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STRESZCZENIE

Badanie struktury i funkcji biologicznych zdeterminowanych
konformacyjnie kwasow nukleinowych

Kwasy nukleinowe od czasu ich odkrycia sg obiektem nieustannych badan. Istotna
w przypadku tych polimerow jest sekwencja, czyli utozenie reszt nukleozydow w tancuchu.
Sekwencjonowanie, czyli okreslanie struktury pierwszorzgdowej nie jest juz dzisiaj
wigkszym wyzwaniem. Dzi$§ interesujacym zagadnieniem dla badaczy kwasow
nukleinowych jest struktura drugo-, trzecio-, czy nawet czwartorzedowa. Poznanie regut,
jakie rzadza zwijaniem si¢ kwasow nukleinowych jest niezwykle wazne, poniewaz znajac
je mogliby$Smy przewidywaé struktury, na podstawie znajomosci samej sekwencji, lub
projektowaé skomplikowane strukturalnie kwasy nukleinowe w laboratoriach. Bardzo
istotnym jest tez fakt, ze struktura kwasu nukleinowego jest nierozerwalnie zwigzana
z funkcja. Niekodujace kwasy nukleinowe to ciggle powigkszajaca si¢ rodzina
funkcjonalnie zréznicowanych czasteczek. Badanie powigzan pomiedzy sekwencja
a strukturg oraz struktura a funkcja to jedno z wazniejszych zadan naukowcoéw badajacych
kwasy nukleinowe.

Celem moich badan byto zbadanie korelacji migdzy struktura i funkcja modelowych
kwasow nukleinowych, w szczegolnosci wptywu zdefiniowanych konformacyjnie reszt
nukleotydow purynowych — pochodnych guanozyny. Do zadan szczegotowych nalezaty:
zbadanie tandemowego niesparowania 5'AG/3’GA pod katem strukturalnym
z wykorzystaniem modelowych czasteczek RNA, oraz zbadanie wptywu modyfikowanych
pochodnych guanozyny, umiejscowionych w centrum aktywnym rybozymu hammerhead.

Pierscien rybozy nukleozydu moze przyjmowaé 20 rdéznych zdefiniowanych
konformacji. Konformacje typu North (C3'-endo) oraz South (C2'-endo) sg w dynamiczne;j
réwnowadze dla naturalnych nukleozydow. Jednak przez stosowanie r6znych chemicznych
modyfikacji, takich jak spinajace mostki metylenowe (LNA), czy dodawanie bardziej
elektroujemnych atomow (2'-fluoro) mozna sterowa¢ rownowaga migdzy tymi dwiema
konformacjami.

Realizacje pierwszego zadania szczegotowego mojej pracy doktorskiej
rozpoczalem od wybrania modyfikacji guanozyny o zdeterminowanej konformacji, aby
wprowadzi¢ je do sekwencji modelowych kwasoéw rybonukleinowych. Modyfikacjami,

ktore wybratem do sterowania konformacjg wigzania N-glikozydowego byly pochodne
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guanozyny podstawione w pozycji C8 grupg metylowg lub atomem bromu. Natomiast do
wymuszania konformacji furanozy wybralem nukleotydy o nastepujacych resztach
cukrowych: rybozyd, arabinozyd, 2'-deoksy-2'-fluororybozyd,
2'-deoksy-2'-fluoroarabinozyd, 2'-0,4’-C-metylenorybozyd (LNA), oraz 2’,3'-sekorybozyd
(UNA). W badaniach wykorzystatem tez nukleozydy zawierajace niekanoniczne zasady
w celu zmiany dystrybucji miejsc akceptoro-donorowych wigzan wodorowych.
Wykorzystatem nukleozydy zawierajace: 2,6-diaminopuryng, 2-aminopuryng, adening,
puryne, hipoksantyne oraz puryno-2-on.

Tandemowe niesparowanie 5'AG/3'GA jest jednym z wielu opisanych w literaturze
niesparowan wystepujacym w dupleksach RNA. Ten motyw strukturalny ma duzy
potencjat funkcjonalny ze wzgledu na wystepujace w nim wolne reszty guanozyny.
Wyznaczone przeze mnie parametry termodynamiczne dla serii oligorybonukleotydow
zawierajacych w sekwencji 5"GAGU/3'UGAG zdeterminowane strukturalnie nukleozydy
pozwalaja lepiej zrozumie¢ co wptywa na interesujaca strukture, ktorg scharakteryzowat
Scott Kennedy et al. w 2012 roku. Ponadto, wykonana w ramach mojej pracy doktorskiej
analiza NMR-owska pozwolita zbada¢ dynamike konformacyjng badanego motywu.

Realizacja drugiego zadania szczegdlowego polegala na wprowadzeniu
strukturalnie zdeterminowanych analogéw nukleozydow do struktury rybozymu
hammerhead w centrum katalitycznym lub w petli L2. Badania prowadzitem na trzech
wariantach modelowego rybozymu hammerhead. Zostaly one zaprojektowane tak, ze
substratem dla nich byly rejony (+)RNA segmentu 5 wirusa grypy A/California/04/2009
(HIN1). Dla wszystkich modyfikowanych wariantow okreslitem parametr szybkosci
reakcji cigcia. Wyznaczone parametry pozwolity mi porowna¢ wptyw roznych modyfikacji
na aktywnos¢ rybozymu.

Otrzymane wyniki sa podstawa do dalszych badan nad wptywem struktury kwaséw

nukleinowych na ich funkcje.
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Study of structure and biological functions of conformationally
determined nucleic acids

Nucleic acids have been the subject of constant research since their discovery.
An important feature of these polymers is the sequence, i.e. the arrangement of nucleosides
residues in the chain. Sequencing, i.e. determining primary structure, is no longer a major
challenge today. Nowadays, an interesting issue for nucleic acid researchers is the
secondary, tertiary, or even quaternary structure. Understanding the rules that govern the
folding of nucleic acids is vital, because thanks to that understanding it is possible to
predict structures based on knowledge of the sequence itself, or to design structurally
complex nucleic acids in laboratories. What is also of great importance is that the structure
of the nucleic acid is inextricably linked with function. Non-coding nucleic acids are
a constantly growing family of functionally diverse molecules. Studying the relationships
between the sequence and structure, and the structure and function, is one of the most
important tasks for researchers studying nucleic acids.

The purpose of my research was to examine the correlation between the structure
and function of model nucleic acids, in particular the effect of conformationally defined
purine nucleotide residues - guanosine derivatives. Specific tasks included: investigating
the tandem mismatch of 5’AG / 3’GA in structural terms using model RN A molecules, and
investigating the effect of modified guanosine derivatives located at the active center of
hammerhead ribozyme.

The nucleoside ribose ring can have up to 20 different defined conformations. North
(C3'’-endo) and South (C2'-endo) conformations are in dynamic equilibrium for natural
nucleosides. However, by using various chemical modifications, such as methylene
bonding bridges (LNASs) or adding more electronegative (2'-fluoro) atoms, it is possible to
control the balance between these two conformations.

| started the first task of my doctoral dissertation by choosing guanosine
modification with a determined conformation to incorporate it into the ribonucleic acid
model sequences. The modifications that | chose to control the conformation of the
N-glycosidic bond were guanosine derivatives substituted in position C8 with a methyl
group or a bromine atom. In order to enforce the conformation of furanose | chose

nucleotides  with  the following sugar residues: riboside, arabinoside,



ABSTRACT

2'-deoxy-2'-fluororiboside, 2'-deoxy-2'-fluoroarabinoside, 2'-O, 4'-C-methylenoriboside
(LNA), and 2’, 3'- secoriboside (UNA). In my research | also used non-canonical base
nucleosides to change the distribution of hydrogen donor acceptor donor sites. | employed
nucleosides containing: 2-aminoadenine , 2-aminopurine, adenine, purine, hypoxanthine
and purin-2-one.

Tandem mismatch 5’AG / 3'GA is one of many mismatches found in RNA duplexes
that have been described in the literature. This structural motif has great functional potential
due to free guanosine residues. The thermodynamic parameters | determined for a series of
oligorybonucleotides containing structurally restricted nucleosides in the sequence
5'GAGU / 3'UGAG allow for a better understanding what affects the interesting structure
characterized by Scott Kennedy et al. in 2012. In addition, NMR analysis carried out as
part of my doctoral dissertation were utilized to examine the conformational dynamics of
the examined motif.

The second specific task involved the introduction of structurally determined
nucleoside analogues into the structure of the hammerhead ribozyme in the catalytic center
or in the L2 loop. | conducted research on three variants of the hammerhead model
ribozyme. They were designed so that the substrates for them were (+)RNA regions of
influenza A virus segment 5 A/California/04/2009 (H1N1). For all modified variants
| determined the cut reaction speed parameter. The determined parameters allowed me to
compare the effect of various modifications on ribozyme activity.

The obtained results are the basis for further research on the influence of the

structure of nucleic acids on their functions.
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A —adenozyna
Ac — grupa acetylowa
ADP — 5’-difosforan adenozyny

AMA - roztwor 1:1 (viv) 40% roztworu

metyloaminy i 25% roztworu amoniaku
AMP — 5’-monofosforan adenozyny
APS — nadsiarczan amonu

ATP — 5'-trifosforan adenozyny

BNA — mostkowane kwasy nukleinowe (ang.

bridged nucleic acids)
Bz — grupa benzoilowa
C —cytozyna

c-di-GMP - bis-3',5'-cykliczny diguanozyno-

monofosforan

CPG — szkto o zdefiniowanej porowatosci (ang.

controlled pore glass)

DCM - dichlorometan

DMAP — N,N-dimetyloaminopirydyna
DMF — N,N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DMTr — grupa 4,4'-dimetoksytrytylowa

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang.
deoxyribonucleic acid)

EDTA - wersenian sodu (etylenodiamino-

tetraoctan sodu)

ENA —2'-0,4'-C-etyleno kwasy nukleinowe (ang.
2'-0,4'-C-ethylene- bridged nucleic acids)

G — guanozyna

H — dowolny nukleozyd poza guanozyna

HRMS —  spektrometria mas  wysokiej
rozdzielczosci  (ang.  high-resolution  mass
spectrometry)

Hz — herz

iPr — grupa izopropylowa

Jur — stata sprzezenia proton — fluor

JHH — stala sprzg¢zenia proton — proton

Kobs. — obserwowalna stata szybkos$ci reakcji

LNA - 2'-0,4'-C-metyleno kwasy nukleinowe

(ang. locked nucleic acid)

MALDI — nmetoda jonizacji probki w
spektrometrii mas (ang. matrix assisted laser

desorption and ionization)

MDCK - linia komérkowa z nerki psa Madin-

Darby’ego (ang. Madin-Darby canine kidney)

MOI — miano wirusa, liczba czgstek wirusa
przypadajacych na jedng komorke (ang.
multiplicity of infection)

mRNA — informacyjny RNA (ang. messenger
RNA)

MS — spektrometria mas (ang. mass spectrometry)
N — dowolny nukleozyd
NAD - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu

jadrowego (ang. nuclear magnetic resonance)
pH — -log[H"]

PNA - kwas peptydonukleinowy (ang. peptide
nucleic acid)

ppm — parts per million
Py — pirydyna

R — nukleozyd purynowy
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RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic

acid)

RNAi - interferencja RNA (ang. RNA

interference)

rRNA —rybosomalny kwas rybonukleinowy (ang.
ribosomal RNA)

SiRNA — krotkie interferujace RNA (ang. small
interfering RNA)

SNRNA — maly jadrowy kwas rybonukleinowy
(ang. small nuclear RNA)

T — tymidyna
TBAF — fluorek tertbutyloaminiowy

TEA — trietyloamina

TEA-3HF - trifluorowodorek trietyloamioniowy
TEAHF — fluorowodorek trietyloamoniowy
TEMED — N,N,N’,N'-Tetrametyloetylenodiamina
TLC — chromatografia cienkowarstwowa

tRNA — transportujacy (transferowy) RNA

U — urydyna

UNA — kwasy nukleinowe o zwigkszonej
labilnosci konformacyjnej pierscienia rybozy

(ang. unlocked nucleic acid)

XNA — sztucznie otrzymane analogi kwasow

nukleinowych (ang. xeno nucleic acids)

Y — nukleozyd pirymidynowy
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W rozprawie doktorskiej poruszam kwesti¢ konformacji kwasow nukleinowych.
Bardzo szerokie spektrum struktur, jakie moze przyjmowac tancuch kwasu nukleinowego
jest sprawa bardzo interesujaca i zarazem niezwykle istotng dla lepszego zrozumienia
biochemii kwaséw nukleinowych. Ze wzgledu na swoja unikatowa strukture, kwas
nukleinowy moze pehi¢ rézne funkcje, takie jak: przechowywanie 1 przekazywanie
informacji, ale rowniez szereg innych, a rownie istotnych funkcji regulatorowych lub nawet
katalitycznych. Te kwesti¢ rozwing w cze$ci literaturowej tej rozprawy i skupie si¢ gtownie

na katalitycznych kwasach nukleinowych.

Uzytecznym narzedziem dla lepszego zrozumienia ztozonych struktur kwasow
nukleinowych jest wykorzystanie roznego rodzaju modyfikacji chemicznych w konteks$cie
poszczegdlnych nukleotydow lub wigkszych rejondéw kwasow nukleinowych.
Wprowadzenie modyfikowanych nukleozydow do kwasu nukleinowego moze mie¢ rozne
cele, takie jak: wymuszenie konkretnej konformacji jednego nukleotydu lub wiekszego
fragmentu badanej czasteczki, zwigkszenie jej stabilnosci chemicznej, enzymatycznej
i termodynamicznej, sterowanie przebiegiem reakcji z udzialem kwasu nukleinowego,
oznaczenie izotopowe konkretnej pozycji kwasu nukleinowego. Informacje o strukturze
mozna otrzymaé stosujac rozne techniki, m.in.: pomiary spektroskopowe, NMR-owskie
lub krystalograficzne z jednoczesnym wykorzystaniem modyfikacji chemicznych oraz
badan termodynamicznych. Informacje uzyskane w rézny sposob pozwalaja na lepsze

zrozumienie dynamiki konformacyjnej roznych struktur RNA.

W moich badaniach wprowadzalem w kwasach nukleinowych modyfikowane
nukleozydy, ktorych konformacja byla zdeterminowana. Skupitem si¢ na analogach
guanozyny, a zastosowane przeze mnie modyfikacje dotyczyly zaréwno czg¢sci cukrowe;,
jak 1 zasady azotowej. W czeSci cukrowej wprowadzilem nastgpujace analogi:
2'-deoksyryboze, arabinozg, 2'-deoksy-2'-fluoroarabinoze, 2'-deoksy-2'-fluororyboze,
2'-0,4'-C-metylenoryboze (LNA) oraz 2’',3'-sekoryboze¢ (UNA). W czesci zasadowej
uzytem nastepujacych modyfikowanych zasad: 8-bromoguaning, 8-metyloguaning,

hipoksantyne, 2-hydroksypuryne, puryng, adening, 2-aminopuryng oraz 2,6-aminopuryne.

Ze wzgledu na fakt, ze struktury drugorzedowe RNA w duzej czesci sktadajg sie
z niekanonicznych motywow strukturalnych, postanowitem zbada¢ jeden z nich.
Wybratem do badan motyw tandemowych niesparowan, a dokladnie tandemowe

niesparowanie 5'AG/3'GA. Modyfikowane analogi nukleozydéw wprowadzatem
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w sekwencji 5'GAGU3’ w $rodku oligonukleotydu samokomplementarnego oraz
niesamokomplementarnego, jak rowniez w oligonukleotydzie o zaprojektowane;j strukturze
spinki do wlosow (ang. hairpin). Trzon tej spinki tworzyly dwa fragmenty oligonukleotydu
0 samokomplementarnej sekwencji, w ktérej wbudowany zostal motyw S5'GAGU3'.
W szeregu eksperymentéw wyznaczylem parametry termodynamiczne dla powyzszych
oligonukleotydow metodg pomiaru absorbancji, jako funkcji temperatury, tj. metoda
topnienia UV (ang. UV melting). Modelowe czasteczki zostaly takze zbadane

z wykorzystaniem technik magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR).

W swoich badaniach postanowitlem takze sprawdzi¢ wplyw modyfikacji
na aktywno$¢ katalityczng kwasu nukleinowego. W tym celu wybralem rybozym
hammerhead jako obiekt badan i wprowadzitem analogi guanozyny do sekwencji jego
centrum katalitycznego. Nastepnie dla powstalych modyfikowanych rybozymow

wyznaczylem state szybkosci reakcji rozcinania nici substratu.
Celami prowadzonych badan byty:

1. Zsyntetyzowanie zdeterminowanych konformacyjnie pochodnych guanozyny oraz
odpowiednich amidofosforynéw, 1 wuzycie ich do syntezy modelowych
oligonukleotydow RNA.

2. Wyznaczenie parametrow termodynamicznych modyfikowanych duplekséw RNA
zawierajacych tandemowe niesparowanie 5'AG/3'GA sgsiadujace z parg G-U
(5'GAGU3).

3. Okreslenie struktury motywu 5’GAGU/3'UGAG (szczeg6lnie rodzaju tworzonych
wigzan wodorowych) zawierajacego w rdéznych pozycjach modyfikowane
pochodne guanozyny z wykorzystaniem technik NMR.

4. Zbadanie wptywu modyfikowanych pochodnych guanozyny, umiejscowionych
w centrum aktywnym rybozymu hammerhead na jego aktywnos$¢ katalityczng

nakierowang na degradacj¢ RNA wirusa grypy.
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1. Konformacje nukleozydéw i struktura kwasow nukleinowych

Zasady wchodzace w sktad kwasow nukleinowych sg planarnymi aromatycznymi
zwigzkami heterocyklicznymi. Poza nieznacznymi odgigciami i rozciggni¢ciami uktadu
aromatycznego wynikajgcymi z drgan wigzan chemicznych, dochodzi réwniez do rotacji
grup egzoaminowych guaniny, adeniny i cytozyny oraz znacznie szybszej (10° s
w roztworze wodnym w 0°C) rotacji grupy metylowej tyminy’. Do scharakteryzowania
struktury w nukleotydzie mozna uzy¢ parametrow katow torsyjnych? o, B, v, 8, € oraz £ dla
szkieletu cukrowo-fosforanowego, katow pierscienia furanozy 6o — 04, oraz kata y wzdtuz
wigzania  N-glikozydowego (rysunek 1). Dla Mo,

uproszczenia wykorzystuje si¢ zalezno$ci pomig¢dzy |

tymi katami 1 przy opisie struktury nukleotydow mowi P:\OSI

si¢ o czterech parametrach: pofaldowaniu cukru, .

konformacji wiazania N-glikozydowego, orientacji 5 B
grupy C5' oraz konformacji wigzan estrowych grupy 3-00?; > '
fosforanowej. W swoich badaniach interesowatem si¢ :}3 X
konformacjg furanozy oraz wigzania N-glikozydowego, o

dlatego w dalszej czeSci tego rozdzialu bardziej Rysunek 1. Oznaczenie katow

, .. . torsyjnych w reszcie nukleotydowej
szczegblowo przyblize te zagadnienia. we dﬁ gywsk azat TUPAC yaowel

X - H w DNA, Ilub OH
w RNA; B - zasada heterocykliczna.

1.1. Konformacja szkieletu cukrowo-fosforanowego

W przeciwienstwie do pozostalych atoméw wegla budujacych szkielet kwasu
nukleinowego, wegiel C5’ jest endocykliczny, dlatego orientacja wigzania C4'-C5" ma

znaczenie dla usytuowania reszty fosforanowej wzgledem reszty cukrowej (rysunek 2).

A B C

" - 'O _n
H O N P P o N
H Y (o H® £
\\ - 3|
\\‘\ \‘\"I H P

Rysunek 2. Projekcja Newmanna najczgéciej przyjmowanych konformacji w nukleotydach:
(A) synklinalna dla kata vy, (B) antiperiplanarna dla kata 3 i (C) antyklinalna dla kata €.
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Najkorzystniejsze energetycznie 1 najczgscie] przyjmowane konformacje to
synklinalna i antyperiplanarna (rysunek 2A i B). W nukleotydach rotacja wigzan jest
dodatkowo ograniczana przez grup¢ fosforanowa, co wymusza przyjmowanie konformacji
synklinalnej. Wigzanie C5'-O5' przyjmuje konformacj¢ antiperiplanarng (rysunek 2B),
natomiast wigzanie C3’-O3’ oscyluje pomiedzy konformacja antyklinalng (rysunek 2C)
a antiperiplanarng (rysunek 2A). Dla uproszczenia obliczen zwigzanych ze strukturg
szkieletu cukrowo-fosforanowego oraz ze wzgledu na to, ze reszta fosforanowa przyjmuje
strukture tetraedryczna, przyjmuje si¢, ze tancuchy P5’-05'-C5'-C4’ 1 P3'-0O3'-C3'-C4' sa

sztywne 1 tacza si¢ ze sobg za posrednictwem

fosforu 1 wegla C4'. Z badan krystalograficznych Q
tRNA 1 oligomerow DNA wynika, ze struktura N
c PO
ugrupowania fosfodiestrowego, czyli wigzania C-
O-P-O-C przyjmuje zgieta struktur¢ w wyniku (D
- Q
dziatania efektu gauche, gdzie za stabilno$¢ takiej C @

struktury odpowiadaja oddziatywania orbitali Rysunek 3.  Konformacja diestru

fosforanowego z uwzglednieniem orbitali
nek 3). .
(rysunek 3) molekularnych w efekcie gauche.

