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Wprowadzenie

1. Matoczasteczkowe nukleotydy — réznorodna grupa zwigzkéw naturalnych o waznych
funkgcjach biologicznych

Matoczasteczkowe nukleotydy z grupy polifosforanow nukleozydow i dinukleozydow petnig w
organizmach zywych wiele kluczowych funkgji (Rys. 1). Trifosforany rybo— i deoksyrybonukleozydow
stuzg w komorce jako substraty do syntezy kwaséw nukleinowych, odpowiednio RNA i DNA. Niektore
nukleotydy, takie jak ATP lub GTP, sg zrédtem energii swobodnej potrzebnej wykorzystywanej do
reakcji enzymatycznych przebiegajacych w organizmie. Waznymi zwigzkami sa nukleotydowe
kofaktory enzymatyczne. NAD*, NADP* oraz FAD" sg kofaktorami enzymow z grupy oksydoreduktaz,
ale petnig réwniez inne wazne funkcje w komérce. Trifosforan adenozyny (ATP) jest uniwersalnym
donorem grupy fosforanowej dla wiekszosci komorkowych kinaz, czyli enzymédw regulujacych
aktywnos¢ matych czasteczek i biopolimeréow poprzez ich fosforylacje. Podobnie, fosfosiarczan 3'-
fosfoadenozyny (PAPS) jest uniwersalnym donorem grupy siarczanowej dla enzymdw z grupy
sulfotransferaz. Kolejng grupa nukleotydéw o niezwykle waznej roli sa czasteczki sygnatowe
pochodzenia nukleotydowego. GTP jest niezbedny do przekazywania sygnatow przez receptory
zwigzane z biatkami G. Nukleotydy cykliczne takie jak cAMP i cGMP sg czasteczkami sygnatowymi
drugiego rzedu, ktére w szlakach przekazywania sygnatéw odbieraja, wzmacniaja i przekazuja do
efektoréw informacje uzyskang od receptora zwigzanego z ligandem. Nukleotydy typu Ap,A, Ap,U,
Apn, Up, (n=2-4) oraz nukleotydocukry petia funkcje zewnatrzkomodrkowych czasteczek
sygnalizacyjnych ~ wigzacych sie  z receptorami  metabotropowymi, czyli receptorami
transmembranowymi odbierajgcymi sygnaty z przestrzeni zewnatrzkomorkowej i przekazujacymi je
do wnetrza komorki.(1) Nukleotydocukry biorg rowniez udziat w przemianach monosacharydéw i
reakcjach tansglikozylacji, stuzac jako substraty do syntezy oligosacharydéw. Przyktadem tego typu
zwigzku jest urydylo-difosforan glukozy (UDPG), ktory jest substratem dla enzymu
glukozylotransferazy, a zatem zrddtem aktywnej formy glukozy w reakcjach metabolicznych. (1)
Wreszcie, oligosfosforany nukleozyddéw sg czesto czagsteczkami modyfikujagcymi konce kwaséw
nukleinowych, w szczegdlnosci RNA, umozliwiajagcymi bardzo Scistg regulacje procesow ekspresji
gendw. Najlepiej poznanym przyktadem tego typu jest kap 7-metyloguaninowy obecny na kohcu 5’
mMRNA u eukariontow, jednak najnowsze badania wskazuja, ze na koncach 5 RNA mozna znalez¢
rowniez inne nukleotydy, m.in. NAD, FAD, czy dinukleotydy adeninowe.(2-4)

Ze wzgledu na liczne i ztozone funkcje nukleotydow, ich endogenne poziomy sa $cisle kontrolowane,
zarébwno na etapach biosyntezy, jak i degradacji. Zaburzenie tej kontroli, moze prowadzi¢ zarbwno
do niedoboru kluczowych nukleotydow, jak i do nagromadzenia ich w stezeniach toksycznych, a w
konsekwencji, do rozwoju stanéw chorobowych. Jednym z waznych elementéw regulacji puli



nukleotydéw dostepnych dla poszczegdlnych procesow enzymatycznych lub sygnalizacyjnych jest
kontrola ich stopnia fosforylacji. Waznymi klasami enzymow zaangazowanymi w te procesy sa
fosfatazy i pirofosfatazy katalizujgce reakcje hydrolizy, odpowiednio, wigzan fosfoestrowych i
pirofosforanowych wystepujacych w nukleotydach. Enzymy te biorg udziat w kluczowych procesach
biosyntezy, degradacji i naprawy nukleotydow i kwasow nukleinowych. Zaburzenia aktywnosci wielu
z nich powigzano z rozwojem chordb nowotworowych, metabolicznych, czy nerwowo-miesniowych
i zidentyfikowano je, jako cele terapeutyczne dla tych choréb. Od wielu lat na $wiecie prowadzone sa
badania nad poznaniem struktur i mechanizmoéow dziatania pirofosfataz istotnych w kontekscie
medycznym oraz poszukiwane sg matoczasteczkowe ligandy modulujgce ich aktywnos¢, ktore moga
by¢ pomocne w zrozumieniu mechanizmdw odpowiedzialnych za regulacje aktywnosci pirofosfataz,
jak i da¢ poczatek nowym terapiom.

Oligofosforany nukleozydéw w komérce

o o o
Rodzaje: HO-P-0-P-0-P-0- ou
11 1 1
+  Mononukleotydy o o © o
0=P-0
- Dinukleotydy GTP Oft On ond K°
* Cykliczne nukleotydy 0 0_3_09"'
. Ade o)
+ Fosfosiarczany
Nukleotydocukry Cykliczny dinukleotyd
= OH OH
Funkcje: ° Czasteczki o o o I
A - modyfikujace kwasy 0" Lo-p-0-p-0-P-0
* Zrddto energii nukleinowe Ade 568 o
» Kofaktory OH OH
» Czasteczki sygnatowe Ap;A
» Miejsce wigzania dla biatek O CHy
Partnerzy: HN N\; o o o
+ Biatka wigzace nukleotydy HoNT NN 0-P-=0-B-0-P-0— ., Base
*  Enzymy okt o] o] —w
HO ™ OH
* Receptory 0 OH
0-P=0
Kap w mRNA o o Base
OH
n - Dt
O:%—O—II-'II’—O o Ade HOQ O—E-O—g—o Ura 9 OH
o o 5 4 0 '0-P=0
o) Base
PAPS o-_(F‘?_OOH Nukleotydocukier o en %O ?

Rys. 1. Matoczasteczkowe nukleotydy w komorce — przeglad struktur i funkcji biologicznych.

Zaprojektowane w racjonalny sposdb analogi nukleotydow moga by¢ pomocne w rozumieniu
naturalnych procesow jak i zaburzen zwigzanych z metabolizmem nukleotyddw, ich diagnostyce oraz
zaproponowaniu rozwigzanh terapeutycznych. Analogi znakowane moga wykorzystane do $ledzenia
procesow biologicznych zwigzanych z nukleotydami zaréwno /n vitro (,w probowce”) jak i in vivo
(rozumianym tutaj jako zywa komorka lub organizm) oraz do poszukiwania zwigzkéw chemicznych
wptywajacych na te procesy w pozadany sposdb (badania przesiewowe w poszukiwaniu
potencjalnych lekdw).(5) Analogi uodpornione na degradacje enzymatyczng moga by¢ natomiast



wykorzystywane jako ligandy w badaniach strukturalnych i biofizycznych, jak i selektywne inhibitory
naturalnych procesow.

Fizjologiczne znaczenie nukleotydéw i ich pochodnych implikuje réwniez ogromny potencjat
medyczny dla syntetycznych analogéw nukleotyddw. Pochodne nukleotyddw i analogi nukleozyddw
znalazty zastosowanie jako terapeutyki przeciwnowotworowe i przeciwwirusowe. Aktywnymi formami
tych lekow sg ich ufosforylowane metabolity, czyli nukleotydy. Niestety, wiekszos¢ syntetycznych
matoczasteczkowych nukleotyddw, ze wzgledu na swoja wysoce polarng budowe i wypadkowy
tadunek ujemny, nie jest zdolnych do przenikania przez btony biologiczne na zasadzie biernej dyfuzji,
co istotnie ogranicza ich zastosowania medyczne. Jednakze, dzieki rozwojowi metod dostarczania
polarnych nukleotydow do komorki (koncepcja ,pro-drugs”, wehikuty wirusowe, nanozele,
kapsutkowanie, zamykanie w liposomach) pojawia sie coraz wiecej przyktadéw projektowania tego
typu zwigzkdw jako eksperymentalnych farmaceutykéw.(6)

