniu metod do badania sulfotransferaz. Sulfotransferazy to grupa enzymoéw
zaangazowana W metabolizm siarki w komorce poprzez kataliz¢ proceséw sulfurylacji. Proces ten
polega na przeniesieniu grupy siarczanowej z uniwersalnego kofaktora, wspomnianej juz czasteczki
PAPS, na akceptory takie jak male endogenne biomolekuty, endogenne makroczgsteczki lub
ksenobiotyki. 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 neuroprzekaznikow. Zaburzenia
aktywno$ci wspomnianej grupy enzymoéw zostaty powigzane z wieloma chorobami, w tym z chorobg
Parkinsona, hemofilig i nowotworzeniem. Istote prowadzonych przeze mnie badan stanowi fakt, ze,
pomimo waznej roli jaka petnig sulfotransferazy w roznych organizmach, dotychczas nie opracowano
narzedzi na bazie uniwersalnego kofaktora, PAPS, ktore umozliwityby zastosowanie nowoczesnych
metod chemii biologicznej i medycznej do badania tych enzyméw. Jedna z prawdopodobnych przyczyn
pomijania czasteczki PAPS w tworzeniu narzedzi molekularnych jest wysoka niestabilno$¢ wigzania
fosfosiarczanowego oraz wynikajace z tego trudnosci w syntezie. W ramach pracy doktorskiej problem
ten rozwigzatam poprzez optymalizacje trzyetapowej metody syntezy tego typu zwigzkow, ktorg
nastepnie wykorzystatam do otrzymania szeregu analogow z modyfikacjami w obrebie zasady azotowej
(pozycje N6, C2 oraz C8), reszty rybozy (pozycja 2’) oraz grupy fosfosiarczanowej (réznego rodzaju
analogi funkcjonalizowane i izostery). Aby umozliwi¢ systematyczne zbadanie zaleznosci pomiedzy
strukturg a wlasciwo$ciami uzyskanych zwigzkow, opracowatam nastepnie dwie metody biofizyczno-
biochemiczne. Pierwsza z tych metod pozwolita na okreslanie powinowactwa tych zwiazkow
(wyznaczania staltych dysocjacji, Kp) do modelowych sulfotransferaz z wykorzystaniem metody
termoforezy mikroskalowej. Druga metoda pozwolita natomiast na monitorowanie aktywnosci
sulfotransferaz w czasie rzeczywistym metoda *F NMR oraz ocen¢ aktywnosci potencjalnych
inhibitoroéw.

Wszystkie wymienione zagadnienia zostaly rozwinigte W czesci literaturowej oraz
eksperymentalnej rozprawy doktorskiej.