1.2. Konformacja wiazania N-glikozydowego

Poniewaz powierzchnie zasady 1 cukru sg do siebie w przyblizeniu prostopadte,
a obroét ptaszczyzny zasady odbywa si¢ wzdhuz osi wigzania N-glikozydowego, mozliwe
jest okreslenie pozycji zasady wzgledem powierzchni cukru. Gdy atom H8 puryny lub H6
pirymidyny znajduje si¢ nad powierzchnig pier$cienia to méwimy o konformacji anti. Gdy
objetosciowo wieksze fragmenty zasad, czyli O2 pirymidyny lub N3 puryny znajdujg si¢
nad cukrem nukleozydu to nazywamy taka konformacje syn. Przy opisywaniu konformacji
wigzania N-glikozydowego uzywa si¢ wartosci kata torsyjnego y. Kat torsyjny . tworzony
jest przez ptaszczyzng, na ktorej znajduje si¢ zasada oraz powierzchni¢ przechodzaca przez
wigzanie O4'-C1’ cukru i wigzanie N-glikozydowe. Kat ten definiujg cztery atomy — dla
pirymidyn: O4'-C1'-N1-C2, a dla puryn: O4'-C1'-N9-C4. Uznaje si¢, ze jezeli
90° >y >-90° to nukleozyd jest w konformacji syn. Mozna rowniez wyrdzni¢ konformacje
nazywang ,,pos$rednig syn” (ang. intermediate syn) lub ,,wysoka anti” (ang. high anti), dla
ktorej -45° >y > -90°. Zakres wartosci kata y dla konformacji anti to reszta zakresu, czyli
90° <y <-90°(rysunek 4).
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A B C
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Rysunek 4. Graficzne przedstawienie konformacji wigzania N-glikozydowego. A — widok z gory
na pierScien cukru; B — guanozyna i urydyna w konformacji anti: C — guanozyna i urydyna
w konformacji syn; D-F — widok z gory na mozliwe konformacje guanozyny.

Rysunek zaadaptowano z Sokolowski, J. E. et al.’

Nukleozydy pirymidynowe przyjmuja niemal wylacznie konformacj¢ anti,
natomiast purynowe przyjmuja naturalnie konformacje anti lub syn. Ogdlna preferencja do
przyjmowania konformacji anti jest spowodowana czynnikami sterycznymi, jednoczes$nie
umozliwia ona oddziatywania krawedzi Watsona-Cricka naprzeciwlegtych zasad. Duzy
wpltyw na konformacje nukleozydow pirymidynowych ma karbonylowy atom tlenu
w pozycji 2, ktory stanowi zawade przestrzenng. W przypadku nukleozydow purynowych
rowniez niekorzystne oddziatywania pomiedzy atomem azotu N3 a powierzchnig cukru sa
w pewien sposob rekompensowane przez inne korzystne oddzialywania, dlatego

nukleozydy te przyjmuja nie tylko konformacje anti, ale rowniez syn.

1.3.  Konformacja pierscienia cukrowego

Reszty cukrowe - ryboza i 2'-deoksyryboza - budujace kwasy nukleinowe tworza
alifatyczny piecioczlonowy pierScien na bazie furanu. Ze wzgledu na hybrydyzacje
atomoéw wegla i tlenu budujagcych ten pieciocztonowy pier§cien nie jest energetycznie

korzystne utozenie w plaszczyznie wszystkich pigciu atomoéw. Poza tym, ze wzgledu na
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chiralno$¢ czterech atomow wegla (C1', C2', C3" 1 C4') mozliwe jest istnienie
16 stereoizomeroéw takiego cukru. W naturalnych kwasach nukleinowych stwierdzono
jednak wystepowanie wylacznie izomeréow [-D-rybozy i B-D-deoksyrybozy. Konformacje
furanozy mozna opisa¢ przez wykorzystanie kata fazowego pseudorotacji (P). Parametr ten
informuje o wewngtrznych katach dwusciennych tworzonych przez wigzania w furanozie.
Dzigki obserwacji Martina Karplusa® o korelacji pomiedzy stala sprzezenia 3Jun
a dwusciennym katem torsyjnym, mozliwe jest okreslenie konformacji nukleozydow
z uzyciem metody NMR. Kilpatrick wykorzystal ta zalezno$¢ i jako pierwszy zastosowat
koncepcje pseudorotacji w ujeciu piecioczlonowego pierscienia®. W swoich badaniach nad
konformacjami w cyklopentanie doszedl do wniosku, Zze zmiany utozenia atomoéw nie
wnosily istotnych zmian w energii potencjalnej uktadu z uwagi na fakt, ze wszystkie
pozycje w cyklopentanie sg réwnocenne. Zastgpienie jednego atomu wegla innym lub
wprowadzenie endocyklicznych grup funkcyjnych powodowalo pewne ograniczenia
energetyczne w calkowicie swobodnej pseudorotacji uktadu cyklicznego. To zjawisko
szerzej zbadali i opisali Altona i Sundaralingam®’. Jako, ze uktad powigzanych ze soba
pieciu atomow tworzy zaleznosci miedzy katami torsyjnymi 0 (rysunek 1, rozdziat 1),

wyprowadzili oni wzor, ktory w podany matematyczny sposob opisuje ten zwigzek:

(62 +6,) — (6, +03)

tan(P) =
P = 5, (sin 36° + sin72°)
North Wszystkie mozliwe
HO OH . . .
o ox :7‘657 & konformacje  pigciocztonowego
05& u 0° P 0.OH

cukru mozna przedstawi¢ na kole
pseudorotacji (rysunek  5).
Rozpoznaje si¢  dwadzie$cia
granicznych (energetycznie)

konformerow,  ktore  mozna

podzieli¢ na dwie  grupy:
konformacje  skrecone  (ang.

twisted T) oraz konformacje

kopertowe (ang. envelope E).

South
Rysunek 5. Koto pseudorotacji z wyrysowanymi na obwodzie O konformacji skrgconej mowimy
mozliwymi konformerami rybozy. Na kole zaznaczono przy
pomocy symboli T i E konformacje twisted i envelope.
Wyrézniono roéwniez cztery rejony kota odpowiadajace
kierunkom na kompasie: North, East, South, West.

wtedy, gdy po przeprowadzeniu

plaszczyzny przez trzy atomy
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tworzace pierScien dwa pozostale atomy =znajduja si¢ po przeciwnych stronach
poprowadzonej powierzchni. Konformacja kopertowa to sytuacja, gdy po przeprowadzeniu

plaszczyzny przez trzy atomy tylko jeden atom znajduje si¢ poza plaszczyzng.

Naturalnie nukleozydy znajdujace si¢ w roztworze wystepuja nie w jednej
zamrozonej konformacji, ale ich struktura jest dynamiczna. Nukleozydy wystepuja
zazwyczaj w rownowadze pomigdzy dwiema lub wiecej konformacjami. Przyjmuje sig, ze
niemodyfikowane nukleozydy RNA i DNA w roztworach wystepuja w rownowadze

konformacyjnej pomiedzy konformerami North (C3'"-endo) i South (C2’-endo).

1.4. Konformacja nukleozyddow i wigzania wodorowe w kwasach nukleinowych

Dla kwasow nukleinowych konformacja nukleotydéw moze mie¢ duzy wptyw na
strukture catej czasteczki. Dobrze poznany i charakterystyczny ksztatt helikalny dupleksu
powstatego w wyniku parowania si¢ dwoch fragmentéw kwasu nukleinowego moze mieé
r6zng skretno§¢. Wyrdznia si¢ trzy charakterystyczne formy helisy: A, B i Z. Formy
A 1 B sg prawoskretne, natomiast Z jest lewoskretna. W formie A skret helisy jest gesty,
przez co wielka bruzda jest waska i1 glgboka, natomiast mata bruzda jest ptytka i szeroka.
Nukleotydy przyjmuja wtedy konformacje anti i czgsto C3-endo. Forma A jest
charakterystyczna dla dupleksow RNA. W formie B skret helisy jest nieco luzniejszy niz
w formie A. Duza 1 mata bruzda helisy B s3a podobnej gitebokosci, jednak duza bruzda jest
szeroka, a mata jest waska. Nukleotydy tworzace kwas nukleinowy o strukturze helisy
w formie B maja konformacj¢ anti i C2"-endo. Obie formy moga by¢ tworzone przez
dowolne sekwencyjnie fragmenty kwasow nukleinowych. Forma Z jest tworzona przez
fragmenty o sekwencji naprzemiennie ulozonych puryn i pirymidyn, gltéwnie
G i C. W formie lewoskretnej konformacje nukleotydow dla G sa syn i C3'-endo natomiast
dla C sg anti i C2-endo’. Tworzenie struktur helikalnych determinujg cztery typy
oddziatywan: wigzania wodorowe, warstwowe, elektrostatyczne i hydrofobowe. W tym

rozdziale omowig istotne dla moich badan oddzialywania, czyli wigzania wodorowe.

Pomigdzy zasadami reszt nukleotydéow przeciwleglych nici dochodzi do
charakterystycznych dla kwaséw nukleinowych oddziatywan — parowania si¢ zasad.
Parowanie to polega na ustawieniu si¢ dwoch zasad azotowych na jednej ptaszczyznie lub
na plaszczyznach  wspotosiowych  tak, aby ich grupy protonodonorowe

1 protonoakceptorowe mogty ze sobg oddziatywaé. W wyniku tych oddzialywan powstaja
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wigzania wodorowe. Sg one jedng z gtownych sil napedowych tworzenia si¢ dupleksow
kwasow nukleinowych. Oddzialtywania pomi¢dzy parami zasad G-C i A-U to klasyczne
oddzialywania Watsona-Cricka (rysunek 6), nazywane sg tez kanonicznymi parami zasad.
Poza nimi mozna réwniez wyr6zni¢ niekanoniczne oddziatywania, do ktorych zaliczy¢
mozna oddziatywania odwrocone Watsona-Cricka, gdy nici tworzgce dupleks sg utozone
rownolegle, czyli ich konce 5’ sg na tym samym koncu helisy. Poza tym wszystkie inne
oddzialywania pomiedzy zasadami mozna nazwaé niekanonicznymi, ws$rdéd nich
wyr6zniamy takie oddzialywania jak: pary Hoogstena czy wooble oraz pary powstate przez

oddziatywania zasad z zaangazowaniem innych grup akceptorowo-donorowych.

H
H Ho _N_ _N
N N-H-—0 NS H
F/ \ b N# 2
R _<N _____ i Nt ™ N>—_\S
N= N ) -
" O)/'_ R R N
o] R
para Watsona-Cricka A=U para Hoogsteen’a A=U
H
; H H H
N  O---—H-N Lo :
= 7 _N N._ O --H-N
Nr{_( IV Y
R’ ~ N-H---N N_ N__.vaN* N
N=( )N N_ )N
-H—-0 R / d R
H R
para Watsona-Cricka G=C para Hoogsteen’a G=C*
(o]
N o] R
N o] H-N \> F / ;N
F 4 >N N N—H--- N
Nd Nen—"E R N=( =N
R’ _ N—Howo i A H
N H o N
N-H H
H
para wooble G=U para G=G

Rysunek 6. Przyktady wiazan wodorowych powstajacych pomigdzy zasadami azotowymi.

W przypadku RNA jedna z niekanonicznych par zasad wystgpuje niezwykle czgsto,
jest to para pomiedzy guanozyna i urydyna (G-U)®. Strukturalnie para ta tworzy tak zwana
pare wobble (rysunek 6), gdzie obie zasady oddzialywujg ze sobg przez zetkniecie krawedzi
Watsona-Cricka. Taka para wystepuje niemal w kazdym rodzaju RNA, czesto peini bardzo
istotng role®®. W intronach | grupy para G-U znajduje sie w miejscu splicingowym, rowniez
rybozym wirusa zapalenia watroby typu D (ang. hepatitits delta virus — HDV) rozpoznaje
miejsce ciecia dzigki obecnosci pary G-U, a w alaninowym tRNA para G-U wystepuje
konserwatywnie w ramieniu akceptorowym. Para ta moze rdéwniez przyjmowac

interesujacy uktad, gdzie jeden z karbonylowych atomoéw tlenu O2 lub O4 uracylu znajduje
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si¢ pomiedzy protonami: iminowym H1 a aminowym H6. Takie oddziatywania nazywa si¢

w literaturze rozwidlonymi (ang. bifurcated)'%?,

Poza rozpowszechniong parg G-U w naturalnie wystepujacych RNA mozna
rowniez znalez¢ inne niekanoniczne pary zasad. Cztery zasady nukleinowe mogg utworzy¢
10 réznych par, z czego dwie pary to kanoniczne pary Watsona-Cricka. Osiem pozostatych,
to tak zwane pojedyncze niesparowania. Trzy z nich to pary homopurynowe (A-G, G-G,
A-A), trzy pary sa homopirymidynowe (C-U, U-U, C-C), a dwie pary — mieszane (A-C,
G-U). Wylaczajac wczesniej omowiong pare G-U, najpowszechniej wystepujacymi

niekanonicznymi parami sg pary A-G, U-U i A-C1#5,

Para A-G moze przyjmowa¢ rézne konformacje. Wsrdd znanych przypadkow
dochodzi do tworzenia wigzania wodorowego pomiedzy dwiema zasadami w konformacji
anti przy udziale atomu tlenu karbonylowego O6 guanozyny i grupy aminowej
N6 adenozyny. Drugie wigzanie wodorowe miedzy zasadami tworzy si¢ pomig¢dzy
pozycjami N1. To wigzanie wodorowe moze tworzy¢ si¢ bezposrednio z udzialem grupy
N-H guanozyny i atomem azotu N1 adenozyny®® lub za posrednictwem czasteczki wody?’.
Znany jest rowniez przypadek, gdy par¢ G-A tworzy guanozyna w konformacji syn
i protonowana adenozyna w konformacji anti'®. Wigzania wodorowe w przypadku pary
o takich konformacjach tworzg si¢ rowniez miedzy atomami O6 grupy karbonylowej
i N6 grupy aminowej, natomiast drugie wigzanie tworzy si¢, pomi¢dzy protonowang
w adenozynie pozycja N1 a atomem azotu N7 guanozyny. W przypadku pary U-U dochodzi
do oddziatywan wodorowych migdzy pozycjami N3 obu pirymidyn i karbonylowymi
atomami tlenu O2 lub O4 drugiej zasady'®. Natomiast trzecia najczesciej wystepujaca
niekanoniczna para A-C moze powstawa¢ w przypadku gdy adenozyna jest protonowana,
wtedy para ta jest izomorficzna z parg G-U. W przypadku braku protonacji, parowanie
moze rowniez zachodzi¢ przez oddzialywania miedzy krawedzig Watsona-Cricka

cytydyny i krawedzia Hoogstena adenozyny?®.
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2. Motywy strukturalne w kwasach nukleinowych

Wszystkie oddziatywania pomigdzy zasadami maja swoj udzial w tworzeniu
struktur w obrebie kwasow nukleinowych. Najczesciej wystepujace pary zasad w RNA to
dwie pary Watsona-Cricka: G-C i A-U oraz para wobble G-U. Pary te posiadaja regularng
strukture 1 schemat wigzan wodorowych. Wystepuja one gtéwnie w helikalnych rejonach
RNA. Kanoniczne pary zasad stanowig jednak mniej niz polowg motywoéw strukturalnych
w drugorzedowej strukturze RNA?. Poza klasyczng struktura dwuniciowa wsérod
motywow strukturalnych tworzonych przez kwasy nukleinowe mozna wymieni¢: petle,
réznego typu wybrzuszenia i niesparowania, spinki do wloséw (ang. hairpin),
pseudowezly, rozgalgzienia oraz motywy jednoniciowe. Istnieja réwniez motywy
trypleksowe — utworzone przez trzy fragmenty kwasu nukleinowego oraz kwadrupleksy —
tworzone przez cztery fragmenty kwasu nukleinowego i oddziatujace ze sobg cztery zasady
w jednej ptaszczyznie (np. w G-kwadrupleksach tetrady guanozyn), lub i-motif
(ang. intercalated motif) rowniez tworzony przez cztery fragmenty kwasu nukleinowego
bogatego w reszty cytydyny?’?2. Te motywy strukturalne sa czesciej spotykane
w czasteczkach RNA niz DNA, co czgsto thumaczy si¢ wystgpowaniem w tych pierwszych
grup 2'-hydroksylowych, ktore moga umozliwia¢ stabilizujace oddziatywania w obrebie

tworzonej struktury.

Badanie motywow strukturalnych w kwasach nukleinowych jest niezwykle wazne,
poniewaz, mimo ze sekwencjonowanie nie jest juz duzym wyzwaniem, to niestety nie
potrafimy na podstawie znanej sekwencji nukleozyddéw precyzyjnie przewidywac struktury
drugorzedowej czy oddziatywan trzeciorzedowych. Powszechnie w  kwasach
nukleinowych niekanoniczne motywy strukturalne czgsto odpowiadaja za istotne funkcje
biologiczne. Dla przyktadu aptamer wigzacy trombine (ang. trombine binding aptamer,
TBA) tworzy jednoczasteczkowy kwadrupleks, ktory jest zdolny do wigzania si¢
z trombing 1 zapobiega w ten sposob aktywacji fibrynogenu. W zwigzku z tym aptamer
TBA jako jeden z czynnikéw antykoagulacyjnych jest obiektem licznych badan?*-2%, Innym
przyktadem s3 telomerowe kwadrupleksy DNA chronigce chromosomy przed
degradacja®®?’. W RNA réwniez niekanoniczne motywy strukturalne sg czesto powigzane
z jego istotnymi funkcjami biologicznymi. Rejony jednoniciowe lub niesparowania
(wybrzuszenia jedno- i dwustronne) przerywajace motywy helikalne czgsto sa powigzane
z funkcjonalnoscia RNA. Umozliwiaja one czesto oddziatywania trzecio-

1 czwartorzgdowe. Wprowadzanie zmian chemicznych w obrebie tych motywow moze nam

30



CZzESC LITERATUROWA

utatwi¢ okreslenie ich doktadnej struktury lub umozliwi¢ projektowanie oligonukleotydow
o pozadanej przez nas strukturze. Przyktadowo, obecno$¢ pochodnych zawierajgcych
w pozycji 2" grupe hydroksylowa lub fluor w konfiguracji B znacznie wpltywa na

ustabilizowanie struktury telomerowych kwadrupleksow?®.

2.1. Tandemowe niesparowania

Jednym z bardziej rozpowszechnionych motywéw strukturalnych w kwasach
nukleinowych s3 tandemowe niesparowania. Tandemowe niesparowanie to motyw,
w ktorym dwie sasiadujgce niekanoniczne pary zasad sg otoczone przez motywy helikalne.
Mozna wyr6ézni¢ dwa typy tandemowych niesparowan: symetryczne i asymetryczne.
Symetryczne tandemowe niesparowanie to takie, gdzie sekwencje od 5’ do 3’ konca
w gornej 1 dolnej nici muszg by¢ takie same. W pozostatych sytuacjach mowi sie
0 asymetrycznym tandemowym niesparowaniu. Sposrod 1830 mozliwych tandemowych
niesparowan, az 1770 to asymetryczne tandemowe niesparowania, a tylko 60 to
symetryczne?®. Szereg tandemowych niesparowan istniejacych w wielu naturalnie

A30—37

wystepujacych RN wykazuje duzy potencjat funkcjonalny, a wigc wlasciwe

przewidywanie takich motywoéw w strukturze drugorzedowej jest niezwykle istotne®®,

W  swoich badaniach Brent Znosko przeanalizowal baz¢ 1899 struktur
drugorzedowych RNA pod katem wystgpowania w nich tandemowych niesparowan.
Wsrod tych struktur znajdowaty sie takie RNA jak mata i1 duza podjednostka
rybosomalnego RNA (rRNA), transportujacy RNA (tRNA), RNA RNazy P, introny grupy
I i II oraz miRNA. W badaniach uwzglednione zostalty takze pary zamykajace, ktore
zgodnie z zatozeniami modelu najblizszego sgsiedztwa majg istotny wplyw na stabilno$¢
termodynamiczng tworzonej struktury. Z tych badan wynika, ze tandemowe niesparowania
mogg powodowa¢ bardzo szeroki zakres zmian w energii swobodnej dupleksu RNA

mieszczacy sie w zakresie od -1,7 do 3,7 kcal/mol®,

Ciekawe jest to, ze czestos¢ wystepowania tandemowego niesparowania w naturze
nie koreluje w prosty sposob z jego stabilnoscig termodynamiczng. Jedno z najbardziej
stabilnych tandemowych niesparowan (5'GGAG3'/3'CAGCS’) znajduje si¢ na 28 pozycji
listy najczeSciej wystepujacych niesparowan. Roéwniez wsrdd 30 najczescie]
wystepujacych znajduje si¢ tandemowe niesparowanie (5'AAUA3'/3'UCUUY’), ktore

destabilizuje dupleks o 3,1 kcal/mol. Co ciekawe, wszystkie cztery tandemowe
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niesparowania, ktore majg stabilizujgcy wpltyw na energie¢ swobodng dupleksow RNA
(5'GA3'/3'AGS’, 5'AA3'/3'AGS’, 5'AA3'/3'GGS’ 1 5'UU3Y/3'UUS’), w innym otoczeniu par
zamykajacych moga wnosi¢ efekt destabilizujacy. Badania tych samych tandemowych
niesparowan, ale z réznymi parami zamykajagcymi czg¢sto pokazuja rozbieznoSci we
wplywie badanego tandemowego niesparowania na warto$¢ energii swobodnej dupleksu,
a odchylenia od warto$ci wyznaczonych w r6znym otoczeniu nukleotydowym mogg rozni¢
sie od 0,2 kcal/mol do 1,1 kcal/mol®®. Takie same obserwacje zostaty dokonane takze dla
innych motywéw strukturalnych!*1®342  Odchylenia te tlumaczy si¢ efektami

oddziatywan dalekiego zasiegu®®, ktére pomija si¢ w modelu najblizszego sasiedztwa.

Dla dupleksu zawierajacego symetryczne tandemoOwe  niesparowanie

5'AG3'/3'GAS' zostaly scharakteryzowane parametry termodynamiczne i strukturalne dla

Rysunek 7. Struktury przewidziane na podstawie danych NMR dla duplekséw zawierajacych tandemowe
niesparowanie AG/GA z zamykajagcymi parami od lewej do prawej: GC, AU, UA, UG. Rysunek
zaadaptowano z Hammond, N. B. et al.*®.

wariantéw z rdéznymi parami zamykajacymi®.