2. Nukleotydy modyfikowane w grupach fosforanowych jako narzedzia molekularne i
potencjalne terapeutyki

Zardwno przy projektowaniu analogéw nukleotyddw jako terapeutykdw jak i narzedzi badawczych
takich jak substraty do badan biochemicznych, ligandy do badan strukturalnych i biofizycznych, czy
czasteczki biologicznie aktywne do badan prowadzonych na modelach komodrkowych i zywych
organizmach, niezmiernie istotnym jest wybor miejsca i sposobu modyfikacji. Metody standardowe;j
chemii medycznej skupiaja sie wprowadzaniu modyfikacji chemicznych w obrebie reszt rybozy i zasad
azotowych nukleotydéw. Od wielu lat intensywnie rozwijane sag takze metody syntezy nukleotydow
modyfikowanych i sfunkcjonalizowanych w resztach fosforanowych. Pierwszymi zsyntezowanymi
analogami nukleotydoéw byty metylenobis(fosfonianowe) i tiofosforanowe pochodne nukleotyddw,
otrzymane w latach sze$¢dziesigtych XX w.(7) Przez kilkadziesiat lat, ktore uptynety od momentu
opublikowania tych pionierskich syntez, opracowano wiele innych sposobéw modyfikagji reszt
fosforanowych oraz zaproponowano dla nich liczne zastosowania w syntezie biologicznie waznych
nukleotydow i kwaséw nukleinowych. Modyfikacje te obejmuja zarbwno zastgpienie pojedynczych
atomow innymi atomami lub niewielkimi podstawnikami, jak i wprowadzanie duzych podstawnikow
i grup funkcyjnych (Rys. 2). Niewielkie modyfikacje reszt fosforanowych mogg w wptywac na
wiasciwosci czasteczki takie jak jej geometria, whasciwosci kwasowo-zasadowe, wypadkowy tadunek
w warunkach fizjologicznych, polaryzowalnos¢ i rozktad tadunku w reszcie (oligo)fosforanowej, czy
zdolno$¢ do koordynadji kationdw metali i kationoéw organicznych. To z kolei moze pocigga¢ zmiany
powigzanych ze sobag wiasciwosci biologicznych takich jak powinowactwo, a tym samym
selektywnos¢, wzgledem obranego celu biatkowego, podatnos¢ na degradacje enzymatyczng, czy
stabilno$¢ metaboliczna. Modyfikagja reszt fosforanowych wiekszymi podstawnikami moze
dodatkowo wptywac na ich przenikalnos¢ przez btony biologiczne oraz umozliwia¢ ich nastepcza
funkcjonalizacje, np. poprzez znakowanie fluorescencyjne lub biokoniugacje.

Przedstawione w niniejszym autoreferacie badania przyczynity sie do rozwoju chemii nukleotyddw
modyfikowanych w resztach fosforanowych poprzez opracowywanie metod syntezy nowych
analogéw zawierajacych znane juz modyfikacje, projektowanie i synteze nowych rodzajow
modyfikacji fosforanowych (wybrane przyktady przedstawiono na Rys. 2C), jak i poszukiwaniu nowych
zastosowan dla tego typu zwigzkéw w badaniach biofizycznych i biochemicznych oraz rozwigzywaniu
problemdéw biologicznych.
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Rys. 2. Przyktady modyfikacji reszt fosforanowych w nukleotydach.

3. Synteza nowych analogéw nukleotydéw modyfikowanych lub sfunkcjonalizowanych
w tancuchu fosforanowym

Synteza nukleotyddw jest wyzwaniem ze wzgledu na ich silnie polarng budowe oraz obecnos¢
licznych ugrupowan jonizowalnych (kwasowe reszty fosforanowe lub sole fosforanow) utrudniajgcych
stosowanie warunkéw reakgji i metod oczyszczania typowych dla klasycznej chemii organicznej.
Kluczowym i czesto najtrudniejszym do realizacji etapem syntezy nukleotyddw i ich analogdéw jest
tworzenie wigzania pirofosforanowego. Najczesciej etap ten jest realizowany poprzez reakcje
odpowiednio zaktywowanej, elektrofilowej pochodnej nukleotydowej z fosforanowym nukleofilem.
W cyklu prac HI-H5, wspolnie ze wspotpracownikami, podjelismy sie eksploracji mozliwosci
wykorzystania chemii fosforoimidazolidow do syntezy wybranych nukleotydowych celéw
syntetycznych (Rys. 3). Obranymi przez nas celami syntetycznymi byty zaréwno naturalne nukleotydy
ze zmodyfikowanym lub sfunkcjonalizowanym w tancuchem fosforanowym takie jak fosfosiarczany
nukleozyddw (praca H1), nukleotydocukry (praca H2), jak réwniez syntetyczne analogi nukleotydow
zmodyfikowane w tancuchu fosforanowym (praca H3). Cele te zostaty wybrane ze wzgledu na ich
znaczenie biologiczne oraz na powazne ograniczenia istniejagcych wowczas metod syntetycznych
dajacych dostep do tego typu zwigzkéw. W pracach H1, H2, H4 i H5 zademonstrowalismy, ze w
reakcjach aktywowanych imidazolem nukleotyddw oprécz typowych nukleofili takich jak nukleozydo
5'-mono- i difosforany-, mozna zastosowal réwniez nietypowe nukleofile takie jak fosforan
monosacharydu, anion siarczanowy, fluorkowy, fluorofosforanowy, czy funkcjonalizowane grupa
alkinowa aniony C-fosfonianowe (Rys. 3A). W kazdym przypadku kluczem do wydajnej syntezy byta
optymalizacja warunkow reakcji, w szczegdlnosci dobdr rozpuszczalnika, stezeh reagentow,
odpowiedniego przeciwjonu alkiloamoniowego dla ujemnie natadowanego nukleofila, oraz stezenia
i rodzaju chlorku metalu dwuwartosciowego, ktory zwieksza rozpuszczalno$¢ pozostatych reagentdw
i jest mediatorem reakcji. W wiekszosci przypadkéw stosowalismy handlowo dostepne nuklecfile,
ktore wymagaty jedynie przeksztatcenia przed reakcja w odpowiednia sol alkiloamoniowa. Wyjatkiem
byta praca H5, w ktorej zaprojektowaliémy oraz opracowalismy metody syntezy dla odpowiednich
podjednostek C-fosfonianowych zawierajacych funkcje alkinowa. W pracy tej zoptymalizowalismy



rowniez warunki reakgji cykloaddycji azydkowo-alkinowej pomiedzy fosfonianowymi analogami
nukleotydéw a roznymi zwigzkami funkcjonalizowanymi grupg azydkowa m.in. nukleozydami,
biotyng, czy znacznikami fluorescencyjnymi. Metologia syntezy ,klikalnych” podjednostek
fosfonianowych i nukleotyddw je zawierajgcych opisana w pracy H5 stata sie punktem wyjscia dla
kilku kolejnych projektéw, ktorych wyniki opublikowalismy w pracach H8, HI i (8).

Wyniki powyzszych badan uswiadomity nam jednak, ze istniejg cele syntetyczne, dla ktorych préby
syntezy za pomocg opisanego wyzej podejscia nie przynoszg oczekiwanych rezultatow. W
szczegdlnosci zawodzi ono gdy otrzymanie aktywowanej, elektrofilowej pochodnej nukleotydowej z
dobrg wydajnoscig jest wyzwaniem syntetycznym lub pochodna ta wykazuje niepozadana
reaktywnos$¢. Trudnosci tego typu napotykalismy przede wszystkim w przypadkach gdy nukleotyd
zawierat wiecej niz dwie grupy fosforanowe lub modyfikacje w postaci grupy tiofosforanowej lub
boranofosforanowej. Aby pokona¢ tego typu wyzwania, w pracy H3 opracowalismy nowe
elektrofilowe reagenty, ktore umozliwity wydtuzenie tancucha oligofosforanowego w reakcjach z
nieaktywowanymi nukleotydami (Rys. 3B).! Reagenty te to zabezpieczone grupa 2-cyjanoetylowq i
aktywowane imidazolem elektrofilowe syntony umozliwiajagce wydtuzanie tancucha fosforanowego w
dowolnie modyfikowanych nukleotydach bez koniecznosci ich uprzedniej aktywacji. Skutecznosé
tego podejscia, ktére mozna nazwac ,odwrotng aktywacja”, zademonstrowalismy poprzez
otrzymanie serii 23 nukleotydow, ktérych synteza znanymi metodami bytaby niezwykle trudna a
nawet nieosiggalna. W puli tej znalazty sie di-, tri-, a nawet tetrafosforany nukleozyddw zawierajace
w tancuchu fosforanowym réznorodne modyfikacje, w tym metylenobisfosfonianows,
imidodifosforanowa, tiofosforanowa, boranofosforanowa, a takze ich kombinacje nigdy wczesniej nie
opublikowane w literaturze. Jednymi z najbardziej wymagajacych celéw syntetycznych byly
nukleotydy posiadajace dwie sasiadujace ze sobg grupy tiofosforanowe — opracowana w pracy H3
metodologia ich syntezy pozwolita na pdZniejsze otrzymanie zestawu ditiodifosforanowych
analogéw konca 5 mRNA (analogi 2S), ktore charakteryzowaty sie wysoka odpornoscia na
degradacje enzymatyczng oraz nadawaty mRNA wyjatkowo korzystne wiasciwosci translacyjne (9).
,Odwrotng aktywacje” wykorzystalismy réwniez w pracy H4 do otrzymania nukleotydéw i
oligonukleotydow zawierajacych reszte fluorofosforanowa, ktérych otrzymanie standardowym
sposobem okazato sie mato wydajne. Umozliwito to wydajnag synteze nukleotydéw zawierajacych
kombinacje modyfikacji fluorofosforanowej z innymi modyfikacjami tancucha fosforanowego a takze
5'-fluorodifosforylowanych oligonukleotydow.