1 3 L1 | L) 1

Roéznice w energii swobodnej dla tych wariantow ?3@ 222 GCIK(CL]

oo U s 3 qe
dupleksow RNA mieszczg si¢ w zakresie od -1,3 do B P e
3,4 kcal/mol. W przypadku kanonicznych par W %

_ . T it \

zamykajacych Watsona-Cricka struktury # SE > &
przypominajg kanoniczne dupleksy RNA (rysunek 7). d;f z :

W przypadku dupleksu zawierajacego . 5 b c\ﬁj;;f
5'AG3'/3'GAS’ z zamykajacymi parami GU struktura '

nie jest juz tak przewidywalna. Widmo Z\W
iminoprotonowe takiego dupleksu wskazuje na ﬂ —

istnienie dwoch konkurencyjnych struktur, z ktorych ~Rysunek 8. Struktura dominujaca dla
dupleksu o sekwencji podanej nad

struktura  niekanoniczna  stanowi  strukture rysunkiem. Na fioletowo zaznaczono
reszty adeniny, na czerwono uracylu, na

dominujch‘m (rysunek 8). granatowo guaniny. Rysunek
zaadaptowano z Kennedy, S. D, et al*,
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Zaobserwowane oddziatywania udato si¢ ustabilizowaé przez wprowadzenie do
dupleksu zawierajgcego motyw 5'GAGU3/3'UGAGS’ modyfikacji 8-bromoguanozyny
w pozycji naprzeciwleglej do adenozyny. Dzigki temu udalo si¢ ustali¢, ze dominujaca
konformacja dla niemodyfikowanego dupleksu jest znaczaco zmieniona. W strukturze tej
reszty urydyny sa wypetlone na zewnatrz dupleksu, guanozyny paruja si¢ ze soba, a reszty
adenozyn oddziatywuja warstwowo. Interesujgce jest to, ze reszty guanozyn przyjmujg
konformacje syn wigzania N-glikozydowego, a wszystkie z czterech reszt cukrowych —
konformacje C2'-endo. Tak odmienng struktur¢ mozna ttumaczy¢ przez wystgpowanie
niekorzystnych oddzialywan warstwowych, ktore w szeregu par zamykajacych GC < CG
< UA < AU zwigkszaja sie. Efekt ten zostal dobrze opisany w badaniach Nicolasa
Hammonda®. W strukturze dupleksu o sekwencji tandemowego niesparowania
5'GAGC3'/3'CGAGS’ obserwujac oddziatywania warstwowe od strony duzej bruzdy,
mozna zauwazy¢ naprzemiennie uktadajace si¢ grupy aminowe i tleny karbonylowe. Grupa
karbonylowa guanozyny od 5'-konca znajduje si¢ nad grupg aminowsa adenozyny, a pod
nig znajduje si¢ kolejna grupa karbonylowa guanozyny i cato$¢ zamknigta jest grupa
aminowg cytydyny. Podobny motyw utozenia grup funkcyjnych mozna zaobserwowac
w strukturze o sekwencji 5’UAGA3'/3'AGAUS’. Natomiast, jesli pary zamykajace zostaty
odwrocone, czyli zamiast pary GC 1 UA zastosowano pary CG 1 AU, to zaburzony zostat
naprzemienny schemat grup funkcyjnych. W motywie tandemowym o sekwencji
5'CAGG3'/3'GGACS’ nad sobg znajdowaly si¢ grupy aminowe cytydyny i adenozyny oraz
grupy karbonylowe dwoch guanozyn (rysunek 9).

5GC3 5CG3 S'UA3Z SAU3
G G G AL?
GA A GA G
3CGS 3’GCYS 3'AUS 3'UAS
-1.3 kcal/mol -0.7 kcal/mol 0.9 kcal/mol 1.7 kcal/mol

Rysunek 9. Widok na fragmenty duplekséw z tandemowym niesparowaniem od strony duzej bruzdy. Pod
dupleksami podano sekwencje i wptyw na energi¢ swobodng tego motywu w dupleksie. Na czerwono
zaznaczono grupy karbonylowe, na fioletowo zaznaczono grupy aminowe. Rysunek zaadaptowano
z Hammond, N. B. et al.®

Oddzialywania warstwowe s3 jednymi z oddzialywan odpowiedzialnych za

stabilizacj¢ kwasu nukleinowego. Naprzemienne ulozenie tlenu karbonylowego 1 grupy
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aminowe] w dupleksie wprowadza do uktadu korzystne oddziatywania elektrostatyczne,
wynikajace z roznoimiennych tadunkéw czastkowych na tych grupach funkcyjnych.
Ulozenie dwoéch grup o jednoimiennym tadunku czastkowym, czyli dwoch grup
aminowych lub karbonylowych prowadzi do destabilizacji uktadu. W §wietle tej obserwacji
w przypadku dupleksu z tandemowym niesparowaniem o sekwencji 5S’GAGU3'/3'UGAGS5’
poza naprzemiennym utozeniem grup guanozyn i adenozyny, dochodziloby do

niekorzystnego oddzialywania pomigdzy grupami karbonylowymi guanozyny i urydyny.

Dalsze badania struktur z wykorzystaniem modelowania molekularnego pokazuja,
ze w przypadku duplekséw zawierajacych motyw RAGY/YGAR (gdzie R=A lub G, Y=U
lub C) mozliwe jest istnienie dwoch konformacji. Jednej typowej z tandemowym
niesparowaniem AG/GA oraz drugiej alternatywnej, w ktorej wypetleniu ulegajg reszty
pirymidyn?’. Obliczenia komputerowe wskazuja tez, Ze wymuszona konformacja dupleksu
z motywem 5'GAGU3'/3'UGAGS’, w ktorej zatozono maksymalng liczb¢ utworzonych
wigzan wodorowych pomiedzy zasadami, jest bardziej stabilna niz alternatywne struktury
z wypetleniami dla dupleksow z motywami 5’AAGU3'/3'UGAAS’ 1 S’GAGC3'/3'CGAGS'.
Poza tym praca Aleksandara Spasica et al.*’ sugeruje, ze oddziatywania wodorowe
w alternatywnej strukturze dla dupleksu z motywem 5'GAGU3'/3'UGAGS’ mogg réznic
sie od zaktadanej struktury z maksymalng liczbg wigzan wodorowych. W tej strukturze
para G-U oddzialywataby ze sobg w sposob rozwidlony (ang. bifurcated), a para A-G
tworzylaby si¢ tylko przez jedno wigzanie wodorowe pomigdzy grupa egzoaminow3a
guanozyny N2 i azotem iminowym adenozyny N1. Dominujaca struktura dla tego dupleksu

zostala rowniez potwierdzona przez

3° S

obliczenia komputerowe wykonane na u6=—¢

: . _ ‘G o-0G

podstawie widm iminoprotonowych ~|
z wykorzystaniem metody GEEQ_C\)G

46 L — Y

CS-ROSETTA-RNA™ (rysunek 10). / C=g¢6
5 3

W przewidzianej strukturze ; "\ /

najwicksze rdznice dotycza utozenia ' —— =N /

wypetlonych reszt urydyny, jednak ich
utozenie jest najbardziej dynamicznie

swobodne w porownaniu do reszty
Rysunek 10. Natozenie struktury przewiedzianej przez

nukleozydow tworzacych tg strukturg.  obliczenia metoda CS-ROSETTA-RNA  (kolorowa)
i eksperymentalnej (szara) (PDB: 2LX1). Rysunek
zaadoptowano z Sripakdeevong, P. et al*t
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3. Modyfikowane nukleozydy i kwasy nukleinowe

Istnieje ponad 160 znanych naturalnych modyfikacji nukleozydow®® i sg to
w wiekszosci modyfikacje potranskrypcyjne. Po procesie transkrypcji nowopowstaty kwas
nukleinowy jest modyfikowany przy udziale enzyméw specyficznie modyfikujacych RNA.
Modyfikowane nukleotydy naturalnie wystepuja w réznych rodzajach RNA, tj.: tRNA,
mRNA, rRNA, malym jadrowym RNA (snRNA) oraz mikroRNA (miRNA). Wsrod
naturalnie modyfikowanych nukleotydow mozna wyr6zni¢ analogi, ktére rdznig si¢ od
naturalnych metylacjg grupy 2’-hydroksylowej lub zasady nukleotydu czy podstawieniem
innymi grupami np. resztami aminokwasow lub rybozylem. Istotne sg rowniez modyfikacje
urydyny, tj. pseudourydyna oraz dihydrourydyna. Poza powyzszymi analogami
zawierajacymi niewielkie zmiany w strukturze w stosunku do naturalnych nukleotydoéw
mozna rowniez wymieni¢ takie analogi jak: wyozyna, archeozyna czy queozyna. Struktura

zasady heterocyklicznej tych analogdéw zostata znaczaco zmodyfikowana (rysunek 11).

" o 1o o
HoN o} E'LNH <}\lfLN/§7 HO\(LLNH
Al N/go HO N N)*N HO N’go
N Ao HO o 1oy o
Hoo o NN Nk, t j H
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OH OH

archeozyna dihydrourydyna izowyozyna 5-hydroksyurudyna
o] e}

fLN e t f”/\B— N PN

A NHNH; ﬁ/&o o ¢ - <;I%N

| o

HO T HO P
:o: NH o] :O; HO
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agmatydyna pseudourydyna wyozyna 6-izopentenyloadenozyna

Rysunek 11. Wozory strukturalne wybranych naturalnie wystepujacych modyfikowanych
nukleozydow*.

Modyfikowane nukleozydy mozna otrzymywac¢ takze na drodze chemiczne;j.
Powstata do dzi$ liczbe analogow trudno okresli¢, poniewaz wcigz powstajg nowe. Analogi
nukleozydow znajduja rdézne zastosowanie, np. moga peli¢ funkcje lekow
przeciwwirusowych lub przeciwnowotworowych. Dziatajg jako terminatory transkrypcji
lub inhibitory procesow uniemozliwiajacych poprawny przebieg replikacji DNA. Warta
wspomnienia jest roOwniez strategia tak zwanych prolekéw, czyli maskowanych
nukleozydow czy nukleotydow. Sa to czesciow0 blokowane nukleozydy i nukleotydy,
ktore po wniknigciu do komorki i po odpowiedniej ,,obrobee” sg gotowe zadziata¢ w swojej

»aktywnej” — odblokowanej formie.
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Innym powodem syntetyzowania modyfikowanych nukleozydow jest tworzenie
kwasow nukleinowych o wigkszej stabilno$ci termodynamicznej lub bardziej odpornych
na dziatania enzymow. Ogolnie modyfikacje powoduja takie zmiany w strukturze, ktore
np. ulatwiaja oddziatywania warstwowe czy minimalizuja negatywny efekt wynikajacy
z ujemnych tadunkéw reszt fosforanowych. Ponadto, modyfikacje nukleozydow moga
prowadzi¢ do powstawania nowych parowan w strukturach kwasoéw nukleinowych. Nowe
pary w dupleksach rozszerzaja mozliwosci kodowania informacji zawartych w sekwencji

kwasow nukleinowych. Inne modyfikacje moga stabilizowaé tworzone struktury %1,

Ze wzgledu na duza liczbg grup funkcyjnych zar6wno w czes$ci cukrowej, jak
i obrebie zasady heterocyklicznej, istnieje wiele mozliwosci modyfikowania nukleozyddow.
Moja pracg opieram na wykorzystaniu takich modyfikacji, ktére posiadaja zdeterminowang
konformacj¢. Gloéwnie interesowaly mnie modyfikacje czgsci zasadowej oraz reszty

cukrowej, dlatego w dalszej cze$ci opisuje przyktady takich analogow.

3.1. Modyfikacje w czesci zasadowej

Modyfikacje w obrgbie szkieletu zasady azotowej nukleozydéw moga prowadzi¢
do stabilizowania oddziatywan warstwowych w wyniku zwigkszenia powierzchni
oddziatywan zasady heterocyklicznej. Przykladem moze by¢ chociazby addycja grupy
metylowej w pozycji 5 uracylu lub cytozyny. Na ogot wprowadzenie takiej modyfikacji do
nici RNA w dupleksie powoduje stabilizacj¢ — efekt jest jednak nieznaczny. W przypadku
modyfikacji w nici DNA obserwuje si¢ niewielka destabilizacje®?. Rowniez podstawienie
te] pozycji podstawnikiem halogenowym nie wptywa znaczaco na stabilno$¢ dupleksow
RNA/RNA%*  Jedynie wprowadzenie pochodnych zawierajacych fluor w pozycji
C5 wuracylu wptywa destabilizujagco na dupleks RNA, co tlumaczy si¢ wysoka
elektroujemnosciag fluoru®®. Natomiast w przypadku pozostalych halogenéw efekt
indukcyjny powoduje zwigkszenie sily wigzan wodorowych. Addycja dhuzszych
alkilowych podstawnikow w pozycji 5 pirymidyn wptywa stabilizujaco na dupleksy
kwasow nukleinowych, az do dugosci szesciu atoméw wegla®®. Grupa propynylowa
w pozycji 5 zasad pirymidynowych stabilizuje oddzialtywania warstwowe. Grupa ta
oddziatuje z grupg fosforanowg za posrednictwem czasteczek wody. Zwigkszona energia
hydratacji prowadzi do stabilizacji duplekséw zawierajacych grupe propynylowa®>°3°7,
W przypadku modyfikacji zasad purynowych grupa propynylowa w pozycji 7 analogéw
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7-deazapuryn réwniez wplywa  stabilizujaco na  dupleksy RNA/DNA%®,
Najprawdopodobniej jest to rowniez spowodowane zwickszeniem oddziatywan

warstwowych elektronow .

Wprowadzenie modyfikacji w postaci halogenu lub grupy metylowej czy nitrowej
w pozycje 8 puryn powoduje uprzywilejowanie konformacji Syn wigzania
N-glikozydowego®®®!. Taka zmiana konformacyjna przeklada sie na obniZenie stabilnosci
dupleksu, gdy modyfikowana jest adenina®?, natomiast w przypadku modyfikowanej
guaniny jest mozliwa stabilizacja pewnych motywow strukturalnych. Wprowadzenie
8-bromoguanozyny w miejsce guanozyny w petli UUCG prowadzi do termodynamiczne;j
stabilizacji struktury w pordéwnaniu z wariantem niemodyfikowanym®®4, Substytucja
8-bromoguanozyna katalitycznie aktywnej czasteczki rybozymu zaleznego od jonow
otowiu (ang. leadzyme) pozwolita ustali¢, ktora z trzech guanozyn tworzacych centrum
katalityczne posiada konformacje syn®. Wprowadzenie pochodnej 8-bromoguanozyny

w pozycji G24 znacznie zwigksza aktywno$¢ tego rybozymu.

Konformacj¢ syn

op Mt / W pirymidynach mozna wymusi¢

e N%"g\ﬂ ﬁN u-u>=§:~\ przez  wprowadzenie  grupy

\ dR
N N H 1
WARN _N\>_ - 2_ metylowej w  pozycje 6.
dz HodP ds dB Modyfikacja ta Znaczaco
" ba destabilizuje dupleksy, poniewaz
o, N—H--Q ~ 0 H—N N _
= \>_"Q (—{ — 7‘ wymuszona -  nienaturalna
N—H:----N “ N - H—N ~
) >—N/ R }4—{ d o konformacja wigzania
R Q —N\ R /N—H o] N lk d . 1 .
z Hop S H B -glikozydowego uniemozliwia
tworzenie si¢ wigzan
Rysunek 12. Zasady azotowe tworzace pary w ,hachimoji” 54
DNA i RNA. wodorowych®*.

W swoich badaniach Shuichi Hoshika wprowadzit cztery nowe pary nukleotydow
do RNA i DNA, rozszerzajac mozliwos¢ kodowania informacji66. ,Hachimoji” DNA
I RNA wykorzystuje zmodyfikowane zasady, tj.: 2-aminoimidazo[1,2a][1,3,5]triazyn-
4(1H)-on, 6-amino-5-nitropirydyn-2-on, izoguaning, izocytozyne i 1-metylocytozyne, co
umozliwia tworzenie si¢ oddziatywan wodorowych pomiedzy parami, ktére przypominaja

oddziatywania pomig¢dzy naturalnymi zasadami (rysunek 12).
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Wprowadzenie dodatkowych grup funkcyjnych w czeéci zasadowej nukleozydu
moze przyczyni¢ si¢ do powstania nowych miejsc akceptorowo-donorowych wigzan
wodorowych. Wprowadzenie dodatkowej grupy aminowej po stronie krawegdzi Watsona-
Cricka daje mozliwo$¢ powstania dodatkowego wigzania wodorowego z przeciwleglty
zasadg (np. 2-aminoadenina). W parze Watsona-Cricka pomi¢dzy adening, a uracylem

powstaje wigzanie pomigdzy atomem wodoru grupy aminowej N® adeniny, a tlenem

karbonylowym O* uracylu oraz miedzy iminowym H

atomem azotu N! adeniny i atomem wodoru grupy fN/ \N_H ------ c{>_>
aminowej N° uracylu (rysunek 6, rozdziat 1.4.). Po R’N N__N """ H—N/>—r:
dodaniu grupy aminowej w pozycji C2 adeniny moze |_{N—H ------ o}

powsta¢  trzecie wigzanie wodorowe z tlenem
Rysunek 13. Para Watsona-

karbonylowym O? uracylu (rysunek 13). Taka para jest Cricka pomiedzy  zasadami
. o . o . . uracylem i 2-aminoadening.
znacznie bardziej stabilna niz jej naturalny odpowiednik.

3.2. Modyfikacje w czesci cukrowej

Ryboza oraz 2'-deoksyryboza sg analogami, poniewaz poprzez usunig¢cie grupy
2'-hydroksylowej mozliwe jest otrzymanie deoksyrybozy. W podobny sposob mozna
modyfikowaé¢ pozostate dwie grupy hydroksylowe, jednakze usunigcie grup
hydroksylowych z pozycji 3’ lub 5’ nukleozydu uniemozliwia przylaczanie kolejnych
nukleozydow w kwasie nukleinowym wedlug klasycznego modelu wigzania 3'-5’'
internukleotydowego. Ze wzgledu na pofaldowany charakter reszty cukrowej
wprowadzane modyfikacje wptywaja na jego konformacj¢. Zjawisko, ktore napedza ten

efekt jest zwigzane z oddzialywaniami elektronowymi 1 sterycznymi.

Interesujacymi i godnymi uwagi sa modyfikacje, ktore ,,spinaja” co najmniej dwa
atomy reszty cukrowej. Analogi te mozna zaliczy¢ do jednej grupy, tak zwanych
mostkowanych kwasow nukleinowych (BNA, ang. bridged nucleic acids). Pochodne te
uzyskuje sie przez wprowadzenie dodatkowego atomu lub grupy atomoéw, ktore taczg co
najmniej dwie pozycje pierScienia cukrowego. W wyniku powstania nowego uktadu

cyklicznego konformacja oryginalnego szkieletu rybozy zostaje usztywniona.

Przyktadami BNA sg 2',4’-BNA nazywane LNA (ang. locked nucleic acids) czyli
nukleozydy o usztywnionej konformacji pierscienia rybozy (rysunek 14A). Sposob syntezy

tych zwigzkéw zostat po raz pierwszy opisany przez grupe Takeshiego Imanishiego®,
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a krotko po tym niezaleznie przez grupe Jaspera Wengela®®. Dzicki swojej
charakterystycznej strukturze analogi te bardzo stabilizujg strukture w dupleksie kwasoéw
nukleinowych. Jest to spowodowane przez efekt preorganizacji LNA, dzigki ktoremu
czasteczka ,,nie traci energii” na przyjecie odpowiedniej konformacji, aby utworzy¢ trwaty

dupleks®®7°,

A Kolejnymi generacjami BNA, sg 2'-0,4’-C-etyleno-
O R mostkowane kwasy nukleinowe (ENA)

(ang. 2'-0,4'-C-ethylene-bridged nucleic acids)

0 ™0 (rysunek 14B), 2'-O,4'-C-n-propyleno mostkowane

B ¢ kwasy nukleinowe (PrNA)™
w0 ° R (ang. 2"-0,4'-C-n-propylene-bridged nucleic acids)

1: J oraz pochodne mostkowane zawierajace wigzanie

ﬁo -0 N-O"2 (rysunek 14C) badane przez grupe Takeshiego

Imanishiego. Wprowadzenie do struktury nukleozydu
atomu azotu w obrebie czgsci cukrowej miato na celu

w0 R R% H
© CH zniesienie negatywnego efektu ptynacego z ujemnego
6 ; 3

O N— % tadunku grup  fosforanowych, co ulatwiato
& F}{g ©/ hybrydyzacje w dupleksie lub trypleksie. Pochodne te

maja wspolng ceche strukturalng, ktéra polega na
Rysunek 14. Wzory strukturalne Ja Wspolna ¢ 9 poleg

pokazujace struktury nukleozydow  uprzywilejowaniu konformacji C3'"-endo.
BNA;
A—LNA, B—ENA, C — BNANRIL, W przypadku klasycznych pochodnych LNA,

R!: zasada heterocykliczna , C e . .
Y struktura dwoch pierscieni jest tak usztywniona, ze

uktad ten istnieje w postaci jedynie konformeru C3-endo. Istnieje tez grupa BNA
wymuszajaca konformacje typu South (C2-endo). Do tej grupy naleza migdzy innymi
3'-0-4"-metylenorybonukleozydy™, trans-3',4-BNA’™, 2',5"-BNA®N, jednak wiasciwosci
tworzenia par Watsona-Cricka dla nukleozydow zawierajacych wigzanie O-N zostaty

zaburzone’®.

Konformacja reszty cukrowej mozna rowniez sterowac poprzez wprowadzanie grup
funkcyjnych w pozycji 2'. Wsrdd tych pochodnych mozna zacza¢ od zmiany stereochemii
grupy hydroksylowej poprzez zastgpienie rybozy — arabinozg. Grupa 2'-hydroksylowa
w pozycji [ powoduje zmiany konformacyjne w stosunku do naturalnego cukru.
Wykazano, Ze grupa ta determinuje strukturalnie konformacje C2-endo cukru’®. Trwatoé¢

termiczna w dupleksach ANA/RNA jest obnizona. Dochodzi do destabilizacji o 1~1,5°C
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na par¢ zasad. Ta destabilizacja moze wynika¢ z oddziatywan z grupg 2'-B-hydroksylowa,
ktore mogg powsta¢ w takim dupleksie. Kolejnymi analogami sg 2'-fluorowane-2'-deoksy-
pochodne. Istnieja dwa izomery tego zwigzku. Jeden o konfiguracji 2'-a-fluoro, ktory jest
analogiem rybonukleozydu oraz drugi o konfiguracji 2'-B-fluoro - analog
arabinonukleozydu. Ze wzgledu na swodj niewielki rozmiar fluor nie powoduje duzych
zawad sterycznych, a jednoczes$nie jego duza elektroujemnos$¢ prowadzi do powstawania
znaczacych efektow wplywajacych na konformacje pierScienia cukrowego. Analog
2'-fluororybonukleozydu stabilizuje strukture A w dupleksie z RNA, przesuwajac
rownowage konformacyjng cukru w kierunku C3’-endo. Natomiast pochodne serii
2'F-ANA powoduja w dupleksie zmiany, ktore prowadza do powstania formy posredniej
pomiedzy formg A i B helisy. Konformacja reszt cukrowych w dupleksie 2'F-ANA/RNA
przesunigta jest w strong O4’-endo. W badaniach prowadzonych przez grupe Masada
Damha dowiedziono, ze w kwasach nukleinowych zawierajacych modyfikacje 2'F-ANA
wystepuja oddziatywania stabilizujace pomiedzy atomami 2'F i 8H puryny’’.
W strukturach kwadruplekséw réwnolegtych dochodzi takze do stabilizacji przez
oddziatywania 2"H i 4'0%, ktére sa mozliwe przez efekt indykcyjny wyciagajacy
elektrony, powodowany przez fluor w pozycji 2’ na geminalny atom wodoru. Analogi
zawierajace podstawniki skierowane nad powierzchnie pierscienia cukrowego, takie jak
arabinonukleozydy 1 2'-fluoroarabinonukleozydy oraz BNA wplywaja tez znaczaco na
mozliwo$¢ przyjmowania preferowanej konformacji anti wiazania N-glikozydowego.
Grupy funkcyjne nad powierzchnig pierscienia moga by¢ czynnikami sterycznymi
utrudniajgcymi lub uniemozliwiajagcymi obrét zasady wokot wigzania N-glikozydowego.
Przez utrudniong rotacj¢ takie analogi mogg destabilizowa¢ dupleksy. Wprowadzanie
takich pochodnych do fragmentéw oddziatywujacych w sposob niekanoniczny moze
rowniez zaburzy¢ stabilno$¢, jesli dany analog nie bedzie mogt osiggnaé optymalnej

konformacji wigzania N-glikozydowego.
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4. Funkcjonalne kwasy nukleinowe

Kwasy nukleinowe poza funkcja przechowywania i przetwarzania informacji
genetycznych posiadajg szereg innych funkcji, w tym katalityczne. W tym rozdziale

omowie kilka przyktadow katalitycznych i regulatorowych kwasow nukleinowych.

W roku 1989 Thomas Cech wraz z Sidneyem Altmanem otrzymali nagrod¢ Nobla
za badania nad katalitycznymi RNA. Na poczatku lat 80. Cech odkryl, ze w procesie
dojrzewania mRNA u Tetrahymena thermophila biatka nie sa odpowiedzialne za splicing.
Stwierdzil, ze RNA samo katalizuje proces splicingu bez udzialu innych czasteczek, w tym
enzymow. Sidney Altman badat enzym RNaze P, ktory jest odpowiedzialny za powstanie
tRNA z jego prekursora. W trakcie eksperymentéw okazalo si¢, ze enzym ten jest
rybonukleoproteing, czyli sktada si¢ z biatka oraz z RNA. Altman udowodnit, Ze za proces
przecinania  prekursorowego tRNA  odpowiedzialny jest fragment kwasu
rybonukleinowego, a enzym RNaza P byt aktywny rowniez, gdy zostal pozbawiony czesci

biatkowe;.

Termin rybozym jako okreslenie dla kwasu rybonukleinowego o dziataniu
enzymatycznym zostal po raz pierwszy uzyty w publikacji Kelly Kruger et al. z 1982
roku’®. Od tego czasu odkrywano kolejne rybozymy. Ich istnienie podejrzewali juz Watson
i Crick po odkryciu, jak ztozone struktury drugorzedowe moze przyjmowac¢ RNA. Istnienie
kwasow nukleinowych spetniajgcych funkcje katalizatorow jest roéwniez interesujgcym

faktem w $wietle teorii powstania zycia i tak zwanej teorii ,,Swiata RNA”.

Kolejne badania nad kwasami rybonukleinowymi doprowadzity do odkrycia wielu
rodzajéw rybozymoéw wystepujacych naturalnie. Ws$rod najwazniejszych znanych

® rybozym hairpin,

rybozymoéw nalezy wyrdzni¢ takie jak: 1 i II grupa introndw’
hammerhead, HDV, twister, hatchet oraz pistol®®882 Rybozymy te naleza do grupy
rybozyméw katalizujacych rozcinanie wigzania fosfodiestrowego pomiedzy para
nukleotydéw. Znane sg rowniez rybozymy, ktére katalizuja powstawanie wigzania

internukleotydowego®8 czy nawet wigzania peptydowego®°.

W przypadku rybozymow katalizujacych rozcigeie nici RNA bardzo istotna jest
konformacja reszty fosforanowej substratu. Utozenie w jednej linii atomow 2’0, P 1 5'0O
(ang. in-line) jest niezbedne dla przebiegu reakcji, przez to w stanie przejsSciowym grupa
fosforanowa przyjmuje strukturg bipiramidy trygonalnej, gdzie pozycje apikalne sa zajete

przez atomy 2’0 1 5'O. Przejscie to jest charakterystyczne dla mechanizmow reakcji typu
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SN2, gdzie nukleofilem jest tlen grupy 2'-hydroksylowej, natomiast grupg opuszczajaca tlen
w pozycji 5" (rysunek 15). Wedlug tego mechanizmu przebiegajg wszystkie reakcje cigcia
kwasow rybonukleinowych, takze te katalizowane przez enzymy. Réznice pomigdzy
kataliza przez poszczegélne rybozymy czy enzymy wynikaja z odmiennego centrum
kwasowo-zasadowego, ktore oddziatuje z RNA, na przyktad przez odrywanie protonu od
grupy 2'-hydroksylowej lub przez stabilizowanie stanu przejéciowego®®. W dziataniu
wigkszosci rybozymow tnacych niezwykle istotna jest obecno$¢ w mieszaninie reakcyjne;j
kationu metalu dwuwartosciowego, np. kationu magnezu. Moze on oddziatywa¢ z RNA
przez fosforan lub atomy tlenu rybozy, stabilizujac oksoaniony lub aktywujac centra
nukleofilowe. Tak skondensowany ze wzgledu na swdj tadunek i rozmiar przeciwjon,
jakim jest kation magnezu bardzo dobrze nadaje si¢ do zobojetniania fadunkow ujemnych

znajdujacych si¢ w RNA.

! " Ty
N-1 N-1 o N-1
%7 o %7 o —Doj
c|3 OH o\o o R
! P
0-P=0 — o%=—P-0" — o o
| i
O\WN-H O o N+1 HO N+1
© OH O OH O OH
§3' 23' %3!

Rysunek 15. Ogoélny mechanizm transestryfikacji wigzania internukleotydowego z wyr6znieniem stanu
przejsciowego.

Poza RNA o aktywnosci enzymatycznej rOwnie istotne sg inne funkcjonalne kwasy
nukleinowe, takie jak aptamery 1 ryboprzetaczniki. Sg to dwie grupy kwasow
nukleinowych, ktore z duza specyficznosciag wiaza mate czasteczki lub biatka. Aptamery
to czasteczki wyizolowane in vitro z bibliotek DNA lub RNA®, ryboprzetgczniki to
naturalnie wystepujace aptamery posiadajace dodatkowo domene ekspresyjna®. Domena
wigzaca ryboprzelacznikow 1 aptamerow ze wzgledu na swoja zdolnos¢ selektywnego
wigzania do docelowej czasteczki, musi przyjmowaé odpowiednie struktury umozliwiajace
to wigzanie. W przypadku aptameru wigzacego monofosforan adenozyny (AMP) pokazano
na strukturze NMR-owskiej, ze fragment wigzacy jest bardzo dynamiczny

1 nieuporzadkowany, a strukturalizuje si¢ dopiero w obecno$ci AMP lub trifosforanu
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adenozyny (ATP)®%.  Aptamer ten podobnie jak wiele innych potrafi rowniez wiazaé
pochodne swojego gtdéwnego substratu, takie jak: dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

9192 Usuniecie chociazby jednej

(NAD"), 7-deazaadenozyne i 2'-O-metyloadenozyne
grupy odpowiedzialnej za tworzenie wigzania wodorowego z substratem moze skutkowac
obnizeniem stalej wiazania nawet o dwa rzedy wielkosci®®. Generalnie, jesli ogdlna
struktura aptameru zostanie zachowana to nadal bgdzie on rozpoznawat swoja czasteczke

docelowa, jednak z nizsza selektywno$cia.

Roéwniez inny aptamer, ktory wigze zieleh malachitowg nie posiada
zdeterminowanej struktury, w ktorg wpasowuje si¢ ligand, ale strukturalizuje si¢ w jego
obecnosci. Takze ten aptamer moze wigza¢ poza zielenig malachitowa, réwniez inne male
czasteczki, ktore sg podobne strukturalnie, takie jak: N,N’-tetrametylorozamina i pyronina
Y%, Po zwigzaniu czasteczki aptamer wigzacy zielen malachitowa przyjmuje bardzo
interesujaca strukture ,.kieszeni wigzacej”. Znajduje si¢ w niej tetrada zasad oraz dwie

triady.

Aptamer wigzacy teofiling réwniez potrafi wigza¢ si¢ z innymi pochodnymi
ksantyny, jednak wiaze si¢ 10000 razy stabiej z kofeing®*. Dzieki temu aptamer ten moze
stuzy¢ do rozrézniania tych dwoéch zwigzkow roznigcych sie jedng grupa metylowa
przytaczong na atomie azotu N7 ksantyny. Poza konserwatywnym rdzeniem wigzacym
teofiling pozostate fragmenty tego aptameru moga by¢ zmieniane bez utraty wtasciwosci
wigzacej. Aptamer ten w kompleksie z teofiling tworzy strukturalng kieszen wigzaca.
Kieszen ta powstaje z trypletu zasad i1 niekanonicznej pary, ktore przez oddziatywania
warstwowe 1 wodorowe wigzg teofiling. Taka struktura kieszeni wigzacej nie tworzy si¢
w obecnosci kofeiny®™. Moze to $wiadczyé o ustrukturalizowaniu sie aptamerow

w obecnosci liganda.

Ryboprzetacznik guaninowy zostal scharakteryzowany w wyniku badania
oddziatywan z hipoksantyna®. W strukturze krystalograficznej hipoksantyna znajduje sie
w otoczeniu czterech nukleozyddéw purynowych, z ktorymi oddzialuje przez wigzania
wodorowe. W strukturze jest widoczne miejsce na grupe egzoaminows, ktora znajduje si¢
w guaninie. Miejsce to znajduje si¢ w sasiedztwie grup karbonylowych C74 i1 US5I,
z ktorymi grupa aminowa mogtaby utworzy¢ stabilizujace wigzania wodorowe. Miejsce

wigzania ligandu jest stabilizowane przez tryplety zasad podobnie, jak w innych
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aptamerach. W strukturze tego ryboprzelacznika zauwazono rowniez oddziatywania

czwartorzedowe pomiedzy petlami L2 1 L3.

Inny ryboprzetacznik zalezny od bis-3',5'-cyklicznego diguanozynomonofosforanu
(c-di-GMP) oddziatuje z ligandem za posrednictwem trzech reszt nukleozydowych G20,
A47 i C92%. Konserwatywno$é tych zasad jest wysoka dla roéznych form tego
ryboprzetacznika, jednak zastgpienie wymienionych nukleotydéw innymi nie wplywa
znaczaco na site wigzania ligandu. Znaczace zmiany w strukturze tej czasteczki mozna
zaobserwowac¢ przy mutacjach w innych pozycjach, ktére nie oddziatuja bezposrednio

z ligandem i prowadzi to do ostabienia sity wigzania®.

4.1. Konformacje nukleozydow w funkcjonalnych kwasach nukleinowych

Centra katalityczne rybozymow zawieraja reszty nukleotydow, w przypadku,
ktérych kluczowa role odgrywa konformacja. Analiza struktur wielu rybozymow,
aptamerdw, ryboprzetacznikow i rybosomalnych RNA przez grupe Philipa Bevilacqua®
wykazala istotng role nukleozydow o konformacji syn. Przeanalizowano 51 struktur
funkcjonalnych RNA i obliczono, ze konformacj¢ syn we wszystkich strukturach przyjmuje
4,2% nukleozydoéw. Moze wydawac sie,
ze jest to warto$¢ bardzo mala, jednak
dystrybucja tych nukleozydéw nie jest
przypadkowa. Najwigksze skupiska

nukleozydow o tej  konformacji

znaleziono w miejscach istotnych dla Dé% TN/

funkcji petnionej przez analizowany ~, % vh,‘\"
< y p \ '\ 4

rodzaj RNA. g <A
4 e N \\\v o
Nukleozydy o konformacji syn sa U 1\
zaangazowane w oddzialywania Rysunek  16.  Rozmieszczenie  nukleozydow
. . 0 konformacji syn w aptamerach i ryboprzetacznikach.
z ligandami w aptamerach A — aptamer cytruling; B — aptamer zieleni

malachitowej; C — aptamer ATP; D — ryboprzetacznik
guaninowy; E — ryboprzetacznik c-di-GMP.
Rysunek zaadaptowano z Sokolowski, J. E. et al.

i ryboprzetacznikach. Sposrod
wszystkich  nukleozydow o  tej
nienaturalnej konformacji w danej strukturze az 80% odgrywa istotng role w funkcji
aptamerow, a 63% w przypadku ryboprzetacznikow. W nukleozydach budujacych

aptamery tacznie 5% stanowig nukleozydy o konformacji syn, a w ryboprzetacznikach
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odsetek ten wynosi jedynie 3,7%. W wielu aptamerach zasady w konformacji syn znajduja

si¢ w kieszeniach wigzacych i oddziatujg bezposrednio z ligandem (rysunek 16).

W aptamerze wigzacym zielen malachitowg nukleozydy G24, G29 1 A31 przyjmuja
konformacje syn i znajduja si¢ w kieszeni wigzacej, a reszty guanozyn znajdujg si¢ nad
ligandem i oddziatuja z nim warstwowo. Co ciekawe, w aptamerze wigzacym teofiling nie
znaleziono nukleozydu o konformacji syn, mimo ze w wickszosci struktur aptameréw

wystepuja one w rejonach odpowiedzialnych za wigzanie ligandu.

W ryboprzetacznikach mozna znalez¢ nukleozydy o konformacji syn rowniez poza
rejonem odpowiedzialnym za wigzanie ligandu. W ryboprzetaczniku guaninowym mozna
znalez¢ dwie reszty adenozyny w konformacji syn, z czego jedna znajduje si¢ w kieszeni
wiazacej ligand, a druga znajduje si¢ w petli odpowiedzialnej za oddzialywania
trzeciorzedowe. Natomiast jedna z adenozyn w ryboprzetaczniku zaleznym od c-di-GMP
réwniez przyjmuje konformacjg

syn. Konformacja ta umozliwia

interkalacj¢ zasady pomiedzy dwie

reszty guaniny ligandu.

W rybozymach nukleozydy
syn odpowiadaja za zachowanie
struktury, ktora wykazuje
aktywnos$¢ np. przez oddzialywania
warstwowe (rysunek 17).
W rybozymie zaleznym od jonow

olowiu (tzw. leadzyme) trzy

dostepne struktury: ¥ ¢3"\'., % R =
A»;,,» ,-‘!_,'M"".:'\v .\‘ / x-axtenson v'ji lﬁé‘ »

krystalograficzna, NMR-owska

oraz otrzymana przez modelowanie

molekularne wskazuja, ze trzy

guanozyny obecne w centrum

katalitycznym moga uczestniczy¢
) ; 65  Rysunek 17. Rozmieszczenie nukleozydow o konformacji
w procesie katalitycznym®. syn w rybozymach. Czerwona strzatka wskazuje miejsce
S ciecia. A — rybozym glmS; B — leadzyme, jony otowiu
Struktura przewidziana przez zaznaczono na czerwono; C — rybozym hairpin; D — rybozym
HDV; E - rybozym hammerhead; F — Intron grupy II.

symulacje dynamiki molekularne;j
M Je @y d Rysunek zaadaptowano z Sokolowski, J. E. et al.’
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okazata si¢ najbardziej podobna do struktury aktywnego rybozymu, ktérg okreslono
eksperymentalnie przez substytucje kazdej z trzech guanozyn na 8-bromoguanozyne.
Reszta guanozyny G24 w konformacji syn znajduje si¢ w bliskim sasiedztwie dwoch jonow
Pb?* ktore s3 niezbedne do transestryfikacji wigzania internukleotydowego. Ponadto,
zastgpienie reszty cukrowej tych trzech guanozyn przez pochodne typu LNA wptynelo na
aktywno$¢ tego rybozymu. Po zmodyfikowaniu reszty guanozyny G9 doszio do
zwickszenia aktywnosci®. Wedlig znanych struktur NMR i krystalograficznych reszta
cukru G9 znajdowata si¢ w konformacji C2-endo. Zwigkszenie aktywnos$ci przez
wprowadzenie w to miejsce nukleozydu o zdeterminowanej konformacji C3-endo
wskazuje, ze w formie aktywnej tego rybozymu dochodzi do zmiany konformacyjnej
w jego centrum aktywnym. Obecno$¢ nukleozydéw o konformacji syn w miejscu
aktywnym rybozymu umozliwia takie usytuowanie substratu, ktore promuje atak grupy

2'-hydroksylowej.

W rRNA réwniez znaleziono wiele nukleozyddéw syn w rejonach istotnych dla
struktury i aktywno$ci w podjednostce 23S i 16S. Domena V 23S rRNA w rejonie
odpowiedzialnym za przenoszenie reszt aminokwasowych z tRNA zawiera az

18 nukleozydoéw o konformacji syn.

Wystepowanie nukleozydow o konformacji syn w miejscach odpowiedzialnych za
aktywno$¢ funkcjonalnych RNA moze by¢ podstawa do tworzenia w sposob syntetyczny
aptamerow czy rybozymow o zwigkszonej aktywnosci lub specyficznosci wzgledem

substratu.

4.2. Rybozym hammerhead

Jednym z szerzej badanych rybozymow jest rybozym typu hammerhead. Dlatego
w mojej pracy doktorskiej postanowitem wykorzysta¢ ten motyw strukturalny jako model
do swoich badan. Ten rybozym zostat odkryty w wiroidzie wirusa ro$lin'®. Ponadto zostata
réwniez okres§lona jego struktura drugorzedowa. Nastepnie motyw strukturalny rybozymu
hammerhead byt opisany takze u eukariontow°*1%, Rybozym ten jest zbudowany z trzech
helikalnych ramion, ktére rozchodzg si¢ od katalitycznego rdzenia. Nukleotydy budujace
centrum katalityczne s3 wysoce konserwatywne, natomiast sekwencja rybozymu
w rejonach budujacych rejony helikalne moze by¢ dowolna, tak aby spetnione byty reguty

parowania zasad. Rybozym hammerhead katalizuje transestryfikacje docelowego RNA
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przez rozpoznanie trypletu 5'-NUH-3" (N - dowolny nukleozyd, H = A lub C lub U).
Struktura przestrzenna tego motywu zostata zbadana metodami krystalograficznymi przy
uzyciu minimalnej formy tego rybozymu (rysunek 18A). Wszystkie otrzymane struktury
wskazuja na to, ze helisy I i II uktadaja si¢ réwnolegle do siebie. Badania pokazaty, ze
oddziatywania miedzy petlag L2 i trzonem helisy I mogg stabilizowa¢ strukture rybozymu
i prowadzi¢ do zwiekszenia aktywnosci'® ! (rysunek 18B). Wiele badan nad struktura
i funkcja rybozymu hammerhead zostato jednak prowadzonych na modelu minimalnym,

w ktorym oddziatywania takie s niemozliwe.

Pomimo, ze rozwigzano A B
struktury dla matych 3 s
rybozyméw hammerhead, to 3 5 (L2)&B(B1
|
dane z eksperymentow . ”L\EU'“ y Stem |I E . T
biochemicznych nie dostarczajg =~ Al CC . 122 A c_c,
O A Gy 0
petnych informacji dotyczacych % H:DI g °=G§tem5|l A uVa G
; i 5 Stem 11 .6 o G " Stem |1l
potencjalnych oddziatywan el em
3 5

W obrebie czasteczki

rybozymullz_ Modele dostepne Rysunek 18. (A) Struktura drugorzedowa rybozymu typu
hammerhead. (B) Oddzialywania trzeciorzedowe miedzy petla

w bazach struktur nie zawsze s3 a trzonem helisy | w strukturze rybozymu. Rysunek

. _ zaadaptowano z Przybilski R. et al.!1°

spojne, na co ma wpltyw takze

sposob zaprojektowania rybozymu. Podczas projektowania mozemy wybra¢ jeden z dwoch

uktadow dziatania rybozymu, tj. uktad typu cis - rybozym i substrat stanowig wtedy jedna

catos¢ (ni¢ substratu potaczona jest z nicig katalityczng rybozymu) lub uktad typu trans,

gdy substrat jest osobnym oligomerem”1%, Struktury krystalograficzne sa zamrozonym

w czasie stanem o pewnym lokalnym minimum energetycznym, dlatego mozliwe jest, Ze

w formie aktywnej rybozym zmienia swoja konformacjg.

Dotychczas opublikowane prace wskazuja, ze istotng role w mechanizmie katalizy
przez rybozym hammerhead odgrywaja dwie reszty guanozyny tj. G8 i G12. Guanozyna
w pozycji 12 (G12) peini rolg ogdlnej zasady, oddzialywujacej przez azot N1 z grupa
2'-hydroksylowsg, natomiast grupa 2’-hydroksylowa guanozyny G8 — ogdlnego kwasu —
protonuje tlen O5'. Bez watpienia konformacja tych dwoch nukleotydow jest istotna

zarowno w przypadku wigzania N-glikozydowego, jak i pofaldowania cukru.
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W mechanizmie dziatania rybozymu hammerhead istotne sg nastepujace etapy:
hybrydyzacja z substratem, transestryfikacja oraz dysocjacja produktow reakcji
(rysunek 19). Ponadto, réwnie waznym etapem jest uzyskanie przez kompleks rybozym-
substrat odpowiedniej konformacji, ktoéra umozliwi zajscie transestryfikacji.