1 Badania nad otrzymaniem opisanych reagentéw byty cze$ciowo finansowane z kierowanych przeze mnie
projektow: IUVENTUS Plus nr IP 2010 020170 ,,Synteza i zastosowania polifosforandéw nukleozydow i ich analogéw”
oraz SONATA, nr UM0-2011/01/D/ST5/05869, , Koniugaty analogéw korica 5 mRNA z nanomateriatami i
biomolekutami o potencjalnym zastosowaniu w farmakologii lub diagnostyce”.



|
A o SN 0 2l 8 L
A NH, A
N- N N
-P-0 0 N P-O o N 8 " o o l\ J
O N—r e 0 [ F-P-0-P-0 o N
OH OH H OH p-0— NN o &
Wanatet al. (2015) Io) O~ OH OH Baranowski et al. (2015)
OH OH
o)
4 (o} x
N -9 P-0 _ g o NH, F—E—N
- OH / ; | ‘ N NH
N OH o . NS & L
NH - A ~ XN
|2 F . £~-P=0— ,o"\\‘ N o] N,[ J
N s A —P-0 N
. 9 < o O N— NH, s O~
[ N-f-0 o NN B OH OH - N—
N/ L O F-P-0 NN OH OH
9 ___OH Qi 9 <A
elektrofil Ok OH T, FPOPOq o NN
o O \ / N o »
Baranowskiet al. (2015) ©OH OH /N 0 A\ S\ s
/ HOH % / N\ o-P-N | \ 7 &
| \ o Fluorofosforanowe /1. N/ o =N | )
Ao o \ i - ] . ¥ o \ 2. odbezpieczanie
H T WP \ HO-S-0 analogi nukleotydow 2. odbezpieczanie
0- Sy 0 PO i
H H OH \ NH, NH
NH, % .y " 2 NH,
HOH A T N— Sy |
Ho o o N] N 20. 5 N”HN o o | \N,J o o N'[ "“
HO A7 _o- »
Ho\mopopo»_o_"‘ N & Ogoz‘o 0 $-P-0-P-0— o NN
H H O O N—V —rt o s S_J
Kowalska et al. (2013) OHi Ol OH OH })H—O/H

Ol
Dabrowski-Tumanskiet al. (2013)

Nukleotydocukry Strenkowska et al. (2015)

Rys. 3. Zastosowania imidazolowych pochodnych w syntezie analogéw nukleotydéw (na
podstawie prac H1-H5). A) Syntezy oparte na reakcjach imidazolowych pochodnych nukleotydow
(reprezentowanych tutaj przez 5-imidazolofosforan adenozyny) z réznymi nukleofilami; B)
Syntezy z wykorzystaniem elektrofilowych odczynnikéw fosforylujacych i nieaktywowanych
nukleotydow modyfikowanych w fancuchu fosforanowym (reprezentowanych tutaj przez 5'-
tiofosforan adenozyny). Dla uproszczenia na schemacie nie umieszczono warunkow reakc;ji.

4. Poszukiwania nowych zastosowan dla analogéw nukleotydéw modyfikowanych w
grupach fosforanowych

Opracowanie wydajnych metod syntezy opisanych klas nukleotydow modyfikowanych w tancuchu
fosforanowym umozliwito poszukiwanie nowych zastosowan badawczych dla tych zwigzkéw. Prace,
na ktérych opiera sie niniejszy autoreferat dotyczyty kilku potencjalnych zastosowan, wymienionych
ponizej:
a) wykorzystanie modyfikowanych analogéw nukleotydéw jako ligandow w badaniach
biofizycznych nad kompleksami biatko-nukleotyd

Badania te dotyczyty przede wszystkim fosfosiarczanow nukleozydow i fluorofosforancw
nukleozydow jako ligandow dla biatka elF4E. Wyniki tych badar zostaly opublikowane w pracach
HT11 H4, ale nie beda szczegotowo omawiane w niniejszym autoreferacie.

b) wykorzystanie analogdéw nukleotyddw i oligonukleotydéw znakowanych atomem
fluoru w badaniach F NMR

Badania te dotyczyty zastosowania fluorofosforanow nukleozydow jako narzedzi do badania
procesow istotnych biologicznie takich jak degradacga enzymatyczna czy hybrydyzaga
oligonukleotow. Wyniki zostaty opublikowane gtownie w pracy H5 i zostaly krotko omowione w
rozdziale 4.1.



c) wykorzystanie modyfikowanych lub fluorescencyjnie znakowanych analogéw
nukleotydow  jako  alternatywnych  substratdw  enzymatycznych  umozliwiajacych
monitorowanie aktywnosci enzymdw z grupy pirofosfataz.

Badania te dotyczyty zastosowania fluorofosforanow nukleozydow w potaczeniu z sondami
fluorogenicznymi oraz fluorescencyjnie znakowanych nukleotydow w badaniach aktywnosci
biologicznie waznych pirofosfataz ze szczegolnym uwzglednieniem enzymu DcpS. Wyniki te
zostaty opublikowane w pracach H6, H7 i H8 oraz zostaty krotko omowione w rozaziale 4.2.

Ponadto, czerpiac inspiracje z najnowszych doniesien na temat biologicznych funkgji nukleotyddw
oraz enzymoOw je metabolizujgcych, podjelismy sie syntezy dwodch rodzajow starannie
zaprojektowanych analogéw nukleotydéw jako narzedzi do badania interesujacych nas proceséw
biologicznych.

Badania te dotycza syntezy odpornych na degradage analogow NAD umoZliwiajacych
synteze stabilnych czasteczek NAD-RNA oraz syntezy triazolowych analogow m’GMP jako
potencjalnych inhibitorow niedawno odkrytego enzymu cNIIIB. Wyniki te opublikowano w
pracach H9 1 H10 oraz zostaty krdtko omowione w rozaziatach 4.3 i 4.4.

Jednym z najwazniejszych warunkéw efektywnego prowadzenia badan w kierunku syntezy analogéw
nukleotyddw jest umiejetno$¢ szybkiej i jednoznacznej identyfikacji produktow reakcji. Mimo iz
standardowo uzywang w tym kontekscie metoda jest *'P NMR, w prowadzonych przez nas badaniach
nieoceniona okazata sie réwniez tandemowa spektrometria mas, ktéra jest metoda znacznie szybsza,
mniej materiatochtonna i mniej wymagajaca w kontekscie przygotowania probki. Dzigki ogromnej
liczbie analogdow nukleotyddw uzyskanych na przestrzeni lat mielismy mozliwos¢ zbadania sciezek
fragmentagji nukleotyddw i ich analogow w sposéb usystematyzowany i wyciggniecia na ten temat
0golnych wnioskow, ktére mogtyby by¢ przydatne réwniez dla innych naukowcow prowadzacych
podobne badania.

Wyniki te opublikowano w pracy H11 oraz zostaty krotko omowione w rozaziale 4.5.

4.1. Zastosowanie fluorofosforanowych analogdéw nukleotydéw do badania aktywnosci
enzymatycznej.

Wprowadzenie atomu fluoru do czasteczki nukleotydu umozliwia jej detekcje i analize metodg "F
NMR. Wiasciwosci spektroskopowe jadra F takie jak spin rowny %, wysoki wspotczynnik
magnetogiryczny i 100% abundancja sprawia, ze czuto$¢ spektroskopii "F jest niemalze
poréwnywalna z 'H NMR. Jednakze, w przeciwienstwie do protonu, zawartoé¢ fizjologiczna fluoru
(rozumiana tu jako zawarto$¢ w naturalnych zwigzkach organicznych) jest bardzo niska. Dzigki temu
fluor moze by¢ wykorzystywany jako znacznik molekularny dedykowany do badan °F NMR, zaréwno
w przypadku matoczasteczkowych zwigzkéw naturalnych jak i biomakromolekut (10). Czasteczka
wyznakowana atomem fluoru moze by¢ selektywnie monitorowana metodg "F NMR nawet w
ztozonych mieszaninach chemicznych lub biologicznych. Znakowane fluorem sondy molekularne
wykorzystuje sie do $ledzenia procesdow enzymatycznych, obserwowania zmian konformacyjnych
bioczasteczek, a takze w poszukiwaniu ligandéw wigzacych cele terapeutyczne(10). W pracy H4
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postanowilismy zweryfikowa¢, czy fluorofosforanowe analogi nukleotydéw moga mie¢ zastosowanie
w badaniach F NMR. W tym celu zsyntezowane w tej pracy analogi poddalimy szczegdtowej
charakterystyce metodami NMR. Badalismy zaleznosci przesunie¢ chemicznych jader ®F (&) od
struktury nukleotyddw i czynnikdw zewnetrznych takich jak pH roztworu, obecno$¢ jondw magnezu
i réznych czynnikdw buforujgcych. Okazato sig, ze atom fluoru w reszcie fluorofosforanowej jest
bardzo czuty na zmiany w strukturze zwiagzku, ale relatywnie nieczuty na inne czynniki, co byto dobra
przestanka w kontekscie potencjalnych zastosowahn. W nastepnym etapie badan wybralismy kilka
zwigzkéw modelowych i poddalismy je dziataniu enzymodw z rodziny fosfohydrolaz. Monitorowanie
probek reakcyjnych za pomoca °F NMR potwierdzito mozliwoé¢ wykorzystania fluorofosforanowych
analogéw jako wszechstronnych czasteczek reporterowych (Rys. 4).
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Rys. 4. Zastosowanie fluorofosforanowych analogéw nukleotydéw do monitorowania przebiegu
reakcji enzymatycznych katalizowanych przez rézne enzymy. A) Hydroliza ATPF przez
fosfodiesteraze SVPDE; B) Hydroliza m’GTPF przez enzym DcpS; D) Hydroliza cPAPPF przez
RNAze T2 (badania opublikowane w pracy H4).

11



Innym interesujgcym przyktadem zastosowania otrzymanych w pracy H4 zwigzkdéw jako sond
molekularnych byto wykorzystanie fluorodifosforylowanych oligonukleotydéw do monitorowania
tworzenia dwuniciowego DNA (Rys. 5). Ponadto, pokazalismy réwniez, ze metodg F NMR mozna
rowniez obserwowa¢ oddziatywanie fluorofosforanowych analogéw nukleotydéw z biatkami
wigzacymi. Obecnie kontynuujemy te badania w kierunku poszerzenia repertuaru proceséw, ktére
mozna obserwowac dzieki zastosowaniu fluorofosforanowych analogédw nukleotydéw i
oligonukleotyddw.

ss ON,
{.71.30 ppm

Fpp-ON,
240 M
o (PFJp)

80 UM

160 M

Dodawanie ON,

240 uM T iy
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i dsoN,

Rys. 5. Zastosowania 5-fluorodifosforyowanowego analogu oligonukleotydu (FppON+) do
monitorowania tworzenia dupleksu z komplementarnym nieznakowanym oligonukleotydem (ONy;
badania opublikowane w pracy H4).
4.2.Poszukiwanie sond molekularnych do oznaczania i monitorowania aktywnosci
enzymu DcpS

DcpS (Decapping Scavenger) to enzym z nadrodziny triad histydynowych (HIT) zaangazowany w
proces degradacji mRNA u organizméw eukariotycznych, w tym u ludzi. W komorkach
eukariotycznych istniejg dwie gtéwne Sciezki degradacji mRNA, degradacja w kierunku 5'—3’ oraz
degradacja w kierunku 3'— 5. Obie sciezki degradacji inicjowane sg przez hydrolize ogona poliA
(deadenylacje). Degradacja w kierunki 5'—=3" przebiega nastepnie poprzez usuniecie znajdujacej sie
na koncu 5 mRNA struktury kapu, ztozonej z 7-metyloguanozyny potgczonej mostkiem 5',5'-
trifosforanowym z pierwszym transkrybowanym nukleotydem mRNA (Rys. 1). Usunigcie kapu
(decapping) nastepuje w wyniku rozciecia wigzania pomiedzy fosforanami o i 3 przez enzym Dcp1-
Dcp2 i uwolnienie 5'-difosforanu 7-metyloguanozyny (m’GDP) oraz 5'-monofosforanu mRNA.
Dalszej degradacji mRNA dokonuje 5'-egzonukleaza.

W toku degradacji w kierunku 3'= 5" mRNA jest degradowane przez egzosom poczawszy od konca
3. W wyniku takiej degradacji uwalniane sg fragmenty mRNA w postaci 5'- monofosforanow
nukleozyddw oraz pozostatosci konca 5, ktorymi moga by¢ dinukleotydowe reszty kapu lub
zakonczone kapem krotkie oligonukleotydy. Pozostatosci kohca 5’ sa nastepnie degradowane przez
enzym DcpS. DcpS, ktory hydrolizuje kap pomiedzy fosforanami y i f uwalniajac 5'-monofosforan 7-
metyloguanozyny (m’GMP) i drugi produkt, ktory jest odpowiednio 5'-difosforanem nukleozydu lub
krotkiego oligonukleotydu (Rys. 6). Zakonczone kapem mRNA petnej diugosci nie sg natomiast
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substratami dla DcpS. Substratem DcpS nie jest rowniez m’GDP, (11) ktory jest produktem degradadji
mRNA w kierunku 5'—3', moze on jednak ulega¢ w komorce fosforylacji do m’GTP, ktdry jest
substratem DcpS. Aktywnos$¢ enzymu DcpS jest uwazana za niezbedng dla homeostazy komorki,
gdyz nadmierne nagromadzenie reszt kapu uwolnionych z mRNA w trakcie degradacji 3'=5’
mogtyby niekorzystnie wptywac na inne kluczowe procesy komodrkowe zalezne od kapu, np.
hamowa¢ transport nukleocytoplazmatyczny lub translacje. DcpS lokalizuje sie zaréwno w
cytoplazmie jak i jadrze komorkowym, gdzie prawdopodobnie zaangazowany jest w regulacje
splicingu.(12) W literaturze istnieja sugestie, ze rola DcpS w komdrce moze by¢ bardziej ogdlna i
wykracza poza jego dobrze scharakteryzowana funkcje petniong w 3'—= 5’ degradacji mRNA
obejmujac rowniez udziat w dojrzewaniu mRNA.(13)

Rys. 6. Schemat reakcji katalizowanej przez enzym DcpS na przyktadzie dinukleotydowego
substratu, m’GpppG.

Biologiczne znaczenie enzymu DcpS odzwierciedlone jest rébwniez w jego powigzaniu z chorobami.
Mutacje genu DcpS wystepujg bardzo rzadko i zostaty powigzane zaburzeh rozwojowych m.in.
uposledzenia intelektualnego, zwanego syndromem Al-Ragad.(14-16) Swiadczy to o istotnej roli
enzymu DcpS w rozwoju uktadu nerwowego. W roku 2008 doniesiono, ze hamowanie aktywnosci
DcpS za pomoca matoczasteczkowych inhibitoréw moze przynies¢ efekt terapeutyczny w rdzeniowe;j
atrofii miesniowej (spinal muscular atrophy, SMA). SMA jest powszechnie wystepujaca choroba
neurodegeneracyjng wystepujaca $rednio raz na 6000 urodzen.(12) Jest spowodowana niskim
poziomem biatka SMN (Survival Motor Neuron), ktére kodowane jest przez geny SMN. U ludzi
wystepujg dwa geny SMN: SMN1 oraz SMN2. Gtowng réznica miedzy nimi jest zmiana sekwencji w
egzonie 7, ktéra wptywa na splicing pre-mRNA. W rezultacie ekspresja genu SMN1 prowadzi do
stabilnego i funkgjonalnego biatka, natomiast biatko eksprymowane z SMN2 jest skrocone. Mutacje
w obu kopiach genu SMNT, w tym delecje, konwersje do genu przypominajagcego SMN2 i mutacje
punktowe skutkuja chorobg SMA. Osoby, ktére maja tylko jedna defektywnag kopie SMNT s3
nosicielami SMA, ale nie wykazuja objawow chorobowych.

Homologiczny gen SMN2 nie moze dostarczy¢ wystarczajacych ilosci funkcjonalnego biatka SMN,
ale zaobserwowano, ze wiecej kopii genu SMN2 towarzyszy bardziej tagodnemu przebiegowi
choroby. Dlatego tez, uwaza sie, ze zwigzki powodujgce wzrost ilosci biatka kodowanego przez gen
SMN2 w komdrce moga by¢ terapeutykami przeciwko SMA. Signh i wspétpracownicy przy uzyciu
badan przesiewowych odkryli, ze niektore 5-podstawione chinazoliny moga zwiekszac ekspresje
genu SMN2 nawet dwukrotnie. Probujac rozwikta¢ mechanizm molekularny lezacy u podstaw tej
aktywacji, w innej pracy autorzy wykorzystujac znakowanie radioaktywnie zidentyfikowali DcpS jako
biatko wigzace C5-podstawiong chinazoline. Te eksperymenty zapoczatkowaty trwajace do chwili
obecnej badania nad DcpS jako celem terapeutycznym w leczeniu SMA. Badania te wykazaty miedzy
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innymi, ze potencjat inhibitora skorelowany jest pozytywnie z poziomem aktywacji promotora genu
SMN2. Potencjat terapeutyczny tych zwigzkdéw wykazano nastepnie /n vivo, w modelu mysim, a
najlepsze zwiazki poddano badaniom klinicznym, ktére jednak do chwili dzisiejszej nie przyniosty
sukcesu, prawdopodobnie ze wzgledu na niespecyficzng toksycznos¢ zwigzkéw. Fakt ten uzasadnia
dalsze poszukiwanie zwigzkéw o potencjale terapeutycznym hamujacych aktywnosé DcpS. Co wiece),
najnowsze badania wskazujg, ze DcpS moze by¢ rowniez celem terapeutycznym w leczeniu ostrej
biataczki szpikowej (acute myeloid leukemia, AML).(17, 18)

Przedstawiony kontekst biologiczny sprawit, ze postanowilismy podja¢ sie opracowania nowych
metod oznaczania aktywnosci enzymu DcpS oraz poszukiwania jego inhibitoréw. Cel ten stanowit
przede wszystkim ciekawe wyzwanie badawcze, ale efekty jego realizacji mogty miec rowniez
potencjalne znaczenie terapeutyczne. Pierwszym krokiem w kierunku opracowania metody
poszukiwania enzymu DcpS byto opisane w pracy H4 odkrycie naszego zespotu, ze ludzki enzym
DcpS akceptuje jako substraty fluorofosforanowe analogi mono-, di- i trifosforanéw 7-
metyloguanozyny (odpowiednio m’GMPF, m’GDPF, m’GTPF, Rys. 4). W trakcie reakcji z DcpS
substraty te przeksztatcane s3 w m’GMP oraz odpowiedni anion fluoro(oligo)fosforanowy lub
fluorkowy. Stwierdzilismy, ze poniewaz odpowiednie substraty i produkty tych reakcji maja rézne
przesuniecia chemiczne, postep kazdej z reakcji mozna monitorowaé metodg “F NMR. W przypadku
m’GMPF hydroliza przez DcpS prowadzita do uwolnienia jonu fluorkowego, co dato mozliwoéé
ilosciowego oznaczenia ich stezenia z uzyciem sond fluorogenicznych selektywnych wzgledem
anionu fluorkowego.