Dotychczasowe badania wskazuja, ze moze to by¢ etap limitujacy aktywnos¢ rybozymu

hammerhead!®. Wprowadzane do centrum

katalitycznego modyfikacje, takie jak substytucje

Hammerhead rihozyme

nukleotydéw prowadza do obnizenia Ilub
catkowitej utraty aktywnos$ci rybozymu. Takze

wprowadzanie modyfikacji chemicznych

w obrebie grup funkcyjnych ma negatywny
wplyw na aktywnos$¢ rybozymu. Pozbawienie 28

jednej z guanozyn G12 lub G8 jednej z grup (c.,avedmﬁ\ i l i !“

funkcyjnych: aminowej Ilub karbonylowej,

mRNA-Ribozyme

poprzez podstawienie w tych pozycjach complex

hammerhead.

znacznego obnizenia aktywno$ci rybozymu. W

przypadku wprowadzenia inozyny w pozycji G8 zmiana jest najmniejsza'*. Byé moze
wprowadzenie innych modyfikacji wymuszajagcych  zmiany konformacyjne,
a nieingerujagce w liczbe grup funkcyjnych odpowiedzialnych za powstajace wigzania

wodorowe, pomogloby lepiej zrozumie¢ dynamike rdzenia katalitycznego tego rybo
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1. Synteza zdeterminowanych strukturalnie analogéw guanozyny

Pierwszym etapem mojej pracy doktorskiej byta chemiczna synteza strukturalnie
zdeterminowanych nukleozydéw, a nastepnie oligonukleotydow zawierajacych tak
modyfikowane nukleotydy. Nastepnie otrzymane modyfikowane oligonukleotydy
postuzyly mi do dalszych badan, ktére dotyczyly wptywu analogéw nukleotydow na
strukture dupleksu RNA zawierajacego tandemowe niesparowanie 5’AG/3'GA.

Ze wzgledu na szczegdlne cechy strukturalne nukleozydow zawierajacych
konformacje¢ cukru 2-endo oraz wigzania glikozydowego syn, zalezato mi na otrzymaniu
tak strukturalnie modyfikowanego nukleozydu. W mojej pracy doktorskiej planowalem
zsyntetyzowa¢ chemicznie seri¢ nukleozydow posiadajacych cztery warianty
konformacyjne tzn. przyjmujace konformacj¢ C2-endo, C3'-endo oraz syn i anti. Byty to
analogi typu LNA tj.: 2'-0,4'-C-metylenoguanozyna,
2'-0,4'-C-metyleno-8-metyloguanozyna, 2'-O,5'-C-metylenoarabinoguanozyna  oraz
2'-0O-5'-C-metyleno-8-metyloarabinoguanozyna (rysunek 20). Jednakze, wielomiesieczne
proby chemicznej syntezy modyfikowanych nukleozydéw 2'-O,5'-C-arabinoguanozyny
(rysunek 20C) 1 2'-0,5'-C-metyleno-8-metyloarabinoguanozyny (rysunek 20D)
przedstawionych na rysunku 20 nie powiodty sie.

A B
O o}
N NH NH N
U\ N/)\NHZ H2N’<\N BN
N N~ ~CHs
HO o HO o
HO
HO"~—_ ] 4
C3’-endo, anti C3'-endo, syn
C D
O @)
N NH NH N
U\ N/)‘NHQ HQN’(\N J W
N N~ “CHs
HO—" 9 Ho—" 2
OH OH
C2"-endo, anti C2'-endo, syn

Rysunek 20. Cztery konformacyjnie zdefiniowane analogi guanozyny.
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To spowodowalo, ze konieczna byta zmiana podejscia 1 znalezienie tak
modyfikowanej pochodnej, ktorg mozna bytoby zsyntetyzowac, a strukturalnie spetniataby
zalozenia i przyjmowata konformacje C2'-endo lub bytaby to konformacja dominujaca.
Analiza dostepnych informacji literaturowych sugerowata, ze do tych celéw nadawataby
si¢ pochodna 2’-deoksy-2'-fluoroarabinozydu®>>1, Silnie elektroujemny atom fluoru
powoduje zmiany konformacyjne pierscienia reszty cukrowej. Ze wzgledu na wybrane
modele badawcze, tj.: motyw tandemowego niesparowania 5'AG/3’GA oraz rybozym
hammerhead, w ktorego centrum katalitycznym istotng role odgrywaja dwie reszty

guanozyny bylem zainteresowany gidwnie analogami guanozyny.

W Zaktadzie Chemii i Biologii Strukturalnej Kwasow Nukleinowych, w ktérym
wykonywatem swoje badania, od wielu lat syntetyzowano modyfikowane nukleozydy i ich
amidofosforyny. W ten sposob powstata biblioteka wielu interesujacych pochodnych

nukleozydow, ktora w czesci wykorzystatem w swoich badaniach.

Po wybraniu pochodnej z serii 2'-deoksy-2'-fluoroarabinozydoéw zaczatem
projektowaé syntezg 2'-deoksy-2'-fluoroarabinozydu guanozyny. Poniewaz zwigzek ten
jest znany, rozpoczatem od przegladu literatury dotyczacej jego syntezy. Istniejace metody
syntezy tych pochodnych opierajg si¢ na modyfikowaniu rybozy do 2-fluoro-1-bromo-
pochodnej, ktora nastepnie mozna sprzggac z zasadami nukleinowymi w celu otrzymania
pozadanego nukleozydu!’ 1%, Alternatywna metoda jest synteza, w ktorej substratem jest
nukleozyd'?%12! Metoda oparta na reakcji sprzegania jest metoda bardziej uniwersalna,
poniewaz po uzyskaniu odpowiednio zmodyfikowanego cukru, mozliwe jest otrzymanie
nukleozydu przez sprzeganie z dowolng zasada. Poniewaz swoje badania opieralem na
badaniach pochodnych guanozyny, a metoda bezposredniego modyfikowania nukleozydu

wydawata mi si¢ tatwiejsza droga syntetyczng, postanowilem uzy¢ tej metody.

A B
820 B 1 o
BzO TrO—| B
H H
H H H
OTf OTr
C3'-endo C2’-endo

Rysunek 21. Konformacje 2'-triflatowanego nukleozydu z benzoilowymi (A) i trytylowaymi (B) grupami
ochronnymi na grupach 5' i 3'-hydroksylowych. Bz -grupa benzoilowa; Tr — grupa trytylowa; Tf — grupa
triflatowa; B — zasada nukleinowa.
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Opisana w literaturze metoda wymagata blokowania grup 3' i 5'-hydroksylowych
duzymi przestrzennie grupami trytylowymi, ktére wymuszatyby w substracie okreslong
konformacje reszty cukrowej, a w konsekwencji uniemozliwiala zaj$cie reakcji eliminacji
podczas substytucji nukleofilowej (rysunek 21). Rownoczesne trytylowanie grup
3'- 1 5'-hydroksylowych nukleozydow jest jednak bardzo mato wydajne, czasochtonne
1 nieselektywne, wigc po trwajacej kilka dni reakcji trytylowania, konieczne jest
rozdzielanie produktow reakcji, czyli pochodnych 5'-O-trytylowanej,
2',5'-di-O-trytylowanej 1 3',5'-di-O-trytylowanej. Wymagajacy rozdzial izomerow
ditrytylowanych, jesli zakonczy si¢ sukcesem, prowadzi do otrzymania pochodnej
z niezablokowang grupa 2'-hydroksylowa, ktéra nastepnie bierze udziat w kolejnym etapie
syntezy. Substytucje fluorem mozna prowadzi¢ za pomoca odczynnikéw fluorujacych,
takich jak trifluorek dietyloaminosiarki (DAST) czy difluorotrimetylokrzemian
tris(dimetyloamino)sulfoniowy (TASF) lub po aktywowaniu grupy hydroksylowej innymi
czynnikami, ktére sg zrédltem anionu fluorkowego. Poniewaz czynniki fluorujace maja
silny charakter zasadowy, konkurencyjna reakcja eliminacji moze zachodzié
preferencyjnie. Eliminacja z udzialem grupy 2’-hydroksylowej wymaga trans diaksjalnego
usytuowania z atomem wodoru 3’, jednak wymuszona przez podstawniki trytylowe
konformacja rybozy C2’-endo uniemozliwia przyjecie takiej orientacji (rysunek 21B).
Ostatecznie w swoich eksperymentach postanowilem uzy¢ mniej zasadowego czynnika
fluorujacego, w przypadku ktérego reakcja substytucji zachodzilaby preferencyjnie
w stosunku do eliminacji. Dzigki temu moglem poming¢ konieczno$¢ przygotowania

pochodnej 3',5'-di-O-trytylowanej.
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1.1.  Synteza 2’-deoksy-2'-fluoroarabinozydu guanozyny i 8-bromoguanozyny
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Rysunek 22. Schemat proponowanej syntezy 2'-deoksy-2'-fluoroarabinozydéw guaniny
i 8-bromoguaniny. i) acetal dimetylowy dimetyloformamidu/metanol; ii) 1,3-dichlorek
1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksanu/py; iii) bezwodnik triflatowy, DMAP,
py/dichlorometan; iv) bezwodnik octowy, trifluorowodorek trietyloamoniowy,
v) fluorowodorek trietyloamoniowy/THF; iv) 25% amoniaku/metanol.

Pierwsze proby syntezy pochodnych 2’'-deoksy-2'-fluoroarabinozydu guaniny
I 8-bromoguaniny prowadzilem na guanozynie. Schemat proponowanej syntezy
przedstawiam na rysunku 22. W pierwszym etapie grupe egzoaminowg blokowalem przy
pomocy blokady dimetyloaminometylenowej. Ta zasadolabilna grupa ochronna sprawdza
si¢ w automatycznej syntezie oligonukleotydow na podlozu statym. Wprowadzenie tej
blokady jest tez wygodne, poniewaz prowadzi do selektywnego podstawienia grupy
egzoaminowej. Ponadto, reakcj¢ prowadzi si¢ w metanolu, w ktorym guanozyna jest tylko
nieznacznie rozpuszczalna, podobnie jak produkt (1a) czyli
N2-(dimetyloaminometyleno)guanozyna. Najlepsza wydajnos¢ reakcji blokowania

guanozyny wynoszaca 91% otrzymatem, gdy prowadzitem reakcje 6 godzin w 50°C.

Nastepnie w celu zablokowania grup hydroksylowych postanowitem uzy¢
1,3-dichlorku 1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksanu (blokady Markiewicza). Ta blokada
pozwala na latwe i selektywne blokowanie grup 5' i 3’-hydroksylowych'??. Po zawieszeniu
suchego substratu (1a) w bezwodnej pirydynie dodatem 1,1 ekwiwalentu 1,3-dichlorku
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1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksanu. Po zajsciu reakcji biala zawiesina przechodzita

w bezbarwny roztwor. Ten etap syntezy zachodzit ilosciowo.

Kolejnym etapem bylo aktywowanie grupy 2'-hydroksylowej poprzez jej
przeksztatcenie do grupy trifluorometanosulfonowej (triflatowej). Grupa ta pozwala na
tatwe zaj$cie substytucji oraz wygodne §ledzenie postepu tej reakcji z wykorzystaniem
techniki °F NMR. Grupa triflatowa sklada sic z uktadu trzech atoméw fluoru
odizolowanych od reszty czasteczki, dzieki czemu na widmie fluorowym nie dochodzi do
sprzezen z jadrami atoméw fluoru. W widmie °F NMR mozna zaobserwowaé intensywny
sygnat singletowy w okolicach -74 ppm (rysunek 23A) dla zwigzkoéw zawierajacych grupe
triflatowa przytaczona w pozycji 2’ (2.1a, 2.2a).

W nastgpnej kolejnosci w syntezie tych A
pochodnych przeprowadzitem substytucje grupy

-74.570

2'-O-triflatowej pochodng fluoru. Poniewaz
blokada 1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksanowa
jest blokada opartg na chemii krzemu to jest ona
wrazliwa na anion fluorkowy, dlatego przed

reakcja substytucji musiatem odblokowaé grupy

5" 1 3'-hydroksylowe. W tym celu uzyltem oo e o
trifluorowodorku trietyloaminy. Niestety w B
przypadku pochodne;j 2'-O-triflatowej

zachodzila szybka izomeryzacja do pochodnej

3'-O-triflatowej, a takze przez duza reaktywnos¢

|

|
tej grupy opuszczajacej pochodna ta okazala si¢ A ] ‘u'lful\\f\

J

\

by¢ nietrwala w roztworze.

ppm

W celu uniknigcia izomeryzacji lub

czesciowej  eliminacji  grupy triflatowej, oo o -

postanowilem w jednym etapie syntezy Rysunek 23. Widma °F NMR pokazujace
zmiang¢ przesuni¢cia chemicznego sygnatu

wymienic blokadg pochodzacego od substratu (A) i produktu

1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksanowa na B
blokady acetylowe. Proces ten przeprowadzitem przez dodanie o$miokrotnego nadmiaru
molowego bezwodnika octowego podczas odblokowania grupy

1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksanowej. W  ten  sposob  uzyskatem  pochodng
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5',3'-di-O-acetylo-2'-O-triflatowa (3a), ktorg uzylem bez dalszego oczyszczania
w nastgpnym etapie syntezy. Pochodna triflatowana okazata si¢ by¢ bardzo reaktywna,
a oczyszczanie jej chromatograficznie powodowalo zmniejszenie wydajnosci reakcji

w wyniku zachodzenia reakcji na Zelu z udziatem oczyszczanego zwigzku.

Substytucje nukleofilowg prowadzilem w tagodnych warunkach z wykorzystaniem
IM roztworu fluorowodorku trietyloaminy w pirydynie. Najwyzsze wydajnosci tego etapu
(75% dla guanozyny), otrzymalem stosujac siedmiokrotny nadmiar molowy i prowadzac
reakcje w 37°C przez 48 godzin. Powstanie pozadanego produktu (4a) sprawdzilem przy
uzyciu techniki °F NMR. Na widmie F NMR jest widoczna znaczaca rdznica
W przesuni¢ciu chemicznym pomiedzy substratem a produktem , a sygnaty nie pokrywaja
si¢ (rysunek 23). Co wigcej, sygnat jadra atomu fluoru sprzgga si¢ z sgsiadujacymi jadrami
atomow wodoru w czasteczce produktow, dlatego obserwuje si¢ multiplet w okolicach

-198 ppm (rysunek 23B).

W swoich badaniach wptywu konformacyjnie zdeterminowanych analogow
nukleozydow na strukture kwasow nukleinowych chcialem uzy¢ analogicznej pochodnej
z wymuszong konformacja syn wigzania N-glikozydowego. W tym celu postanowitem
powtorzy¢ opracowang $ciezke syntezy na 8-bromoguanozynie. Niestety okazato sig, ze
w przypadku pochodnej 8-bromoguanozyny (2.2d) nie zachodzi reakcja substytucji
w opracowanych warunkach. Najprawdopodobniej reakcja ta byla hamowana przez efekt
steryczny wywolany reszta guanozyny nad centrum reakcji. Postanowitem wigc zmienié
strategie syntezy 1 przeprowadzitem reakcje bromowania
2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyny (4a). W wyniku tej reakcji uzyskalem po raz
pierwszy pochodng 8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyny, ktora nie zostata dotad
opisana w literaturze. Dla charakterystyki tego zwigzku zostaly wykonane badania

strukturalne z wykorzystaniem technik NMR i rentgenograficznych.

W  wyniku krystalizacji 8-bromo-2’'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyny
otrzymalem krysztaty, a ich strukture okreslita dr Agnieszka Czapik z Zakladu
Stereochemii Organicznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu. W strukturze czasteczki nukleozydu wida¢ wptyw podstawienia pozycji C8
guaniny, w wyniku czego zasada przyjmuje konformacjg¢ syn wigzania N-glikozydowego.
Reszta cukrowa przyjmuje konformacje C3-endo. Wprowadzenie fluoru w pozycji C2’

w konfiguracji B nie spowodowato, ze reszta cukrowa przyje¢ta konformacje C2-endo
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w Krysztale, mimo doniesien literaturowych, z ktérych wynika, ze silnie elektronegatywny
podstawnik wplywa na konformacje¢ i powinien przesunagé rownowage konformacyjng
nukleozydu w kierunku konformeru C2'-endo®> %116 Nalezy zwroci¢ uwage, ze struktura
czasteczki w krysztale jest jej zamrozonym stanem, ktory stanowi kompromis pomigdzy
najnizszg energia wynikajaca z konformacji samej czasteczki, a energig oddziatywan
miedzyczasteczkowych w  krysztale. Nukleozydy w roztworach znajduja si¢
w rownowadze dynamicznej skrajnych konformeréw. Badania wykorzystujace techniki
NMR pozwalaja ustali¢ konformacje tych skrajnych struktur. Dzigki wspotpracy
z dr Danielem Baranowskim z Zakladu Biomolekularnego NMR Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu, okreslono, 7€ dla
8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyny réwnowaga konformacyjna miedzy
konformerami C2'-egzo i C3’-egzo, jest przesunigta w kierunku pofatldowania reszty
cukrowej C2'-egzo. Natomiast z analizy sprz¢zen jader atomowych H1'-C8 przez
przestrzen wynika, ze nukleozyd ten przyjmuje konformacje anti wigzania
N-glikozydowego. Rozbiezno$¢ miedzy danymi krystalograficznymi a NMR-owskimi

moze wynika¢ z faktu, ze nukleozyd ten jest labilny konformacyjnie.

1.2.  Synteza 2'-deoksy-2'-fluoroarabinozydow purynowych i ich amidofosforynow

Sciezka syntezy chemicznej, ktora opracowatem dla guanozyny sprawdzita sie,
dlatego postanowilem przetestowaé ja rowniez na innych nukleozydach. Wybralem
nukleozydy purynowe, tj. adenozyng¢ i 2-aminoadenozyng, ktore po odpowiednim
zablokowaniu  zasad, udalo mi si¢ bez  probleméw  przeprowadzié
w 2'-deoksy-2'-fluoroarabinozydy. Proba powtorzenia opracowang metodg syntezy na
cytydynie niestety zakonczyla si¢ niepowodzeniem, poniewaz na etapie substytucji pozycji
2" dochodzito do cyklizacji uktadu i powstawania pochodnej 2,2'-anhydro, co

uniemozliwialo otrzymanie pochodnej 2'-B-fluoro.

Opracowana metoda syntezy doskonale sprawdza si¢ dla nukleozydow
purynowych, natomiast, aby wprowadzi¢ pochodne do tancucha oligonukleotydowego
musiatem zsyntetyzowa¢ amidofosforyny otrzymanych analogéw, ktére sa uzywane
w syntezie automatycznej na podiozu stalym. W tym celu zastosowatem klasyczne
procedury blokowania funkcji 5'-hydroksylowej grupa 4,4'-dimetoksytrytylowa oraz
fosfitylacji na grupie 3'-hydroksylowej (rysunek 24).
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Rysunek 24. Schemat syntezy purynowych analogéw 2’-deoksy-2'-fluoroarabinozydow 1-5(a-d) oraz ich
amidofosforynéw 7a-d. B — zasady purynowe; R — zasadolabilne grupy ochronne;
I - 13-dichlorek 1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksanu/py; Il - 1) bezwodnik triflatowy, DMAP,
py/dichlorometan, 2) bezwodnik octowy, trifluorowodorek trietyloamoniowy, 3) fluorowodorek
trietyloamoniowy/THF; 111 - 25% amoniaku/metanol; IV - brom/woda; V - selektywne usunigcie blokad
acetylowych z reszty cukrowej; VI - acetal dimetylowy dimetyloformamidu/metanol; VII - chlorek
4,4’-dimetoksytrytylu/dichlorometan; VIl -  tetrazol, N,N,N’.N’-tetraizopropylofosforynoamid
2-cyjanoetylu/acetonitryl.
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2. Wybér analogéw guanozyny wykorzystanych do modyfikowania motywu

sekwencyjnego 5'GAGU

Modyfikacje chemiczne kwasu nukleinowego, nukleozydu lub nukleotydu mozna
wykorzysta¢ do wprowadzenia zmiany pozadanej przez eksperymentatora. Jednak, efekt
takich modyfikacji nie zawsze mozemy przewidzie¢. Dlatego przy wyborze analogow
nukleozyddéw miatem na uwadze, ze sg to zwigzki otrzymane na drodze syntezy chemicznej
i nie wyst¢pujg naturalnie. Wymuszanie konformacji rybozy poprzez wykorzystanie
pochodnych 2'-deoksy czy 8-bromo pozbawia czgsteczk¢ wszelkich potencjalnych
oddziatywan stabilizujacych, ktore wynikaja z obecnosci grupy 2'-hydroksylowej lub
atomu wodoru w pozycji 8 zasady purynowej. Poza tym rozbudowanie struktury
nukleozydu wprowadza do niej dodatkowe czynniki steryczne. Nalezy pamigtac, ze wybor
modyfikacji wymuszajacej okreslong konformacje musi by¢ wywazony pomig¢dzy efektem,
jaki chce osiggna¢ eksperymentator, a ewentualnym niekorzystnym wplywem tej

modyfikacj.

Pochodne guanozyny wybratlem ze wzgledow strukturalnych, dlatego w celu
osiggniecia konformacji Syn wigzania N-glikozydowego uzylem modyfikacji
zawierajacych atom bromu Iub grupe metylowa w pozycji 8 zasady purynowe;j.
Modyfikacja ta wymusza konformacj¢ sSyn, poniewaz duza grupa funkcyjna (grupa
metylowa lub atom bromu sg zblizone objetosciowo) wymusza usytuowanie zasady nad

powierzchnig pierscienia reszty cukrowe;.