Wstepne wyniki potwierdzajace przydatnos¢ fluorofosforanowych analogéw substratow do
oznaczania aktywnosci i poszukiwania inhibitoréw enzymu DcpS, staly sie trescig zgtoszenia
patentowego (J.Kowalska, J.Jemielity, M.R.Baranowski, A.Nowicka, R.Kapsrzyk, ,Fluorofosforanowe
analogi konca 5" mRNA (kapu), sposdb ich otrzymywania i zastosowanie”), a dalsze badania,
zwienczone publikacja pracy H6, realizowane byly w ramach kierowanego przeze mnie projektu
LIDER. Celem projektu byto opracowanie i zoptymalizowanie nowych metod umozliwiajacych
wysokoprzepustowe przesiewowe (high throughput screening; HTS) badania ukierunkowane na
poszukiwanie inhibitorow pirofosfataz nukleotydowych o znaczeniu terapeutycznym w oparciu o
fluorofosforanowe analogi nukleotydow. Gtéwnym obiektem zainteresowania byt wtasnie enzym
DcpS jako cel terapeutyczny w rdzeniowej atrofii miesniowej (SMA). W trakcie realizacji projektu
przetestowali$my mozliwos¢ sledzenia aktywnosci enzymu zaréwno za pomocg "“F NMR, jak i
metodami fluorescencyjnymi opartymi na detekgji jondw fluorkowych. Metoda "F NMR opierata sie
na poréwnaniu stopnia konwersji substratu w produkt w obecnosci inhibitora i w prébie kontrolnej
okre$lonego na podstawie intensywnoéci odpowiednich sygnatéw na widmie F NMR. W przypadku
metody fluorescencyjnej potencjat inhibitora okreslany byt poprzez poréwnanie ilosci uwolnionego
jonu fluorkowego w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej inhibitor z mieszaning referencyjna
niezawierajaca inhibitora (Rys. 7). Substrat reakgcji, m’GMPF, pod wptywem enzymu DcpS ulega
hydrolizie do nukleotydu (m’GMP) i anionu fluorkowego. Zawarto$¢ jonu fluorkowego oznaczana jest
nastepnie poprzez reakcje z sonda fluorogeniczng zabezpieczona grupami sililowymi (Rys. 7).
Wysokie powinowactwo jonu fluorkowego do krzemu jest sitg napedowa reakcji odbezpieczania
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sondy i powstawania sygnatu fluorescencyjnego. Opracowanie tej metody wymagato szczegotowej
optymalizacji wielu czynnikdw takich jak stezenie substratu, stezenie enzymu, stezenie testowanego
inhibitora, wybor sondy fluorogenicznej, sktad buforu, sktad roztworu do inkubacji z sonda, sktad
buforu do odczytu fluorescendji, temperatura i czas reakgji, czy sposéb obrébki mieszaniny reakcyjnej
w celu dezaktywacji enzymu przed pomiarem fluorescencji. Optymalizacja data dobre rezultaty o
czym swiadczy m.in. wspdtczynnik Z' o wartosci powyzej 0,6.(19)
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Rys. 7. Zasada dziatania metody poszukiwania inhibitorow enzymu DcpS opisana w pracy H6.

Opracowana metoda HTS umozliwita nam podjecie szerzej zakres$lonych badan, ktérych celem byto
znalezienie nowych inhibitorow enzymu DcpS. Wyniki tych badan zostaty juz czeSciowo
opublikowane w kilku pracach (8, 20), (H6 i H9) i przyczynity sie do odkrycia jednego z najsilniejszych
inhibitorow enzymu DcpS.(20)

W toku realizacji badan okazato sie, ze metoda oparta na detekgji fluorescencyjnej charakteryzuje sie
dobrg przepustowoscig i mniejszg materiatochtonnoscig niz metody oparte na “F NMR. Zaletg
detekgji fluorescencyjnej jest przede wszystkim wieksza czuto$¢, ktora zapewnia mniejsze zuzycie
substratu, enzymu i testowanego inhibitora. Niewatpliwg kolejng zaleta tej metody byta rowniez
mozliwos¢ tatwego przystosowania jej do formatu 96-dotkowego, co umozliwito usprawnienie
pomiarow dzieki uzyciu czytnika fluorescencji. Wada metody fluorescencyjnej jest natomiast
mozliwos¢ otrzymania zafatszowanych wynikdw w przypadku, gdy zwigzek testowany jako inhibitor
posiada wiasciwosci fluorescencyjne lub zdolnos¢ do wygaszania fluorescencji. Warto jednak dodac,
ze w takim przypadku w celu dodatkowej weryfikacji aktywnosci inhibitora mozna zastosowac
metode opartg o °F NMR.

Kolejnym ogranicznem metody HTS opartej o detekcje jondéw fluorkowych jest koniecznosc¢
oznaczenia stezenia jonow fluorkowych w roztworze zawierajagcym co najmniej 80% DMSO, co
uniemozliwia monitorowanie reakgcji enzymatycznej w sposéb ciggty. W zwiazku z tym wcigz
poszukiwalismy alternatywnych metod badania aktywnosci enzymu DcpS. Szczegodlnie interesujaca
wydata nam sie mozliwo$¢ stworzenia sond molekularnych, ktére umozliwiatyby monitorowanie
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aktywnosci enzymu DcpS metodami spektrofluorymetrycznymi w sposéb ciagty. Pierwszymi
zaprojektowanymi przez nas sondami o takich wiasciwosciach byty nukleotydy 7-metyloguaninowe
znakowane acetylopirenem opracowane w pracy H7. Sondy te zostaty otrzymane poprzez wydajna
funkcjonalizacje terminalnego ugrupowania tiofosforanowego w analogach nukleotydéw za pomoca
bromoacetylopirenu. Zwigzki te wykazywaty bardzo ciekawe wiasciwosci fluorescencyjne, po
wprowadzeniu do struktury nukleotydu 7-metyloguaninowego intensywno$¢ emisji reszty
acetylopirenu wzrastata nawet trzykrotnie. Zjawisko to wykorzystalismy do opracowania
alternatywnej metody badania inhibitoréw enzymu DcpS, jak i do monitorowania aktywnosci enzymu
DcpS w czasie rzeczywistym. PodjelisSmy sie réwniez wyjasnienia obserwowanych wiasciwosci
fluorescenyjnych sondy, stwierdzajgc m.in. ze wynikaja one z oddziatywania warstwowego w stanie
podstawowym pomiedzy reszta acetylopirenu a 7-metyloguanina.

W kolejnych etapach badan poszukiwalismy kolejnych sposobdw na zwiekszenie czutosci i mozliwosci
zastosowan sond fluorescencyjnych dla enzymu DcpS. Rozwazalismy zarowno mozliwos¢ zwiekszenia
czutosci sond pojedynczo znakowanych poprzez zamiang reszty acetylopirenu na bardziej czuty
znacznik (Kasprzyk et al. 2019, praca zaakceptowana) jak rowniez rozbudowania struktury sondy w
celu umozliwienia detekgji dualnej (ratiometrycznej). W literaturze opisano sondy nukleotydowe
podwdjnie znakowane parg fluoroforéw wykazujacych efekt bezpromienistego transferu energii
(FRET), ktére zostaty wykorzystane do monitorowania wielu procesow enzymatycznych zaleznych od
nukleotydéw adeninowych.(21-23) Synteza tego typu nukleotydéw, znakowanych dwoma réznymi
fluoroforami, jest jednak zazwyczaj wieloetapowym i niskowydajnym procesem, co czyni
optymalizacje tego typu struktur niezwykle duzym wyzwaniem. W pracy H8 zaproponowalismy
nukleotydowe sondy fluorescencyjne umozliwiajgce dualng detekcje, ktérych synteza jest znacznie
tatwiejsza dzieki znakowaniu za pomoca fluoroforéow tworzacych homodimery o unikalnych
wiasciwosciach emisyjnych, czego najlepszym przyktadem sa ekscymery pirenowe. Zaproponowana
przez nas idea projektu i zasada dziatania takich sond zostata przedstawiona na Rys. 8. W podwdjnie
znakowanej pirenem sondzie, pod wptywem promieniowania UV dochodzi do wydajnego tworzenia
wzbudzonych dimerdow (ekscymerdw), ktdre charakteryzujg sie emisjg z maksimum w poblizu 500
nm. W wyniku hydrolizy enzymatycznej sondy fragmenty czasteczki znakowane pirenem ulegaja
rozdzieleniu, wydajnos¢ tworzenia ekscymerdw spada, pojawia sie wiec emisja monomerowa pirenu
z maksimum ok. 400 nm (Rys. 8). Postep reakcji enzymatycznej mozna wiec sledzi¢ zarowno poprzez
obserwacje spadku intensywnosci emisji przy dtugosci fali 500 nm, wzrost intensywnosci emisji przy
400 nm lub ratiometrycznie, czyli poprzez zmiane stosunku intensywnosci Isgo/l400. W celu otrzymania
tego typu sond w pierwszej kolejnosci opracowalismy metode syntezy nukleotyddédw podwodjnie
sfunkcjonalizowanych grupa alkinowa, przy czym jedna z grup zostata wprowadzona poprzez
modyfikacje terminalnego fosforanu natomiast druga poprzez odpowiednia modyfikacje reszty
rybozy w pozycji 2" lub 3. Aby zweryfikowa¢ ogdlng uzytecznos¢ tego typu sond ekscymerowych
otrzymalismy zwigzki zawierajace rdzne warianty zasad azotowych, rézne rodzaje ,klikanych” reszt
fosforanowych oraz rézne warianty znacznikow fluorescencyjnych o zblizonych witasnosciach
emisyjnych (Rys. 8). Otrzymane zwigzki poddalismy drobiazgowej charakterystyce w celu oceny ich
stabilnosci chemicznej, witasciwosci emisyjnych i podatnosci na degradacje enzymatyczna. Na
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podstawie tych eksperymentow wyselekcjonowalismy zwigzki najlepsze do monitorowania
aktywnosci i inhibicji roznych enzymoéw, w tym enzymu DcpS, w czasie rzeczywistym, co rowniez
zademonstrowalismy odpowiednimi eksperymentami. Co istotne pokazalismy réwniez, ze dzieki
zastosowaniu sond ekscymerowych, mozemy monitorowac nie tylko aktywno$¢ rekombinowanego
enzymu DcpS, ale rowniez jego aktywno$¢ w lizatach komdrkowych. Ze wzgledu na amfifilowg
budowe sond postanowilismy rowniez sprawdzi¢, czy sg one w stanie penetrowac btone komdrkowa
i wnika¢ do komoérek. Okazato sig, ze niektére z sond posiadajg rzeczywiscie taka wiasciwos¢, co
wazne rowniez w komérkach mozliwa jest ich detekcja dualna (Rys. 9). Stato sie to dla nas inspiracja
do kontynuacji tego projektu i podjecia badah nad mozliwoscig monitorowania aktywnosci enzymu
DcpS w zywych komérkach. Zagadnienie to jest obecnie intensywnie badane w naszym zespole.
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Rys. 8. Zasada dziatania i warianty sond ekscymerowych zaprojektowanych do badania
aktywnosci pirofosfataz opisanych w pracy H8.
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Rys. 9. Badanie przenikalnosci modelowej sondy ekscymerowej do komorek linii HeLa. Obecnosé¢
sondy ekscymerowej w komérkach mozna wykry¢ zaréwno dzieki obserwacji fluorescencji
odpowiadajgcej monomerom (niebieski) jak i ekscymerom (czerwony) fenyloetynylopirenu (PEP).
Dla poréwnania pokazano rowniez wynik eksperymentu dla sondy pojedynczo znakowanej, ktéra
rébwniez wnika do komorek, ale zgodnie z oczekiwaniami, nie wykazuje fluorescenciji
ekscymerowej.