Pofatdowanie reszty cukrowej jest drugim strukturalnie istotnym elementem, ktory
postanowitlem modyfikowa¢ w nukleozydach wprowadzanych do badanych
oligorybonukleotydow. Ze wzgledu na elastyczny uktad pierScienia pigcioczionowego
1 wystepowanie efektu pseudorotacji mozliwe jest przyjmowanie przez ryboze réznych
konformacji w roztworze wodnym. Dla nukleozydow przyjmuje si¢, ze w roztworze
wodnym istnieje rownowaga pomig¢dzy konformacjami typu North (C3'-endo) i South
(C2'-endo) i rownowaga migdzy tymi formami jest przesuni¢ta w kierunku C3'-endo.
Wykazano, ze w przypadku rybonukleozydoéw przewaga w kierunku C3’-endo jest wigksza
niz dla 2'-deoksyrybonukleotyddw. Jest to spowodowane przez roznice w elektroujemnosci
1 pozycji atomoéw przytaczonych w pozycji 2’ reszty cukrowej. Korzystajac z tych
informacji wykorzystatem nastepujace modytikacje rybozy: 2’'-deoksyryboze, arabinozg,
2'-deoksy-2'-fluororyboze, 2'-deoksy-2'-fluoroarabinoze, 2'-0,4’-C-metylenoryboze oraz

59



WYNIKI I DYSKUSJA

2'3"-sekoryboze¢ (rysunek 25). Pochodng UNA wykorzystalem jako labilng
konformacyjnie pochodna, ktéra przez brak wigzania mi¢dzy atomami wegla 2’1 3’ rybozy

nie ,,narzuca” zadnej sztywnosci strukturze szkieletu cukrowo-fosforanowego.
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Rysunek 25. Wzory strukturalne stosowanych modyfikacji guanozyny.

Poza tymi strukturalnymi modyfikacjami w swoich badaniach postanowitem tez

sprawdzi¢ wplyw, jaki spowoduje wprowadzenie do badanego motywu sekwencyjnego
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5'GAGU3’ réznych zmian w uktadzie grup funkcyjnych odpowiedzialnych za tworzenie
wigzan wodorowych mig¢dzy zasadami. W tej serii badan wybratem modyfikacje zasady
purynowej bedace analogami guaniny. W$rod tych modyfikacji znalazly si¢: hipoksantyna,
puryna, adenina, 2-aminopuryna oraz 2,6-aminopuryna (rysunek 25).

W przypadku badanego przeze mnie motywu 5'GAGU/3'UGAG mozliwe jest
utworzenie par AG i GU oraz ze wzgledu na istnienie alternatywnej konformacji mozliwe
sa tez pary GG*. W publikacji Aleksandara Spasica et al.*’ autorzy proponuja
oddziatywania, ktore wystepuja miedzy tymi parami. W zwigzku z tym postanowilem
wykorzysta¢ analogi guanozyny i wprowadzi¢ je do sekwencji wybranego motywu, aby

sprawdzi¢ ich wplyw na stabilno$¢ termodynamiczng.
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3. Badania termodynamiczne oligorybonukleotydéw samokomplementarnych

W tej czgéci mojej pracy doktorskiej wykonatem badania trwalosci
termodynamicznej modyfikowanych oligorybonukleotydow samokomplementarnych
z uzyciem metody topnienia UV. Pierwszy badany przeze mnie modelowy oligonukleotyd
zawierajacy motyw 5'GAGU/3'UGAG byl wybrany na podstawie pracy Scotta
Kennedy'ego®. Jest to oligorybonukleotyd o sekwencji samokomplementarnej
S'GACGAGUGUCA, ktéory moze tworzy¢ dupleks zawierajacy stabilizujaca reszte
adenozyny na 5’ koncu, a trzy nukleotydy otaczajace badany motyw tworza pary Watsona-
Cricka (rysunek 26A). Istnieje rowniez mozliwos$¢, ze zamiast dupleksu utworzy sig¢
struktura spinki do wlosow, ktorej trzon beda budowaty trzy pary Watsona-Cricka, a jej
petle cztery nukleotydy GAGU (rysunek 26B). Co ciekawe, migdzy obiema strukturami
wystepuje rownowaga. W moich badaniach termodynamicznych wykorzystalem wariant
oligorybonukleotydu 5’GACGAGUGUCA zawierajacy zmodyfikowane reszty guanozyny
G4 lub G6 w celu sprawdzenia ich wptywu na stabilno$¢ jego struktury. W kolejnych
podrozdziatach przedstawie¢ i omodwi¢ parametry termodynamiczne otrzymane dla

modyfikowanych oligonukleotydow.

A B
/ AC
5’ GACGAGUGUCA 3’ TG U
) il - 111 ) —— g'g
3’ ACUGU; 5 GCAG 5 AzU
fo\ 5 A
3!

Rysunek 26. Rownowaga miedzy strukturg dupleksu (A) i spinki (B)
dla oligorybonukleotydow samokomplementarnych. Na niebiesko
zaznaczono modyfikowang pozycje G4, na czerwono — G6.

3.1.  Modyfikowanie struktur oligorybonukleotydow analogami nukleozydéw

wplywajacymi na ilos¢ tworzonych wigzan wodorowych

Jak wspomniatem wcze$niej, modelowy oligorybonukleotyd moze tworzy¢
zardwno strukturg dupleksu, jak 1 spinki do wlosow. Wiadomo, ze w przypadku topnienia
struktury dwuczasteczkowej (dupleksu) jego temperatura topnienia (Tm) rosnie liniowo

wraz ze wzrostem stezenia oligonukleotydu. Natomiast dla formy jednoczasteczkowej
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(spinki) wartosci parametru Tm dla réznych ich stezen sg takie same. W tym miejscu warto
nadmieni¢, ze w przeprowadzonych pomiarach temperatury topnienia stosowatem niskie
stezenie oligonukleotydu, co powodowato przesunigcie réwnowagi migdzy dupleksem
i spinka w kierunku struktury spinki. Ze wzgledéw czynnika kinetycznego przy wyzszym
stezeniu oligonukleotydow utworzenie dupleksu jest tatwiejsze. Na podstawie analizy
termodynamicznej zaobserwowatem brak zalezno$ci migdzy st¢zeniem oligonukleotydu
a temperaturg topnienia. To wskazuje, ze badane warianty przyjmowaly strukture spinki do

wlosow.

Dodatkowo, aby potwierdzi¢, ktéra z obu struktur jest dominujagca wykonalem
rozdziat elektroforetyczny na zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych.
Technika ta jest uzytecznym narzgdziem do iloSciowej analizy struktury kwasoéw
nukleinowych. Roéznica w masie/tadunku pomiedzy formag jednoniciowsg (spinka)
i dwuniciowa (dupleks) DNA lub
RNA wptywa na szybko$¢ ich migracji
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Rysunek 27. Mobilnosé oligonukleotydow ~ zawierajacy 2-aminoadenozyne¢

modyfikowanych w  zelu poliakrylamidowym w i

warunkach niedenaturujacych w temperaturze 4°C. (gérny panel - rysunek  27).
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W przypadku wariantoéw z modyfikacja w pozycji G6 sytuacja jest podobna. Otrzymane
wyniki sugeruja, ze wszystkie badane warianty tworzg strukture spinki do wtoséw, o czym
$wiadczy podobna migracja prazkéw na zelu (dolny panel - rysunek 27). Jednak, na zelu
mozna zauwazy¢ male roznice w migracji prazkow dla modyfikowanych wariantow
zarowno w pozycji G4, jak i G6 (rysunek 27). Przypuszczam, ze taki obraz zelu moze
wynikac z tego, ze modyfikacje wprowadzone do modelowego oligorybonukleotydu moga

zaburza¢ schemat wigzan wodorowych w strukturze spinki do wlosow.

Wyznaczone parametry termodynamiczne dla wariantéw oligorybonukleotydu
samokomplementarnego z modyfikacja w pozycji G4 zostaly przedstawione w tabeli 1. Na
podstawie otrzymanych wynikow zaobserwowatem, ze wigkszo$¢ wariantow
oligorybonukleotydow z modyfikacja w pozycji G4 odznacza si¢ mniejsza stabilnoscia
termodynamiczng w poroéwnaniu z niemodyfikowanym wariantem (tabela 1). Szeroki
zakres r6znic w wartos$ciach energii swobodnej dla badanych wariantow mozna ttumaczy¢
potencjalnymi oddzialywaniami miedzy reszta urydyny i modyfikowang reszta guanozyny
G4. Sposrod wszystkich modyfikowanych wariantow  oligomer zawierajacy
2-aminoadenozyn¢ odznaczal si¢ najwyzszg stabilno$cig termodynamiczng (AG°37 = -5,91
kcal/mol), podczas gdy wariant posiadajacy analog 2’-deoksy-2’-fluoroarabinozydowy
charakteryzowat si¢ najmniejsza wartoscig energii swobodnej (AG®37 = -0,91 kcal/mol).
W jasny sposob ilustruje to fakt, ze mimo potencjalnego silnego oddzialywania pomiedzy
zasadami 2-aminoadening i uracylem przez wigzania wodorowe (rysunek 13, rozdziat 3.1.,
cze$¢ literaturowa), ktore najprawdopodobniej odpowiadaja za duza stabilizacje
w oligomerze zawierajagcym 2-aminoadenozyneg, to ta sama zasada nie oddziatuje juz w ten
sam stabilizujacy sposob W oligomerze zawierajacym analog
2'-deoksy-2'-fluoroarabinozydowy. Najprawdopodobniej jest to spowodowane zmiang
konformacji rybozy oraz uniemozliwieniem najkorzystniejszych oddziatywan migdzy

zasadami, chociazby w wyniku zmiany konformacji wigzania N-glikozydowego.

Warto rowniez zwréci¢ uwage na dwa inne warianty, a mianowicie zawierajacy
izoinozyne¢ 0raz 2-aminoadenozyne, dla ktérych zanotowalem efekt stabilizujacy rowny
odpowiednio 0,34 lub 3,56 kcal/mol (tabela 1). Mozna przypuszczaé, ze pomig¢dzy
zasadami izoinozyny 1 urydyny powstaja wigzania wodorowe pomiedzy grupami
karbonylowymi a protonami grup amidowych pierscienia aromatycznego, wigc mozliwe
jest utworzenie dwoch wigzan wodorowych miedzy tymi zasadami. Podobnie w przypadku

drugiej modyfikacji — 2-aminoadenozyny, dwie grupy aminowe zasady potencjalnic moga
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utworzy¢ wigzania z dwiema grupami karbonylowymi uracylu. Znaczna stabilizacja
energii swobodnej w przypadku tego wariantu oligonukleotydu wskazuje na potencjalne

utworzenie si¢ trzech wigzan wodorowych w parze pomigdzy 2-aminoadening i uracylem.

Tabela 1. Parametry termodynamiczne dla oligorybonukleotydu samokomplementarnego o strukturze spinki

z modyfikacja wplywajaca na liczbe wigzan wodorowych w pozycji G4.

Sekwencja (5'-3") -AH’ AS" (eu) -AG®37 -l:Mb AAG°37 A:rMb
GACXAGUGUCA (kcal/mol) (kcal/mol) | (C) | (kcal/mol) | (°C)
guanozyna 30,9 +£2,3 92,1+7,1 2,35+0,12 | 62,5 0 0
izoinozyna 36,2+2,5 108,1+ 7,5 2,69+0,29 | 61,9 -0,34 -0,6
inozyna 31,8+ 1,2 95,0+3,7 2,33+0,12 | 61,5 0,02 -1
purynorybozyd 30,4+ 3,6 91,6 + 11,2 1,99 +0,17 | 58,7 0,36 -3,8
2-aminopurynorybozyd 32,9+ 6,6 100,1 +£22,0 | 1,51+0,26 | 52,1 0,84 -10,4
2-aminoadenozyna 652+1,9 191,0 £4,7 5,91+0,35| 67,9 -3,56 54
adenozyna 21,9+43 66,4+ 13,3 1,27+0,24 | 56,2 1,08 -6,3
6-tioguanozyna 32,0+1,1 96,1 £3,3 2,17+0,14 | 59,6 0,18 -2,9
2-geoksy-2-fluoroarabino- |73 14 | 5p9:43 |091+010| 543 | 144 | -82
2-aminoadenozyna

Parametry otrzymano ze $redniej z dopasowan do krzywych topnien. Bufor uzyty podczas topnien: 1 M
chlorek sodu, 20 mM kakodylan sodu, 0,5 mM Na;EDTA, pH 7.0; b — parametr wyznaczono dla st¢zenia
oligonukleotydu 104 M

Niewielka roznica w wartos$ci energii swobodnej pomigdzy oligonukleotydem bez
modyfikacji a tym zawierajacym inozyn¢ (AAG°s7 = 0,02 kcal/mol), a jednocze$nie
wigksza roznica w przypadku wprowadzenia 2-aminopurynorybozydu (AAG°s; = 0,84
kcal/mol), pozwala sadzi¢, ze w stabilizacji struktury tej spinki kluczowa role odgrywa tlen
karbonylowy O6 guanozyny. Grupa 2-aminowa ma destabilizujacy wplyw, a jej brak w
przypadku  purynorybozydu prowadzi do  stabilizacji w  stosunku  do
2-aminopurynorybozydu. Natomiast w przypadku adenozyny, grupa aminowa W pozycji
C6 zasady purynowej prowadzi do destabilizacji w stosunku do niemodyfikowanego
nukleozydu. Zastgpienie grupy karbonylowej grupa tionylowa rowniez powoduje

destabilizacje, co jest spowodowane wiekszym rozmiarem atomu siarki.
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W tabeli 2 zaprezentowatem parametry termodynamiczne dla oligomeru

samokomplementarnego z modyfikacja w pozycji G6.

Tabela 2. Parametry termodynamiczne dla oligorybonukleotydu samokomplementarnego o strukturze spinki

z modyfikacja wpltywajaca na liczbe wigzan wodorowych w pozycji G6.

Sekwencja (5'-3") -AH’ AS* (eu) -AG°s7 T’ | AAG™w Aij
GACGAXUGUCA (kcal/mol) (kcal/mol) | CC) | (kcal/mol) | (C)
guanozyna 30,9 +£2,3 92,1+7,1 235+0,12 | 62,5 0 0
izoinozyna 347+12 1033+3,7 |2,62+0,10 | 62,4 -0,27 01
inozyna 38,0+54 | 113,4+157 |2,89+0,15| 625 -0,54 0
purynorybozyd 356+34 | 102,9+103 |2,68+0,23 | 63,1 -0,33 0,6
2-aminopurynorybozyd 364+18 108,454 |2,76+0,09 | 62,4 -0,41 0.1
2-aminoadenozyna 412+59 123,4+18,1 |2,93+051 | 60,7 -0,58 -1.8
adenozyna 36,7+2.5 108,7+7,5 |3,00+022 | 64,6 -0,65 2,1
6-tioguanozyna 373+23 111,2+6,7 |2.82+022]| 623 -0,47 0.2
ZdGOEXIr?O;é‘;%"gsg'”OZ 382432 | 1137496 |296+031| 630 | 061 | 05

Parametry otrzymano ze $redniej z dopasowan do krzywych topnief. Bufor uzyty podczas topnien: 1 M chlorek
sodu, 20 mM kakodylan sodu, 0,5 mM Na2EDTA, pH 7.0; b — parametr wyznaczono dla stezenia
oligonukleotydu 104 M

Na podstawie otrzymanych danych termodynamicznych mozna stwierdzi¢, ze
modyfikacje wprowadzone w pozycji G6 nie wptywaja znaczaco na warto$ci energii
swobodnej (tabela 2). Wszystkie modyfikacje wywotujg efekt stabilizujacy w poréwnaniu
z wariantem bez modyfikacji. Najwigkszy efekt stabilizujacy wnosi adenozyna, wartos$¢
parametru AAG°37 wynosi -0,65 kcal/mol (tabela 2). Poniewaz pozycja modyfikowanego
nukleozydu nie pozwala na powstawanie potencjalnych par z innymi nukleozydami, mozna
przypuszczaé, ze efekt stabilizujacy w tym przypadku jest wynikiem korzystnych
oddzialywan  warstwowych  adenozyny. Izoinozyna,  purynorybozyd  oraz
2-aminopurynorybozyd to trzy modyfikacje, ktére w niewielkim stopniu stabilizuja
strukture spinki (parametr AAG"37 wynosi odpowiednio: -0,27, -0,33 oraz -0,41 kcal/mol).
Otrzymane wartosci moga oznaczac, ze grupa funkcyjna w pozycji 2 puryny w matym
stopniu wptywa na stabilizacje powstalej spinki. Grupa aminowa w porOwnaniu z grupg

karbonylowa wprowadza wigkszy efekt stabilizujacy w tej pozycji. Efekt ten mozna
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zauwazy¢ rowniez dla grupy funkcyjnej w pozycji 6 puryny, poniewaz inozyna stabilizuje
spinke stabiej niz adenozyna. Roznica wartosci energii swobodnej miedzy wariantami
z tymi modyfikacjami wynosi 0,11 kcal/mol. Modyfikowanie pozycji G6 analizowanego
oligorybonukleotydu pochodna 6-tioguanozyny skutkuje stabilizacjg struktury spinki
(AAG®37 = -0,47 kcal/mol). 6-Tioguanozyna jest modyfikacjg, ktora wnosi do struktury
dupleksu efekt destabilizujacy, ale zaobserwowano, ze w pozycjach niesparowan lub

niesparowanych koficéw moze stabilizowa¢ strukture oligonukleotydu®??,

3.2. Modyfikowanie struktur oligorybonukleotydow analogami nukleozydow

wplywajacymi na konformacje reszty cukrowej i wigzania N-glikozydowego

Wptyw pofaldowania rybozy na stabilno§¢ RNA mozna zaobserwowac
w przypadku serii oligonukleotydow modyfikowanych w pozycji G4 oligomeru analogami
0 wymuszonej konformacji reszty cukrowej. W przypadku tych analogow jedyng zmiang
wprowadzang w reszcie guaniny jest modyfikacja pozycji 8 w celu zmiany konformacji
wigzania N-glikozydowego. Potencjalne miejsca tworzenia oddzialywan wodorowych
migdzy zasadami w rejonach dwuniciowych pozostaja niezmienione. Rodznica
w wartosciach energii swobodnej pomiedzy najbardziej 1 najmniej stabilnym
oligonukleotydem modyfikowanym w pozycji G4 wynosi 1,87 kcal/mol (tabela 3).
Najwickszy efekt stabilizujacy wprowadza 2',3'-sekoguanozyna (AAG°s7 = -0,76 kcal/mol),
natomiast najbardziej destabilizujaca jest 8-bromoarabinoguanozyna (AAG®3; = 1,11
kcal/mol). Poréwnujac parami oligomery modyfikowane analogami guanozyny
i 8-bromoguanozyny z réznymi resztami cukrowymi, mozna zauwazy¢, ze poza
2'-deoksy-2’'-fluoroarabinozydami  wprowadzenie 8-bromoguaniny powoduje efekt
destabilizujacy. W tym przypadku jest to najprawdopodobniej spowodowane
uniemozliwieniem utworzenia wigzan wodorowych z przeciwlegla urydyna. Mozna sadzi¢,
ze dla struktury spinki do wlosow wiazanie N-glikozydowe przyjmuje konformacje¢ anti.
W przypadku modyfikacji 2'-deoksy-2’-fluoroarabinozydem efekt energetyczny jest
odwrotny, a bardziej stabilny jest konformer syn. Roznica wartosci energii swobodne;j
migdzy tymi dwiema modyfikacjami wynosi tylko 0,26 kcal/mol. Najmniejsza roznice
warto§ci  parametru AAG mozna zaobserwowaé¢ w przypadku oligomerow
modyfikowanych analogami 2'-deoksyrybozydowymi (AAG’37 = -0,16 kcal/mol). Dla pary

oligomerow zawierajacej guanozyne 1 8-bromoguanoznyne roéznica ta jest wigksza i wynosi
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0,58 kcal/mol, a dla pary LNA roéznica ta wynosi 0,89 kcal/mol. Najwigksza roznice

w wartosci energii swobodnej mozna zaobserwowac dla pary arabinozydéw, ktora wynosi

1,47 kcal/mol. Co ciekawe, najbardziej rozne konformacyjnie analogi, czyli usztywnione

LNA i labilne UNA s3 jednocze$nie dwiema modyfikacjami guanozyny, ktoére

wprowadzone do oligorybonukleotydu powoduja najwyzszy efekt stabilizujgcy strukture

spinki. Moze to oznacza¢, ze efekt strukturalny pochodzacy z wysoce zdefiniowanej

konformacji analogu LNA guanozyny jest kompensowany w przypadku modyfikacji UNA

poprzez labilno$¢ struktury i mozliwe osiggnigci¢ najbardziej optymalnej energetycznie

orientacji.

Tabela 3. Parametry termodynamiczne dla oligorybonukleotydu samokomplementarnego o strukturze spinki
z modyfikacja wplywajaca na konformacje reszty cukrowej i wigzania N-glikozydowego w pozycji G4.

Sekwenca (5-3') -AH’ -AS? AG'm | TM® | AAG' | ATWP
GACXAGUGUCA (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) | (°C) | (kcal/mol) | (C)
guanozyna 30,9 +£2,3 92,1+7,1 235+0,12 | 62,5 0 0
8-bromoguanozyna 30,5+2,3 925=+7,0 1,77+0,11 | 56,2 0,58 -6,3
2'-deoksyguanozyna 31,0422 93,4+68 |2,04+0,18 | 58,9 0,31 -3,6
8-bromo-2’-deoksyguanozyna | 30,6 +1,5 92,6 4,7 1,88 +0,11 | 57,3 0,47 -5,2
arabinoguanozyna 339+4,0 100,5+11,8 | 2,71+0,30 | 63,9 -0,36 14
8-bromoarabinoguanozyna | 28,3 +2,2 872+65 | 124+023| 51,2 111 -11.3
2"-deoksy-2"- 313420 | 91,7458 |225+007| 61,0 | 0.0 -15
fluoroarabinoguanozyna
8-bromo-2-deoksy-2- | 359,39 | 9794115 |251+024| 627 | 016 | 02
fluoroarabinoguanozyna
2'-deoksy-2'-fluoroguanozyna| 34,1+ 3,7 102,0+10,9 | 2,45+0,26 | 61,0 -0,10 -1,5
2'-0,4'-C-metylenoguanozyna | 35,9 + 3,3 106,0 = 10,1 | 2,99+0,15 | 65,2 -0,64 2,7
8-metylo-2-0,4"-C- 31,7+103 | 954+309 |210+065| 5901 | 025 -34
metylenoguanozyna
2',3'-sekoguanozyna 34,8+ 0,4 1023+1,2 |3,11+0,05| 67,4 -0,76 4,9

Parametry otrzymano ze $redniej z dopasowan do krzywych topnief. Bufor uzyty podczas topnieni: 1 M chlorek
sodu, 20 mM kakodylan sodu, 0,5 mM NaEDTA, pH 7.0; b — parametr wyznaczono dla stezenia

oligonukleotydu 10 M

Kolejng seri¢ badanych przeze mnie modyfikacji stanowily takie, ktére wplywaly

na konformacje reszty cukrowej i wigzania N-glikozydowego w pozycji G6. W tabeli 4

68




WYNIKI | DYSKUSJA

przedstawilem parametry termodynamiczne dla oligomeru samokomplementarnego
zawierajagcego jeden z 11 analogow nukleozydow. Ogodlnie uzyskane dane
termodynamiczne dla wariantéw z modyfikacja w pozycji G6 pokazuja, ze nie ma prostej
korelacji pomigdzy konformacja wprowadzanego analogu a stabilnoscig struktury, jak
mialo to miejsce w przypadku modyfikacji pozycji G4. Na podstawie otrzymanych
wynikdw mozna zauwazy¢, ze pie¢ wariantow oligomeru modyfikowanego w pozycji G6
odznaczato si¢ mniejszg stabilno$cig termodynamiczng wzgledem niemodyfikowanego
wariantu. W tej grupie oligomer modyfikowany 8-bromo-2'-deoksyguanozyng odznaczat
si¢ najwyzszg warto$cig energii swobodnej rowng -1,46 kcal/mol (tabela 4). Natomiast
pozostate sze$¢ badanych modyfikacji powodowato efekt stabilizujacy, a wsrdd nich
najwicksza warto$¢ energii swobodnej zanotowatem dla analogu

8-bromoarabinoguanozyny (AG°s7 = -3,02 kcal/mol).