4 3. Poszukiwanie inhibitoréw biatka cNIIIB
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W wyniku degradacji kapu przez enzym DcpS uwalniany jest 5'-monofosforan 7-metyloguanozyny
(m’GMP) jako unikalny nukleotydowy metabolit kofca 5 eukariotycznych mRNA na $ciezce
degradagji 3'-5'. Natomiast na sciezce 5'-3', w wyniku degradacji kapu w mRNA przez kompleks Dcp1-
Dcp2 uwalniany jest m’GDP. Zaktada sie, ze akumulacja m’GMP i m’GDP w zdrowych komérkach
bytaby dla nich niekorzystna, poniewaz mogtaby hamowac istotne procesy zalezne od kapu takie jak
inicjacja translagji z udziatem biatka elF4E, czy transport mRNA. Wydaje sie zatem naturalne, ze
komorce istniejg mechanizmy szybkiej degradacji nukleotyddw guaninowych. Jednak do niedawna
doktadne mechanizmy na drodze ktorych nastepuje degradacja m’GMP i m’GDP pozostawaty
niewyjasnione. Dopiero w roku 2012 w komorkach ludzkich oraz Drosophila Melanogaster
zidentyfikowano enzym cNIIIB kodowany przez gen NT5C3B, ktéry katalizuje reakcje degradacji
m’GMP do 7-metyloguanozyny i nieorganicznego fosforanu (Rys. 10A) (24). Enzym ten nalezy do
rodziny 5'-nukleotydaz cytozolowych (cN), odpowiedzialnych za defosforylacje 5'-monofosforandw
nukleozyddw i jest on 6sma w kolejnosci 5'-nukleotydazg zidentyfikowang w komaorkach ludzkich.
Poza aktywnos$cig wzgledem m’GMP enzym wykazuje réwniez duzg aktywnos$¢ wzgledem CMP, a
takze, co nietypowe, aktywno$¢ pirofosfatazy wzgledem m’GDP (Rys. 10B), natomiast aktywnos¢
wzgledem nukleotydéw takich jak GMP i AMP jest znaczaco nizsza. Wartosci parametrow
kinetycznych wskazuja, ze m’GMP jest substratem najlepiej dopasowanym do kieszeni wigzacej biatka
(ma najnizsza warto$¢ K, sposrod wszystkich substratéw). W roku 2014 rozwigzano strukture
krystalograficzng enzymu cNIIIB z Drosophila Melanogaster wskazujaca, ze preferencja do m’GMP
moze wynikac z istnienia w strukturze biatka elastycznej hydrofobowej kieszeni tworzonej gtéwnie
przez trzy reszty tryptofanowe(25). Wysokie powinowactwo cNIIIB do m’GMP sugerowato, ze enzym
ten moze bra¢ udziat w degradacji metabolitow konca 5 mRNA w komorce, a takze, tak jak inne
enzymy z rodziny 5'-nukelotydaz, w degradacji terapeutykow pochodzenia nukleotydowego
wykorzystywanych m.in. w terapiach przeciwnowotworowych (26, 27). Jednakze rzeczywista funkcja
(lub funkcje) enzymu cNIIIB nie zostata do tej pory zweryfikowana.
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Rys. 10. Enzymatyczna aktywno$¢ cNIIIB wzgledem nukelotydéw 7-metyloguaninowych
bedacych metabolitami korica 5° mRNA.
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W pracy H9 biorac za punkt wyjscia strukture m’GMP zaprojektowalismy i zsyntezowalismy grupe
potencjalnych inhibitoréw i narzedzi molekularnych do badania enzymu cNIIIB. Zaprojektowane
analogi m'GMP posiadaty modyfikacje w pozycji 5' 7-metyloguanozyny w postaci reszty 1,2,3-
triazolowej funkcjonujacej jako facznik pomiedzy nukleozydem a resztg fosforanowa Ilub
fosfonianowg (Rys. 11A). Poniewaz enzym cNIIIB akceptuje jako substraty zarowno m’GMP jak i
m’GDP, co sugeruje do$¢ duzg elastycznos¢ kieszeni katalitycznej, zaktadaliémy, iz wprowadzona
modyfikacja, mimo iz sterycznie wymagajaca, moze pozwoli¢ na zachowanie oddziatywania z
enzymem blokujac jednoczesnie przebieg reakcji enzymatycznej. Zwigzki zostaty otrzymane w
wydajnej reakcji katalizowanej miedzig cykloaddycji azydku do alkinu (CuAAC) pomiedzy 5'-azydo-
5'-deoksy-7-metyloguanozyng a czterema réznymi pochodnymi fosfonianowymi lub fosforanowymi
zawierajacymi terminalng grupe alkinowa, ktorych synteze opracowalismy w pracy H5 (Rys. 11B).
Zdolno$¢ do hamowania aktywnosci enzymu cNIIIB ocenilismy wstepnie za pomocg dwoch
niezaleznych testéw: opartego na metodzie HPLC oraz testu kolorymetrycznego z wykorzystaniem
zieleni malachitowej. Badania te wykazaty, ze jeden z posréd badanych zwigzkow, ten zawierajgcy
ugrupowanie 1,2,3-triazoilofosfonianowe bezposrednio potaczone z atomem fosforu (zwigzek 2a na
Rys. 11B), hamowat aktywnos¢ enzymu cNIIIB w stezeniach mikromolarnych (ICsy ~88 uM), podczas
gdy pozostate analogi nie wykazywaty aktywnosci inhbitorowych w badanym zakresie stezen. Co
ciekawe, zwigzek zawierajacy ugrupowanie fosforanowe (2d) okazat sie dobrym nienaturalnym
substratem dla cNIIIB, co posrednio potwierdzato nasze poczatkowe zatozenie, ze modyfikacja
triazolowa jest akceptowana w miejscu wigzacym enzymu. Odnaleziony inhibitor poddalismy dalszym
badaniom, ktére doprowadzity do wykazania jego selektywnosci wzgledem cNIIIB w kontekscie
innych biatek rozpoznajacych nukleotydy 7-metyloguaninowe — elF4E i DcpS. Odkryty przez nas
inhibitor wykorzystujemy obecnie do weryfikacji roli enzymu cNIIIB w degradacji metabolitow konca
5" mRNA. Realizujemy réwniez badania majace na celu synteze zwigzkdw Il generacji o zwigkszonym
potencjale inhibitorowym.
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Rys. 11. Synteza triazolowych analogéw m’GMP jako potencjalnych inhibitorow enzymu cNIIIB.
4.4. Odporne na hydrolize analogi NAD-RNA