Wptyw grupy 2'-hydroksylowej na stabilno$¢ struktur RNA jest rowniez istotny.
Wsérod wprowadzonych modyfikacji typu 2'-deoksy- tylko 2'-deoksy-2'-fluororybozyd
guanozyny powoduje stabilizacj¢ struktury oligomeru. Mozliwe, ze jest to wywolane
uprzywilejowaniem  korzystniejszej konformacji  C3'-endo.  Natomiast grupa

2'-hydroksylowa w konfiguracji p rowniez skutkuje obnizeniem energii swobodne;.

Zauwazytem, ze rdéznica w wartosci energii swobodnej w przypadku modytikacji
w pozycji G6 jest ponad 2,5 razy wicksza dla modyfikacji reszty cukrowej w poréwnaniu
z modyfikacjami, ktore ingerowaly w rozmieszczenie grup funkcyjnych w zasadzie
heterocyklicznej. Ta obserwacja sugeruje, jak istotna jest konformacja nukleozydow

w strukturze kwasow nukleinowych.

Analogicznie jak w przypadku modyfikacji pozycji G4, poréwnujac parami
pochodne o wymuszonej konformacji syn i anti, nie znalaztem ogolnej reguty. Dla
rybozydow 1 2'-deoksyrybozydéw pochodna 8-bromo destabilizuje utworzong strukture.
Natomiast w pozostatych przypadkach: arabinozydach, 2'-deoksy-2'-fluoroarabinozydach
oraz 2'-0,4'-C-metylenorybozydach to wtasnie analog o wymuszonej konformacji syn
wigzania N-glikozydowego powoduje obnizenie energii swobodnej oligomeru, czyli

stabilizacje¢ struktury.

Sposrod analogdéw guanozyny w pozycji G6 najbardziej stabilizujaca modyfikacja
jest 2'-deoksy-2'-fluoroarabinozyd (AAG°37 = -0,50 kcal/mol), a najbardziej destabilizujaca
2'-deoksy-2'-fluororybozyd (AAG®37 = 0,34 kcal/mol). Obserwowany efekt moze byc¢
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spowodowany przez duzy wplyw atomu fluoru w réznych konfiguracjach. Wartym uwagi
jest tez fakt, ze rbwniez obecnos¢ grupy 2'-hydroksylowej wydaje si¢ nie mie¢ wptywu na

strukturg spinki.

Tabela 4. Parametry termodynamiczne dla oligorybonukleotydu samokomplementarnego o strukturze spinki

z modyfikacja wptywajaca na konformacj¢ reszty cukrowej i wigzania N-glikozydowego w pozycji G6.

Sekwencja (5'-3") AH® -AS® -AG®3 TwmP AAG’x ATwMP
GACGAXUGUCA (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) | (C) | (kcal/mol) | (°C)
guanozyna 30,9423 | 921+7,1 |235+0,12| 625 0 0
8-bromoguanozyna 24,6+3.,6 738+11,3 | 1,69+0,06 | 60,0 0,66 25
2'-deoksyguanozyna 30,3+6,7 90,1 +£20,0 |2,39+0,47 | 635 -0,04 10
8-bromo-2'-deoksyguanozyna | 20,9 +4,9 62,8+144 | 1,46+0,50 | 60,2 0.89 2.3
arabinoguanozyna 349+22 1041+6,5 |2,64+0,18 | 62,3 -0,29 -0.2
8-bromoarabinoguanozyna | 37,0+1,9 | 1095+6,1 |3,02+0,17 | 64,6 -0,67 21
2'-deoksy-2"- 369+ 3,6 | 1098104 |285+044 | 629 | -050 04
fluoroarabinoguanozyna
8—brom0—_2 -deoksy-2'- 38,6+ 3.4 1148+87 | 2.99+065 | 63,0 -0,64 0,5
fluoroarabinoguanozyna
2'-deoksy-2'-fluoroguanozyna| 29,0+9,6 86,9+28,8 |2,01+0,67 | 60,1 0,34 24
2'-0,4'-C-metylenoguanozyna | 25,2 +2.2 738+4,8 |230+090 | 681 0,05 5,6
8-metylo-2"-0,4"-C- 358+ 1,1 | 107,136 |256+007 | 609 | 021 | -16
metylenoguanozyna
2',3'-sekoguanozyna 32,2+3,6 96,4+10,8 |232+032| 61,1 0,03 -1.4

Parametry otrzymano ze $redniej dopasowania do krzywych topnien. Bufor uzyty podczas topnien: 1 M
chlorek sodu, 20 mM kakodylan sodu, 0,5 mM Na;EDTA, pH 7.0; b — parametr wyznaczono dla stezenia
oligonukleotydu 104 M

Zaréwno obecno$¢ w tym miejscu oligonukleotydu grupy 2’-hydroksylowej, jak
1 jej brak wydaje si¢ nie wplywac znaczaco na stabilno$¢ termodynamiczng. Dla wariantu
oligorybonukleotydu zawierajacego guanozyng (AG°s7 = -2,35 kcal/mol) wartos$¢ energii
swobodnej nie ro6zni si¢ od oligomeru zawierajacej w pozycji G6 2'-deoksyguanozyng
(AG®°7 = -2,39 kcal/mol). W przypadku oligorybonukleotydow zawierajacych
8-bromowane pochodne pojawia si¢ juz bardziej znaczaca roznica w wartosci energii
swobodnej. Dla wariantu zawierajgcego w pozycji G6 8-bromoguanozyne wartos¢ energii
wynosi  -1,69 kcal/mol (tabela 4), a dla

swobodnegj wariantu zawierajacego
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8-bromo-2’-deoksyguanozyn¢ warto$¢ ta jest wyzsza o 0,23 kcal/mol. Roznica ta
w przypadku tych dwoch ostatnich pochodnych moze nie wynika¢ z obecnosci grupy

2'-hydroksylowej, ale z rotacji zasady nukleinowej wokot wigzania N-glikozydowego.

Pochodne UNA i LNA wprowadzone w pozycji G6 wydaja si¢ mie¢ podobny wktad
energetyczny w stabilnos¢ struktury modyfikowanego oligonukleotydu. W poroéwnaniu do
modyfikacji w pozycji G4 tym razem ich wplyw jest nieznaczny. Jednak poréwnanie
wktadu energetycznego wysoce labilnej strukturalnie pochodnej UNA 1 konformacyjnie
zdefiniowanej LNA wydaje si¢ by¢ bardzo interesujace, jednak trudne do wytlumaczenia

bez przeprowadzenia dalszych badan.
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4, Badania termodynamiczne oligonukleotydéw niesamokomplementarnych

W mojej pracy doktorskiej wykorzystalem modelowe oligonukleotydy
0 samokomplementarnych sekwencjach, ktore okazaly si¢ tworzy¢ strukture spinki
w warunkach prowadzonych badan termodynamicznych. Z tego powodu postanowitem
przygotowa¢ seri¢ oligonukleotydow o sekwencjach niesamokomplementarnych
z zachowaniem wczesniej wybranego motywu 5'GAGU/3'UGAG w s$rodku dupleksu.
Sekwencje zaprojektowanych oligonukleotydow byty nastepujace:
5S'GUCGAGUGGC3'/3'"CAGUGAGCCGS’, a wybrane modyfikowane nukleotydy

wprowadzatem rownocze$nie w miejsce G4 obu nici (rysunek 28).

Oligorybonukleotydy tworzace dupleks zostaly zaprojektowane przeze mnie tak,
aby w pojedynczej nici nie tworzyty struktury spinki do wtoséw. To znaczy, ze w obrebie

pojedynczej nici nie wystepowaly nukleotydy,

ktére moglyby utworzy¢ wigcej niz jedng pare \ AG )
Watsona-Cricka. W zwiazku z tym, dla takich 5 (|3L|J(|:(°5 L'J(ls(la(l: 3
oligorybonukleotydow mozliwg strukturg jest 3’ CAGU G AGCCG 5’
wylacznie dupleks. W obrebie \

zaprojektowanego dupleksu tworzy si¢ sze$¢ par Rysunek 28. Struktura spinki do wloséw nie

tworzy si¢ w przypadku dupleksu powstatego
Z nici o niesamokomplementarnych
a jedna to para AU. sekwencjach. Na niebiesko zaznaczono
modyfikowana pozycje G4.

Watsona-Cricka, z czego piec to silne pary GC,

4.1. Dupleksy RNA modyfikowane analogami wplywajacymi na liczbe tworzonych

wigzan wodorowych

W tabeli 5 zostaly zestawione parametry termodynamiczne dla dupleksow
niesamokomplementarnych zawierajacych modyfikacje wptywajace na liczbg wiagzan
wodorowych w pozycji G4. W przypadku dupleksu reszta guanozyny G4 znajduje si¢
naprzeciw reszty urydyny (rysunek 28, rozdziat 4.). Pozwala to przypuszczac, ze zmiana
grup funkcyjnych w reszcie guanozyny bedzie znaczaco wptywata na energi¢ swobodna
i stabilno$¢ termodynamiczng modyfikowanego dupleksu. Dla tej serii dupleksow roznica
w energii swobodnej miedzy warto$cig najnizsza 1 najwyzszg wynosi 6,01 kcal/mol (tabela
5). Najbardziej stabilnym dupleksem okazat si¢ wariant modyfikowany w pozycji G4
2-aminoadenozyng (AG®s7 = -11,39 kcal/mol). Najwiekszy efekt destabilizujacy dupleks

uzyskalem natomiast po wprowadzeniu inozyny (AG°37 = -5,38 kcal/mol).
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Z uzyskanych danych wynika, ze wprowadzenie wigkszego atomu siarki w miejsce
tlenu karbonylowego powoduje wzrost energii swobodnej dupleksu o 0,41 kcal/mol, czyli
energia swobodna dupleksu zawierajacego dwie takie modyfikacje wzrasta o 0,82 kcal/mol
(tabela 5), co oznacza destabilizacje jego struktury. Spos$rod wszystkich badanych
modyfikacji inozyna wywotywata najwigkszy destabilizujacy wpltyw na trwalos¢
termodynamiczng dupleksu (w przeliczeniu na jedng modyfikacje AAG 37 = 1,05 kcal/mol),
a zaraz za nig purynorybozyd (w przeliczeniu na jedng modyfikacje AAG"37 = 0,56
kcal/mol). To wskazuje na destabilizujacy charakter grupy karbonylowej w pozycji C6, ale
takze na destabilizacje powodowang brakiem grupy funkcyjnej w pozycji C2. Natomiast,
przy wprowadzeniu do dupleksu izoinozyny energia swobodna dupleksu jest mniejsza

(AAG’®37 = -0,7 kcal/mol) od energii swobodnej dla wariantu z guanozyna.

Otrzymane dane termodynamiczne pokazuja rowniez wzrost stabilnosci
termodynamicznej dupleksow modyfikowanych analogami zawierajacymi grupy
aminowe. W przypadku tych pochodnych wariant z 2-aminoadenozyna charakteryzuje si¢
najwigkszg trwatoscig termodynamiczng (AG°z7 = -11,39 kcal/mol). Zaobserwowalem
réwniez, ze energia swobodna dupleksu zawierajacego 2-aminopurynorybozyd jest
mniejsza od energii swobodnej niemodyfikowanego dupleksu o 1,23 kcal/mol, co wskazuje
na potencjalnie destabilizujacy efekt grupy karbonylowej guanozyny w tym dupleksie.
W badanym motywie 5’GAGU/3'UGAG naprzeciw modyfikowanej pochodnej guanozyny
znajduje si¢ urydyna, co umozliwia utworzenie pary AU, dlatego wprowadzenie w tej
pozycji adenozyny spowodowato stabilizacj¢ dupleksu (AAG°37 = -0,84 kcal/mol). Co
wigcej, zauwazytem, ze dodanie kolejnej grupy egzoaminowej w pozycji 2 poprzez uzycie
analogéw 2-aminoadeniny jeszcze bardziej obniza energi¢ swobodng dupleksu. Energia
swobodna dupleksu z 2-aminoadening przyjmuje mniejsza warto$¢, rowna -3,92 kcal/mol
(tabela 5) w porownaniu z wariantem niemodyfikowanym. Natomiast dla wariantu
z 2'-deoksy-2'-fluoroarabino-2-aminoadening energia swobodna zmniejsza si¢ tylko o 0,71
kcal/mol na jedng modyfikacje w stosunku do niemodyfikowanego dupleksu. Na podstawie
otrzymanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze zmiana konformacji cukru w dupleksie
znaczgco wplywa na efekt stabilizujacy, ktoéry wynika z mozliwosci utworzenia si¢ trzech
wigzan wodorowych miedzy resztg 2-aminoadeniny i uracylu. Najprawdopodobniej
utozenie zasad wymuszone zmieniong konformacja cukru uniemozliwia efektywne

oddzialywania migedzy zasadami.
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Tabela 5. Parametry termodynamiczne dla dupleksu niesamokomplementarnego z modyfikacja wpltywajaca na liczbe wigzan wodorowych w pozycji G4.

Sekwencja dupleksu

Srednia dopasowania krzywych topnienia

Wykres zaleznosci Tw™ od log Ct

5" GUCXAGUGGC 3' -AH° -AS° -AG®37 TmP -AH° -AS° -AG’37 T™M® | AAG’sr |ATMP| AAG°z©
3’ CAGUGAXCCG 5' (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) | CO) (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) | CC) | (kcal/mol)| (°C) | (kcal/mol)
guanozyna 76,582 | 222,1+264 | 7,60+023 |414| | 663+25 | 189,8+7.8 | 7,47+004 | 41,4 0 0 0
izoinozyna 78,4+5,1 | 2264+164 | 814+0,11 |435 823+4,8 | 2388+151 | 8,17+0,10 | 433 | -070 19 -0,35
inozyna 53,7+43 | 156,1+14,5 | 528+0,16 |29,9 502+13 | 1443+42 | 538+0,05 |301| 209 |-113 1,05
purynorybozyd 58,7+94 | 1689+306 | 6,31+0,15 |35,8 549+23 | 156,6+7.6 | 636+0,05 [360]| L1l 54 0,56
: 123 | 51 -0,62
2-aminopurynorybozyd 752+17,7 | 2143+57,1 | 8,74+0,10 |464| | 733+56 | 2083+18,1 | 870+0,11 | 465
2-aminoadenozyna 107,1 4252 | 305,5+78,6 | 12,32+0,89 | 54,7 | | 84,0+10,1 | 234,1+30,8 | 11,39+0,55 | 56,0 | =392 | 146 -1,96
adenozyna 80,9+43 | 238+133 | 9,34+0,19 |48, 738+1,5 | 208,60+4,7 | 9,14+0,03 |484 | -167 7 -0,84
6-tioguanozyna 563+73 | 159,9+23,9 | 6,70+0,13 |37,9 541+13 | 15298+44 | 6,65+0,03 |37,7| 082 -3.7 0,41
2-deoksy-2-fluoroarabino-2- | gy 9+37 | 231,7+11,7 | 9,01+0,12 [468| | 754+2,0 |21457+64 | 888+004 |470| -141 | 56 071
amlnoadenozyna

Bufor uzyty podczas topnief: 1 M chlorek sodu, 20 mM kakodylan sodu, 0,5 mM Na;EDTA, pH 7.0; b — parametr wyznaczono dla stezenia oligonukleotydu 10 M, ¢ — warto$¢
AAG’37 w przeliczeniu na jedng modyfikacje.
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4.2. Dupleksy RNA modyfikowane analogami wplywajacymi na konformacje

reszty cukrowej i wigzania N-glikozydowego

W tej czgsci mojej pracy doktorskiej badalem stabilno$¢ termodynamicznag
duplekséw niesamokomplementarnych modyfikowanych analogami wptywajacymi na
konformacje reszty cukrowej i wigzania N-glikozydowego w pozycji G4. W tabeli 6
zebralem parametry termodynamiczne dla wszystkich badanych wariantow dupleksu.
Bioragc pod uwage uzyskane dane moge stwierdzi¢, ze wprowadzanie modyfikacji reszty
cukrowej spowodowato destabilizacje niemal we wszystkich przypadkach. Analogi LNA
1 UNA jako jedyne w tej serii powodowaty efekt stabilizujacy. R6znica migdzy najwieksza
(2',3’-sekoguanozyna) a najmniejszg (8-bromo-2'-deoksyguanozyna) warto$cig energii
swobodnej wynosi 4,05 kcal/mol. Porownujac wptyw analogéw cukrowych najwyzszy
efekt stabilizujacy wprowadza najbardziej labilna pochodna guanozyny, czyli UNA,
a energia swobodna dupleksu zawierajacego ta pochodng przyjmuje warto$¢ rowna -8,56
kcal/mol. Jednoczes$nie pochodne LNA o najbardziej zdefiniowanej konformacji reszty
cukrowej wprowadzone do dupleksu obnizaja stabilno$¢ termodynamiczng dupleksu
w stosunku do wariantu bez modyfikacji. Pochodna zawierajgca reszte 8-metyloguaniny,
a wiec wymuszong konformacj¢ syn wigzania N-glikozydowego stabilizuje dupleks
W mniejszym stopniu niz analog zawierajacy reszt¢ guaniny. R6znica w energii swobodne;j
dla duplekséw modyfikowanych dwoma analogami 2'-O,4'-C-metylenorybozy wynosi
0,79 kcal/mol. Mozna sadzi¢, ze badany dupleks jest stabilizowany, gdy guanozyna
przyjmuje konformacj¢ C3'-endo, anti, a wigc zgodna z konformacja nukleozydow

w strukturze helisy A.

Porownujac dupleksy z wprowadzonym analogiem reszty cukrowej pozbawione
grupy 2'-hydroksylowej, a wiec: 2’-deoksyguanozyna, 2'-deoksy-2'-fluoroguanozyna
i 2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna, mozna zauwazy¢ rdéznice w ich stabilno$ci
termodynamicznej. Przy czym roznica w energii swobodnej dupleksow z modyfikacjami
fluorowanymi z atomem fluoru w pozycji o i  wynosi 1,94 kcal/mol. Wartos¢ energii
swobodnej dla dupleksu z 2'-deoksyguanozyng wynosi -5,04 kcal/mol (tabela 6). Wartos¢
energii swobodnej dupleksu zawierajacego 2'-deoksyguanozyng jest posrednig pomiedzy
ta wartoscig dla dupleksu z 2'-deoksy-2'-fluoroguanozyng
i 2'-doeksy-2'-fluoroarabinoguanozyna. Moze to wskazywaé, ze konformacja cukru
wymuszona przez fluor w pozycji o wnosi do dupleksu wigkszy efekt stabilizujacy.

Konformacja wymuszona przez fluor w pozycji p powoduje wzrost energii swobodnej
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dupleksu, natomiast brak atomu fluoru w 2'-deoksyguanozynie umozliwia reszcie cukrowej
przyjecie konformacji posredniej pomiedzy tymi dwiema, w ktorych fluor skierowany jest
,had” lub ,,pod” powierzchni¢ pierScienia. Niewielka réznica warto$ci energii swobodne;j
duplekséw z 2'-deoksy-2'-fluoroguanozyng i niemodyfikowanego (AAG°37 = 0,83
kcal/mol) wskazuje na wigksza stabilnos¢ uktadu o konformacji C3-endo nukleozydu,
a wigc zblizonej do tej w strukturze helisy typu A. Roznice w wartos$ciach energii
swobodnej w tych dupleksach mogg wynika¢ takze z braku grupy 2'-hydroksylowej

1 obecnosci w tym miejscu atomu fluoru, co moze rowniez prowadzi¢ do destabilizacji.

Ponadto, zaobserwowatem, ze odwrdcona konfiguracja grupy 2’-hydroksylowej
guanozyny w dupleksie rowniez znaczaco wptywa na jego stabilno$¢ termodynamiczna.
Jednak dopiero wymuszenie konformacji syn w modyfikowanym nukleotydzie wprowadza
w dupleksie zmiany, ktore prowadza do dalszej destabilizacji dupleksu, energia swobodna
dupleksu przyjmuje najwyzsza wartos¢ -4,51 kcal/mol dla wariantu modyfikowanego
8-bromo-2'-deoksyguanozyng. We wszystkich badanych przypadkach z modyfikacja
0 wymuszonej konformacji syn energia swobodna dupleksu jest mniejsza. Roznice energii
swobodnej duplekséw miedzy parami analogdw o konformacji syn i anti zmieniajg si¢ od
warto$ci 2,23 kecal/mol dla dupleksu zawierajacego rybozydy do wartosci 0,17 kcal/mol dla
dupleksu zawierajacego 2'-deoksy-2'-fluoroarabinozydy. Roéznice te w przypadku
zestawienia pozostalych par sa nastepujace: dla dupleksu z 8-bromoarabinoguanozyng
1 wariantu z arabinoguanozyng 0,95 kcal/mol, dla dupleksow
z 8-metylo-2'-0,4'-C-metylenoguanozyna i z 2'-0,4'-C-metylenoguanozyna 0,79 kcal/mol,
a dla 2'-deoksyrybozydow 0,53 kcal/mol. Roznica ta wigc maleje w szeregu:
rybozydy > arabinozydy > 2'-O,4'-C-metylenorybozydy > 2’-deoksyrybozydy >
2'-deoksy-2’-fluoroarabinozydy. Zmiany te moga wynika¢ nie tylko z rdznicy
pofatldowania reszty cukrowej, ale takze ze swobody przyjmowania przez zasad¢ azotowa
konformacji syn w przypadku pochodnych zawierajacych 8-bromoguaning i anti

w przypadku tych zawierajacych niemodyfikowang zasade.
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Tabela 6. Parametry termodynamiczne dla dupleksu niesamokomplementarnego z modyfikacja wplywajaca na konformacje reszty cukrowej i wigzania N-glikozydowego

w pozycji G4.