Dinukleotyd nikotynowo-adeninowy (NAD) jest niezwykle waznym naturalnym zwigzkiem o licznych
funkcjach biologicznych. Najwczesniej poznang, a zatem i najlepiej zbadana funkcja NAD jest
uczestniczenie w komaorkowych reakcjach redoks. Jednakze NAD jest réwniez substratem dla
enzymdw wprowadzajacych lub usuwajacych modyfikacje post-translacyjne biatek (odpowiednio
poli(ADPrybozujacych) i deacetylujacych), bierze udziat w transdukcji sygnatu (jako prekursor
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czasteczki sygnatowej, cyklicznej ADPrybozy) (28) , czy naprawie DNA. Niedawno odkryto réwniez,
ze NAD stuzy jako czasteczka modyfikujaca koniec 5" niektérych RNA. Zakonczone czasteczkg NAD
RNA (Rys. 12) odkryto najpierw u bakterii(29), a taka strukture konca 5' nazwano ‘bakteryjnym kapem'’
ze wzgledu na pewne podobienstwo do kapu 7-metyloguanozynowego (m’G) u Eukariontéw.(2, 30,
31) Najnowsze badania wskazuja jednak, ze RNA zakonczone NAD wystepujg rowniez w organizmach
eukariotycznych(32-34) i w komorkach ludzkich(35). Funkcje biologiczne tej modyfikacji nie zostaty
jeszcze dobrze zidentyfikowane, ale dotychczas przeprowadzone badania wskazujg, ze moga by¢
one nieco rozne w zaleznosci od organizmu. Nie mniej jednak, stwierdzono, ze zardbwno u bakterii
jak i Eukariontow obecnos¢ NAD na koncu 5 wptywa na stabilnos¢ RNA. Zgodnie z tym,
zidentyfikowano rowniez kilka enzymow, zdolnych do usuwania struktur NAD z konca 5 RNA (tzw.
enzymy deNADujace) (Rys. 12)(3) .

U bakterii £.coli obecnos¢ NAD na koncu 5" mRNA prawdopodobnie zwieksza stabilnos¢ RNA w
wyniku zmniejszenia podatnosci na degradacje przez enzym RppH(36), czyli bakteryjna pirofosfataze
uczestniczaca w defosforylacji RNA 5'-trifosforandw do 5’-monofosforandw inicjugc w ten sposoéb ich
dalszg degradacje. Jednakze, wiadomo réwniez, ze reszta NAD w RNA moze by¢ hydrolizowana przez
enzym NudC, bakteryjng pirofosfataze, ktora specyficznie hydrolizuje wigzanie pirofosforanowe w
NAD /n vitroi in vivo usuwajac mononukleotyd nikotynowy (MNM) (36, 37).
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Rys. 12. Struktura NAD-RNA oraz produkty jego hydrolizy przez dwie zidentyfikowane do tej pory klasy enzyméw
deNAdujgcych: NAD-RNA pirofosfatazy i NAD-RNA fosfodiesterazy. Na rysunku zaznaczono symbolami
fosforany a, B i fosfodiestrowy (Pb).

Zupetnie inaczej niz u organizmow prokariotycznych, u Eukaryota obecnos¢ NAD na kohcu 5
destabilizuje RNA i kieruje je na sciezke szybkiej degradacji. Degradacja inicjowana jest przez
usuniecie z konca 5' catej czasteczki NAD przez nukleaze DXO, ktéra hydrolizuje pierwsze wigzanie
fosfodiestrowe w RNA(32). Niedawno odkryto, ze ludzki enzym Nudt12, ktéry jest homologiem
enzymu NudC, rowniez posiada aktywnos$¢ deNADujaca /n vitrojak réwniez uczestniczy w degradacji
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NAD-RNA w komorkach ludzkich(38). W przeciwienstwie do DXO, Nudt12 posiada aktywnos¢
pirofosfatazy NAD-RNA.

Pomimo wzrastajgcej liczby narzedzi molekularnych i metod chemii biologicznej projektowanych do
badania proceséw zaleznych od NAD(39-42), znaczenie biologiczne NAD-RNA pozostaje nadal w
duzej mierze niewyjasnione. Jednym z najwazniejszych pytan pozostaje to czy, modyfikacja ta w
komérkach eukariotycznych petni jakas definiowalng funkcje biologiczng, np. jako odpowiedZ na
warunki stresowe, czy jest jedynie skutkiem btednej inicjacji transkrypcji i jako produkt nieprawidtowy
musi zostac szybko usunieta w ramach mechanizméw kontroli RNA.

[Zestaw narzedzi chemicznych do badania NAD-RNAJ
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4b: NRppApsG; X =0, Y =S, R = H (diastereomer D2)
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6a: NRppsAnpG; X =8, Y =0, R = CHj (diastereomer D1)
6b: NRppsAnpG; X =S, Y =0, R = CH; (diastereomer D2)

Rys. 13. Struktury otrzymanych przez nas analogéw NAD jako uodpornionych na degradacje enzymatyczng
narzedzi molekularnych do badania NAD-RNA.

Nasz zespot uznat, ze badania nad RNA zakonczonymi NAD na 5" konhcu i specyficznymi dla nich
biatkami mogtyby byc¢ utatwione dzieki zastosowaniu racjonalnie zaprojektowanych narzedzi
molekularnych, ktore umozliwiatyby synteze analogdw NAD-RNA uodpornionych na degradacje
przez enzymy deNADujace. Uznalismy, Zze tego typu narzedzia umozliwityby dostep do NAD-RNA o
zwigkszonej stabilnosci, co utatwitoby przeprowadzenie badan strukturalnych komplekséw NAD-RNA
ze specyficznymi enzymami, umozliwito ocene udziatu poszczegolnych enzyméw deNADujacych w
0golnej degradacji NAD-RNA, utatwito prowadzenie eksperymentéw nakierowanych na identyfikacje
nowych biatek wigzagcych NAD-RNA w komorkach, a takze otworzyto wiele innych mozliwosci
badawczych.

Dlatego tez, w pracy H10 otrzymalismy zestaw analogow NAD zaprojektowanych tak, aby dzieki
wprowadzonym do nich modyfikagjom chemicznym, po wbudowaniu ich do RNA zapewniaty
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czesciowa lub catkowitg odporno$¢ na enzymatyczny deNADding. Aby nada¢ analogom potencjalna
odpornos¢ na enzymy o aktywnosci pirofosfataz (NudC i Nudt12), opracowalismy analogi NAD
zawierajgce modyfikacje 5'-tiofosforanowa lub 5'-fosfotioestrowa w obrebie fosforanu o (Rys. 13).
Tego typu modyfikacje stosowalismy wczesniej z powodzeniem do stabilizacji eukariotycznych
koncéw 5" mRNA (kapdw 7-metyloguaninowych) aby nada¢ im odporno$¢ na enzymy degradujace
nie zaburzajac jednoczesnie ich aktywnosci translacyjnej(20, 43, 44). Aby nada¢ analogom NAD
odpornos¢ na fosfodiesterazy, takie jak DXO, modyfikacja tiofosforanowa zostata wprowadzona w
obrebie pierwszego wigzania fosfodiestrowego w trinukleotydowym analogu NAD (NRpppApG) (Rys.
13). Oprocz tego, otrzymalismy réwniez trinukleotyd posiadajacy grupe 2'-O-metylowa w obrebie
adenozyny. Wedtug najnowszych badan modyfikacja taka zabezpiecza przed degradacja przez DXO
RNA zakonczone kapem guaninowym lub 7-metyloguaninowym(45), chcielismy wiec sprawdzi¢ czy
podobny efekt bedzie mozna osiagnac¢ dla NAD. Wreszcie, aby uzyskac¢ potencjalng odpornos¢ na
oba rodzaje enzymow deNADujacych, zestawilismy w  jednym trinukleotydzie modyfikacje
tiofosforanowa z modyfikacja 2'- O-metylowa. Syntezy wszystkich zwigzkow dokonalismy korzystajac
z metod opracowanych wczesniej w naszym zespole, przeprowadzajac najpierw wszystkie niezbedne
optymalizacje. Synteza zarowno di- jak i trinukleotyddw wymagata otrzymania w duzych ilosciach
aktywowanego imidazolem mononukleotydu nikotynowego, a takze réznorodnie modyfikowanych
podjednostek mono- i dinukleotydowych, przy czym te ostatnie zostaty otrzymane na drodze syntezy
na podtozu statym. Finalnym etapem syntezy wszystkich analogow byto tworzenie wigzania
pirofosforanowego w oparciu o chemie fosforoimidazolidéw. Analogi NAD zawierajgce ugrupowanie
o-tiofosforanowe zostaty zsyntezowane w postaci dwdch P-diastereomerdw, ktore zostaty
rozdzielone metodg HPLC, co umozliwito poddanie ich badaniom biologicznym w postaci
diastereomerycznie czystej (Rys. 14A). Struktury i czystosci otrzymanych zwigzkéw zostaty
potwierdzone metodami spektroskopowymi, przy czym szczegdlnie przydatng technikg byt w tym
przypadku fosforowy rezonans magnetyczny (Rys. 14B).

Otrzymany zestaw zwigzkdw poddalismy wstepnej charakteryzacji biochemicznej, aby okresli¢ ich (i)
zdolnos¢ do wbudowywania sie do RNA w procesie transkrypgji katalizowanej przez polimeraze T7
oraz (i) podatnos¢ na rozne enzymy deNADujgce. Eksperymenty transkrypdji /n vitro potwierdzity,
ze zgodnie z oczekiwaniami, zwigzki te moga by¢ inicjatorami transkrypcji katalizowanej przez
polimeraze T7, a zatem umozliwiajg otrzymanie czasteczek RNA zakonczonych NAD na koncu 5'. Co
wiecej, okazato sie, ze zastosowanie trinukleotydowych analogéw NAD daje RNA o wyjatkowo
wysokiej czystosci i homogennosci, jest wiec korzystniejsze niz standardowo obecnie wykorzystywane
metody syntezy NAD-RNA, ktore charakteryzuja sie nizsza wydajnoscia wbudowywania NAD(46, 47).
Podatnos¢ modyfikowanych NAD na degradacje przez enzymy deNADujgce: NudC, Nudt12 i DXO
zostata zbadana we wspotpracy z grupg prof. Mike Kiledjiana z Rutgers University (M. Kildjian i E.
Grudzien-Nogalska). Zgodnie z wyjsciowymi zatozeniami, w wyniku tych badan zidentyfikowalismy
analogi, ktore sg podatne na hydrolize przez enzymy deNADujace wytacznie jednego rodzaju, obu
rodzajow lub catkowicie odporne na hydrolize. Wyniki te réwniez zostaty zawarte w pracy H10.
Obecnie otrzymane przez nas analogi NAD sg wykorzystywane w dalszych badaniach nad
wiasciwosciami i funkcjami biologicznymi NAD-RNA prowadzonymi w naszym zespole w ramach
kierowanego przeze mnie projektu SONATA BIS oraz we wspotpracy z grupa prof. Kiledjiana.
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Rys. 14 A) Reprezentatywne profile HPLC przedstawiajgce postep syntezy analogu NAD
modyfikowanego grupg tiofosforanowg w pozycji a; B) Poréwnanie widm 3'P NMR wybranych
analogéw NAD (wyniki opublikowane w pracy H10).

4.5. Analiza syntetycznych analogéw nukleotydéw metoda tandemowej spektrometrii mas

Niezwykle przydatnym narzedziem analitycznym w badaniach nukleotydéw i ich analogéw jest
spektrometria mas. W literaturze opisano przyktady zastosowania spektrometrii mas do
rozwigzywania konkretnych problemow badawczych, takich jak np. analiza stopnia ufosforylowania
wybranych lekéow nukleozydowych, czy oznaczenia ilosciowe wybranych pochodnych naturalnych.
Zazwyczaj do rozwigzywania tego typu probleméw stosuje sie spektrometrie mas z uzyciem
.miekkich” technik jonizacji typu MALDI czy elektrosprej (najczesciej w trybie jondéw dodatnich).
Bardzo waznym aspektem jest mozliwos¢ identyfikacji zwigzkdbw na podstawie ich widma
fragmentacyjnego. Tandemowa spektrometria mas pozwala na fragmentacje jonu o wybranym
stosunku masy do fadunku, a otrzymane fragmenty o okreslonych wartosciach /m/zmoga postuzyé
jako cenna wskazéwka w przewidywaniu struktury chemicznej. W oznaczeniach ilosciowych czesto
wykorzystuje sie selektywne monitorowanie wybranych reakgji fragmentacji (single reaction
monitoring, SRM lub multiple reaction monitoring, MRM). Przy odpowiednim doborze par jon
pierwotny-jon wtérny metoda ta zapewnia wysoka selektywnos¢ oraz czutos¢ oznaczenia.

W przypadku metabolitow nukleotydowych, czesto napotykanymi problemami w oznaczeniach
jakosciowych i ilosciowych jest wystepowanie zblizonych strukturalnie zwigzkdw izomerycznych i
izobarycznych (czyli o réznym sktadzie, ale tej samej masie nominalnej), ktére moga interferowac z
wynikami prowadzonych oznaczen (np. w przypadku oznaczen rybonukleotyddw adeninowych
konieczne jest odroznienie ich od izobarycznych deoksyrybo nukleotydow guaninowych). Aby
unikng¢ tych bteddw, konieczny jest rozwazny dobdr warunkdédw chromatograficznych oraz
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odpowiedni dobor obserwowanych metoda MRM jondw wtornych, najlepiej takich, ktore nie
wystepujg powszechnie w widmach fragmentacyjnych nukleotydéw. Przed rozpoczeciem realizadji
projektu, zdaliSmy sobie sprawe, ze nie podjeto jeszcze proby przeprowadzenia kompleksowych
badan, ktore pozwolityby na wyciagniecie bardziej ogodlnych wnioskéw i regut dotyczacych
fragmentacji nukleotyddéw oraz wytycznych co do doboru jonoéw wtdrnych w oznaczeniach
ilosciowych. Co wiecej, wigkszo$¢ doniesien literaturowych skupiata sie na analizie jondw potomnych
pochodzacych od zasad nukleinowych badanych nukleotydéw, stosunkowo niewiele byto natomiast
doniesien na temat jondw potomnych zawierajgcych elementy reszt rybozy i fosforanow. W
szczegodlnosci, bardzo niewiele wiadomo byto na temat fragmentagji mono- i dinukleotydow
modyfikowanych w obrebie mostka oligofosforanowego. Uznalismy tez, ze ciekawym a dos¢ stabo
poznanym aspektem bytoby pordwnanie fragmentacji jondw pochodzenia nukleotydowego
generowanych w trybie jondw dodatnich i ujemnych. W projekcie realizowanym wraz z zespotem w
ramach grantu luventus Plus, zaplanowalismy przeprowadzenie szeregu systematycznych badan nad
roznorodnie modyfikowanymi nukleotydami w celu uzupetnienia i usystematyzowania aktualnej
wiedzy na temat fragmentacji nukleotyddw i ich analogdéw w eksperymentach MS.

W pracy H11, wykorzystalismy unikalne zasoby naszego laboratorium dokonujac analizy ponad 150
mononukleotydéw metoda tandemowej spektrometrii mas stosujac jonizacje typu elektrospe;.
Analizie poddalismy przede wszystkim 5'-mono-, 5'-di- i 5'-trifosforany nukleozydow, a takze ich
strukturalnie zblizone analogi modyfikowane w obrebie zasady azotowej, reszt fosforanowych oraz
reszt rybozy w celu zidentyfikowania charakterystycznych jondéw fragmentacyjnych, ktére moga by¢
pomocne przy ustalaniu struktury. Poréwnujac jonizacje w trybach dodatnim i ujemnym
zauwazylismy, ze w trybie jondw dodatnich widma fragmentacyjne zawieraja gtdwnie sygnaty
pochodzace od zasad azotowych, natomiast w trybie jonow ujemnych obecne sg rowniez fragmenty
pochodzgce od reszt fosforanowych i fosforybozowych, co daje mozliwos¢ ustalenia pewnych
elementow struktury takich jak liczba grup fosforanowych w zwigzku czy obecnos¢ modyfikacji w
obrebie fosforanéw i reszt rybozy. W oparciu o te wyniki, zaproponowalismy struktury
najwazniejszych jonow fragmentacyjnych, ktore dodatkowo zweryfikowalismy badajac izotopologi
wybranych zwigzkéow znakowane ciezkim izotopem tlenu ([®0]) w obrebie reszt fosforanowych.
Zademonstrowalismy rowniez mozliwos¢ zastosowania metody ESI(-)/MS/MS do rozrdzniania
strukturalnie zblizonych zwigzkdw poprzez analize poréwnawczg widm izomerycznych i
izobarycznych nukleotydow i ich syntetycznych analogdw, a takze potencjat tej metody do szybkiej
identyfikacji nukleotydowych produktéw syntezy organicznej z bardzo niewielkiej ilosci materiatu.
Wreszcie, sformutowalismy ogdlne zasady dotyczace fragmentacji nukleotyddw i zdefiniowalismy
powigzania pomiedzy widem fragmentacyjnym a strukturg, ktére moga by¢ pomocne przy analizie
widm ESI(-)/MS/MS nukleotydow o nieznanej strukturze. Aby jak najszerzej upowszechni¢ wyniki
naszych badan stworzyliSmy baze widm ESI(-)/MS/MS w ktérej umielilismy widma wszystkich
zwigzkow analizowanych w pracy (baza msTide; www.msTide-db.com).

Wyniki tej pracy wykorzystujemy obecnie do rozwigzania konkretnych probleméw badawczych
zwigzanych z trwatoscig mRNA, m.in. do opracowania metody ilosciowego oznaczania wydajnosci
wbudowywania modyfikowanych nukleotydow do RNA transkrybowanego /n vitro (projekt ten
realizowany jest w ramach projektu PRELUDIUM przez doktorantke, mgr Dominike Strzeleckg).
Opracowujemy takze metode ilosciowego oznaczania metabolitow konca 5" mRNA (kapu), ktéra
zostanie wykorzystana do oznaczenia metabolitow kapu w wybranych komorkach roslinnych i
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zwierzecych oraz do badania aktywnosci i inhibicji enzymdéw degradacji kapu w lizatach
komorkowych. Dzieki tym badaniom mozliwe byto réwniez opracowanie metody monitorowania
degradacji sond enzymatycznych zastosowanej w pracy H8. Obecnie, rutynowo wykorzystujemy
rowniez analize ESI(-)/MS/MS do szybkiej i jednoznacznej identyfikacji nukleotydow otrzymanych na
drodze syntezy chemicznej lub z materiatu biologicznego, co jest szczegdlnie przydatne w przypadku
badania zwigzkow znacznie zmodyfikowanych i fluorescencyjnie znakowych, ktére nie sg dostepne w
ilosciach umozliwiajacych przeprowadzenie analizy metodg NMR.
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Rys. 15. Pogladowe przedstawienie biblioteki nukleotydéw badanych w pracy H11.
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