Sekwencja dupleksu

Srednia dopasowania krzywych topnienia

Wykres zaleznosci T od log Ct

> CAGUGAXCCG o AR AS° AGH | Twb AR AS* AGm | TW | AAG'm | ATWP | AAGw®
(kcal/mol) (eu) (kcal/mol) | (CC) (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) | CC) | (kcal/mol) | (°C) | (kcal/mol)
guanozyna 76,5+82 |222,1+£26,4| 7,60+0,23 | 41,4 66,3 +2,5 189,8 7,8 7,47+0,04 | 414 0 0 0
8-bromoguanozyna 48,3+4,7 | 138,4+159| 540+023 | 29,9 523+34 | 151,5+11,3 | 524+0,14 | 29,5 2,23 11,9 1,12
2’_deoksyguanozyna 54,7 + 3,3 159,8 + 10,8 5,12 + 0,07 29,2 56,7 + 1,9 166,6 + 6,3 5,04 + 0,08 29,0 2743 1274 1722
8-bromo-2'-deoksyguanozyna 373+124 | 104,7+43,1 | 4,83+1,04 | 235 38,4+5,7 109,1 £19,7 | 4,51+£0,50 | 21,5 2,96 19,9 1,48
arabinoguanozyna 36,7+73 | 99,0+244 | 595+0,30 | 32,2 40,8 +3,8 | 113,1+12,5 | 5,75+0,15 | 31,2 1,72 10,2 0,86
8-bromoarabinoguanozyna 50,1+5,1 | 1474+169 | 440+020 | 24,4 42,7+ 1,8 112,2+6,0 480+0,12 | 24,9 2,67 16,5 1,34
2'-deoksy-2'- 38,6+9,8 |1082+33,1| 4,99+05 | 251 428+6,4 | 122,7+21,6 | 4,70+0,38 | 24,3 2,77 17,1 1,39
fluoroarabinoguanozyna ) ) )
8-bromo-2-deoksy-2* 458+72 |1172+358| 472+091 | 215 | | 436+2,1 | 1212+47 | 453+005 [211| 204 | 203 | 147
fluoroarabinoguanozyna ) ) )
2'-deoksy-2'-fluoroguanozyna | 67.2+6,7 | 1950+22,1| 6,66+0,16 | 37,6 54,7+29 154,8+9,3 6,64+0,04 | 37,6 0,83 3,8 0,42
2'_0’4'_C_mety|enoguanozyna 53,9 + 6,4 147,0 + 20,2 8,33 + 0,20 47,7 55,6 + 1,6 152,2 + 5,1 8,40 + 0903 47,8 _0’93 '6,4 _0’47
8-metylo-2'-0-4'-C- 71,7+5,6 |2065+17,4| 7,66+0,19 | 42,0 66,0+1,5 | 188,4+49 | 7,61+0,01 | 421 014 07 -0.07
metylenoguanozyna ) ) )
2"3’_Sekoguanozyna 35,1 + 6,6 86,6 + 20,6 8,1 9 + 0,54 52,4 49,0 + 12,8 ]30,4 + 39,7 8,56 + 1,03 50,4 -1,09 -9 -0,55

Bufor uzyty podczas topnien: 1 M chlorek sodu, 20 mM kakodylan sodu, 0,5 mM Na,EDTA, pH 7.0; b — parametr wyznaczono dla stezenia oligonukleotydu 10 M, ¢ — warto$¢
AAG’37 w przeliczeniu na jedng modyfikacje.
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5. Badania termodynamiczne oligorybonukleotydow tworzacych struktury typu

spinka do wlosow z wbudowanym motywem 5'GAGU/3'UGAG.

W trakcie realizacji mojej pracy doktorskiej zaprojektowatem réwniez
oligonukleotyd o strukturze spinki do wtosow, ktdrej trzon stanowi samokomplementarna
sekwencja 5’GACGAGUGUC, natomiast potagczenie miedzy koncem 3’ jednej nici
a 5’ drugiej stanowi czteronukleotydowy fragment o sekwencji S'UUCG. W ten sposob
powstala czgsteczka o dlugosci 24 nukleotydow, ktorej trzon zawieral badany motyw

5'GAGU/3'UGAG.

W pierwszym etapie modelowy oligonukleotyd modyfikowalem w pozycji G4 lub
G6 motywu 5’GAGU/3'UGAG (rysunek 29). W te miejsca wprowadzitem nastgpujace
modyfikacje: 8-bromoguanozyng, arabinoguanozyne oraz 8-bromoarabinoguanozyng.
W ten sposob otrzymalem siedem oligomerow z dwiema modyfikowanymi resztami
nukleotydow, dla ktorych w nastgpnym etapie wyznaczytem parametry termodynamiczne

zebrane w tabeli 7.

Wartosci energii swobodnej dla badanych spinek sg wyzsze w porownaniu do
warto$ci energii swobodnych dla dupleksow niesamokomplementarnych. Wynika to
z braku termodynamicznego udziatu procesu inicjacji podczas tworzenia spinki, ktora dla
dupleksow wnosi 4,09 kcal/mol. Porownujac wplyw jaki miaty te same modyfikacje na
zmiang energii swobodnej w przypadku dupleksu niesamokomplementarnego (rozdziat 4)
z danymi uzyskanymi dla spinki zaobserwowalem pewne podobienstwa. Na podstawie
otrzymanych wynikOw mozna zauwazy¢, ze wszystkie

modyfikacje w pozycji G4 maja niekorzystny wplyw na

stabilnos¢ termodynamiczng spinki 1 prowadza do jej S :g
destabilizacji. Zmiany wartosci energii swobodnej (AAGs7) dla 8 - g —
tych wariantow spinek wynoszg od 0,4 do 0,82 kcal/mol (tabela 3 A
7). Sposrod  tych  modyfikacji  pochodna A Ge
/G U
8-bromoarabinoguanozyna w najwiekszym stopniu C=G
destabilizuje badang spinke (w przeliczeniu na jedng é:g
modyfiakcje AAG°37 = 0,41 kcal/mol). Ogoélnie spinki 5 3

modyfikowane analogami o0 wymuszonej konformacji syn sa Rysunek 29. Schemat
przedstawiajacy modelowa

mniej stabilne termodynamiczne w stosunku do tych gpinke. Niebieskimi

dvfik h | i 0 konf .. . strzalkami Zaznaczono

modyfikowanych analogami o konformacji anti. pozycje G4, a czerwonymi
pozycje G6.
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Tabela 7. Parametry termodynamiczne dla oligomeru typu spinka do wtosow z dwiema modyfikacjami wprowadzonymi
w trzonie spinki w pozycjach G6 lub G4.

Sekwencja (5' - 3")
5' GACGAGUGUC GACGAGUGUC 3'
-AH® -AS° -AG’37 TwmP AAG’s; | ATM? | AAGSs7 ¢
] L Pozycja | (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) | (°C) |(kcal/mol)| (°C) | (kcal/mol)
Rodzaj modyfikacji o
modyfikacji
guanozyna 255+34 | 752+10,6 | 2,15+0,21 | 65,6 0 0 0
8-bromoguanozyna G4 20,8+4,1 | 62,6125 | 1,42+041 | 59,7 0,73 59 0,37
8-bromoguanozyna G6 39,2+0,7 | 114,6+2,1 | 3,70+ 0,08 | 69,3 -1,55 -3,7 -0,78
arabinoguanozyna G4 19.0+1,4 | 55,6+44 | 1,75+0,19 | 68,5 0,40 2,9 0,2
arabinoguanozyna G6 21614 | 628+43 |2,09+0,06 | 70,3 0,06 -4.7 0,03
8-bromoarabinoguanozyna | G4 18345 | 548+14,6 | 1,33+0,13 | 61,2 0,82 44 0,41
8-bromoarabinoguanozyna G6 20,9+0,9 | 62,029 | 1,65+0,11 | 63,6 0,50 2 0,25

Parametry otrzymano ze $redniej dopasowania do krzywych topnien. Bufor uzyty podczas topniefi: 1 M chlorek sodu, 20
mM kakodylan sodu, 0,5 mM Na;EDTA, pH 7.0; b — parametr wyznaczono dla stezenia oligonukleotydu 10 M; ¢ — wartoéé
AAG’37 w przeliczeniu na jedna modyfikacje.

Dla spinek zawierajagcych modyfikacje w pozycji G6 najbardziej stabilny jest
wariant z 8-bromoguanozyng (AAG°37 = -1,55 kcal/mol). Moze to wskazywaé na
utworzenie bardziej stabilnej struktury, by¢ moze tej, opisanej przez Scotta Kennedy'ego
et al**. Co ciekawe, energia swobodna spinki z arabinoguanozyng niewiele rozni si¢ od
energii swobodnej niemodyfikowanej czasteczki (AAG°3; = 0,06 kcal/mol), czyli ta
pochodna ma nieznaczny destabilizujacy wptyw na stabilno$¢ termodynamiczng spinki.
Analog 0 wymuszonej konformacji syn wprowadza niewielki efekt destabilizujacy. Mozna
przypuszczaé, ze by¢ moze bardziej stabilna struktura wymaga innej konformacji reszty
cukrowej od tej, jakg wymusza arabinoza (C2'-endo) lub grupa 2'-hydroksylowa w pozycji
B, ktéra uniemozliwia oddzialtywania w obregbie czasteczki istotne dla stabilno$ci jej

struktury.
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6. Badania rejonu iminoprotonowego oligorybonukleotydéw typu spinka do
wloséw z motywem 5'GAGU/3'UGAG metoda spektroskopii NMR

Wigzania wodorowe odpowiadajg za tworzenie si¢ ztozonych struktur RNA.
Wystepuja rozne rodzaje wigzan wodorowych, réznigce si¢ sitg wigzania oraz charakterem
kwasowo-zasadowym donora i akceptora. Poniewaz do oligorybonukleotydoéw o strukturze
spinki zawierajacych motyw 5'GAGU/3'UGAG wprowadzalem modyfikacje w pozycji G4
lub G6, postanowitem w ramach mojej pracy doktorskiej poréwnac charakter wigzan
wodorowych takich struktur przy uzyciu spektroskopii NMR. Techniki spektroskopii NMR
pozwalaja na bardzo wnikliwe i interesujace analizy struktury kwasow nukleinowych!?,
Jednak, duza ilo$¢ materiatu oraz dhlugotrwalo$¢ tego typu badan jest niewatpliwie

najwigksza niedogodnoscia tej metody.

Widma H NMR dla oligorybonukleotydéw zostaly wykonane przez dr Dorote
Gudanis z Zaktadu Biomolekularnego NMR w naszym Instytucie. Regiony iminowe
wykonanych widm dla badanych czasteczek modyfikowanych w pozycjach G4 lub G6
prezentuj¢ na rysunkach odpowiednio 30 oraz 31. Oligorybonukleotydy wykorzystane do
badan strukturalnych NMR, podobnie jak w przypadku badan termodynamicznych,
modyfikowalem wykorzystujac nastgpujace analogi guanozyny: arabinoguanozyng,
8-bromoguanozyne, 8-bromoarabinoguanozyne. Widma *H NMR zostaly zarejestrowane
w buforze o sktadzie: 80 mM chlorek sodu, 20 mM fosforan sodu, 0,05 mM EDTA i pH
6.01, zawierajacym 10% D>O.

Na rysunku 30 przedstawilem widma H NMR niemodyfikowanej spinki oraz jej
wariantoéw modyfikowanych w pozycji G4. Na podstawie otrzymanych wynikow mozna
zauwazyC, ze w rejonie iminoprotonowym dla niemodyfikowanej spinki wystepuje duza
liczba sygnalow oraz widoczne roznice w ich intensywnosciach. Mozna zaobserwowacé
dwie pary sygnatow migdzy 14 1 15 ppm oraz drugg par¢ migdzy 12.5 1 13 ppm (rysunek
30A). Analizujac powyzsze wyniki mozna stwierdzi¢, ze w warunkach eksperymentu NMR
istnieje réwnowaga miedzy roéznymi konformacjami spinki. Sygnaly o wyzszej
intensywnos$ci pochodza od struktury, ktoéra jest dominujaca i przewaza w badanym
uktadzie. Sygnaly mniej intensywne (zaznaczone gwiazdka, rysunek 30A) pochodza od
innych form konformacyjnych i nie pojawiaja si¢ na widmach dla wszystkich wariantow
modyfikowanych spinek. Po wprowadzeniu do oligorybonukleotydu 8-bromoguanozyny

w pozycje G4 widmo ulega znacznemu uproszczeniu, to znaczy sygnaty iminowe, ktore
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pochodzg od innych struktur zanikaja. Ponadto, zarejestrowany sygnat powyzej 10 ppm

ma znacznie mniejszg intensywno$¢ (zaznaczony gwiazdka, rysunek 30B). Obnizenie

intensywnosci tego sygnatu moze $wiadczy¢ o ostabieniu wigzania wodorowego powstatej

struktury. Wprowadzenie arabinoguanozyny do oligorybonukleotydu rowniez powoduje

pewne zmiany w strukturze spinki, na co wskazuje uzyskane widmo *H NMR (rysunek

30C). Znacznemu ostabieniu ulegajg sygnaty przy 13 i 15 ppm (zaznaczone gwiazdka,

rysunek 30C), a sygnat powyzej 10 ppm catkowicie zanika. Obserwacje te pozwalaja

zasugerowaé, ze struktura spinki zawierajaca arabinoguanozyng jest strukturalnie

jednorodna w warunkach eksperymentow NMR. Widmo iminoprotonowe dla spinki

zawierajace] 8-bromoarabinoguanozyng¢ w pozycji G4 przypomina to zarejestrowane dla

| JMJUJJ
| Jo L Mt
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HO O\T N)\NHQ
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Rysunek 30. Widma *H NMR rejonu iminoprotonowego spinki z petla UUGC. W pozycji G4
wprowadzono analogi guanozyny: (A) guanozyng, (B) 8-bromoguanozyng, (C) arabinoguanozyn¢
oraz (D) 8-bromoarabinoguanozyne. Obok widm umieszczono wzory strukturalne pochodnych
uzytych do ich modyfikacji. Widma rejestrowano w 5°C w buforze 80 mM chlorek sodu, 20 mM

fosforan sodu, 0,05 mM EDTA i pH 6.01.
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spinki modyfikowanej 8-bromoguanozyng. Jednak mozna zauwazy¢, ze dla pochodne;j
8-bromoarabinoguanozyny dodatkowo pojawia si¢ sygnat iminowy przy 11 ppm oraz drugi

bardzo staby sygnal przy 11.5 ppm (zaznaczone gwiazdka, rysunek 30D).

Widma iminoprotonowe oligorybonukleotydow zawierajacych modyfikacje
w pozycji G6 zaprezentowalem na rysunku 31. Podobnie, jak w przypadku modyfikacji G4

spinka z guanozyng byta strukturg referencyjna.

A NH,

VJL ﬁﬁw HO—EHiZ?: N7 NH,
UL R
i =

”,JJJJ J M__

15 14 13 12 11 10 ppm

Rysunek 31. Widma *H NMR rejonu iminoprotonowego spinki z petla UUGC. W pozycji G6
wprowadzono nastgpujace analogi guanozyny: (A) guanozyng, (B) 8-bromoguanozyne,
(C) arabinoguanozyne¢ oraz (D) 8-bromoarabinoguanozyng. Obok widm umieszczono wzory
strukturalne pochodnych uzytych do ich modyfikacji. Widma rejestrowano w 5°C w buforze 80
mM chlorek sodu, 20 mM fosforan sodu, 0,05 mM EDTA i pH 6.01.

Z otrzymanych widm 'H NMR wynika, ze intensywnos$¢ sygnatow dla spinki
z podobnymi nukleotydami w pozycji G6 nie zmniejsza si¢ tak, jak w przypadku spinek
modyfikowanych w pozycji G4. Analizujgc widma iminoprotonowe dla spinki

referencyjnej (rysunek 31A) oraz z 8-bromoguanozyna (rysunek 31B) lub
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arabinoguanozyna (rysunek 31C) mozna zaobserwowaé, ze we wszystkich trzech
przypadkach pojawiajg si¢ sygnaty iminowe w tych samych regionach. Odmienny uktad
sygnatow iminowych zostal zarejestrowany dla spinki z 8-bromoarabinoguanozyna
(rysunek 31D). Na widmie iminoprotonowym spinki zawierajacej 8-bromoguanozyng
widoczne jest przesuni¢cie dwoch sygnatdow o nizszej intensywnosci w zakresie 15-14 ppm
(zaznaczone gwiazdka, rysunek 31B) wzgledem widma referencyjnej spinki (rysunek
31A). Dla oligorybonukleotydu zawierajgcego arabinoguanozyn¢ mozna zaobserwowac
w regionie iminowym tylko dwa sygnaty migdzy 14 i 15 ppm. Dodatkowo, na widmie
widoczne sg takze szerokie sygnaly o bardzo malej intensywnosci w zakresie 11, 13
i 14 ppm (zaznaczone gwiazdka, rysunek 31C). Moze to $wiadczy¢ o stabych
oddziatywaniach migdzy zasadami lub o szybkiej wymianie protondéw, czyli dynamicznej
strukturze  spinki. W  przypadku  oligorybonukleotydu modyfikowanego
8-bromoarabinoguanozyng na widmie 'H NMR zaobserwowalem sygnaly iminowe
o matych intensywnosciach w zakresie 11-15 ppm, co moze wskazywa¢ na bardzo

dynamiczng strukture tej spinki (rysunek 31D).

Wyniki otrzymane podczas analizy strukturalnej NMR (rysunki 30 i 31) pozostaja
w zgodnosci z uzyskanymi danymi termodynamicznymi (tabela 7, rozdziat 5). Spinki
modyfikowane w pozycji G4 byly mniej stabilne termodynamicznie, a na widmach
iminoprotonowych obserwowalem mniej sygnatow iminowych (rysunek 30). Ogolnie
mniejsza liczba pikow, ktére obserwuje sic na widmach 'H NMR dla spinek
z modyfikacjami w pozycji G4 wskazuje na bardziej labilne struktury, co odzwierciedla
réwniez ich nizsza stabilno$¢ termodynamiczna. Spinki modyfikowane w pozycji G6,
z wyjatkiem modyfikowanej 8-bromoarabinoguanozyng, wykazywaly znacznie wyzsza
stabilnoéé termodynamiczng. Widoczne jest to rowniez na widmach *H NMR, gdzie tylko
spinka modyfikowana 8-bromoguanozyng w pozycji G6 ma znacznie wigcej sygnatlow
o niskiej intensywnos$ci, co wskazuje na matg stabilnos¢ jej struktury (rysunek 31D).
Pozostate spinki modyfikowane w pozycji G6 posiadaja po osiem dobrze zdefiniowanych
sygnatéw w widmach *H NMR i réwniez trwato$é termodynamiczna tych wariantow jest

wigksza lub podobna do spinki bez modyfikacji (tabela 7, rozdziat 5).

W  przypadku oligorybonukleotydu modyfikowanego w pozycji G4
arabinoguanozynga zaobserwowano, ze niektore sygnaly zmienialy si¢ wraz ze zmiang
temperatury w rejestrowanych widmach (zaznaczone gwiazdka, rysunek 32). W celu

uwidocznienia tych zmian wykonano dla tej spinki widma *H NMR w temperaturach 5°C,
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Rysunek 32. Widma *H NMR rejonu iminoprotonowego dla spinki modyfikowanej
arabinoguanozyna w pozycji G4 w réznych temperaturach. Widma rejestrowano w
buforze 80 mM chlorek sodu, 20 mM fosforan sodu, 0,05 mM EDTA i pH 6.01.

10°C, 15°C, 20°C, 25°C i 30°C (rysunek 32). Na widmach widoczne jest wyrazne
wzmacnianie 1 wyostrzanie si¢ sygnatu przy 13 ppm wraz ze wzrostem temperatury.
Jednoczesnie sygnat ponizej 12 ppm, ktory jest bardzo dobrze zdefiniowany w 5°C,
calkowicie zanika w temperaturze 30°C. Ponadto, stabo zdefiniowany, szeroki i niski

sygnal ponizej 15 ppm réwniez zanika. Trzy pozostate sygnaly przy: 14.5, powyzej 12.5
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1 ponizej 10 ppm, ktore nie zmieniaja si¢ w badanym zakresie temperatur
najprawdopodobniej pochodza od silnych par otaczajacych badany motyw
5'GAGU/3'UGAG w badanej spince. W tym wypadku mozna wigc powiedzieé, ze
struktura tego motywu nie jest uporzadkowana.

Mimo niewielkich zmian w chemicznej strukturze calego oligorybonukleotydu,
jego struktura przestrzenna ulega zmianie, co widaé jednoznacznie na widmach *H NMR
rejonu iminoprotonowego. Na podstawie analizy strukturalnej NMR mozna ogdlnie
stwierdzi¢, ze nukleozydy o zdeterminowanej konformacji sg przydatnym narzedziem do
wprowadzania zmian w strukturze RNA. Jednak do wykonania pelnej charakterystyki
badanych spinek wymagane byloby wykonanie dalszych analiz NMR. Przyktadowo,
mozna by wykorzysta¢ korelacyjne widma dwuwymiarowe wykorzystujace sprzezenia
mi¢dzy heteroatomami oraz widma wykorzystujace efekt Overhausera. Badania te
moglyby poméc w lepszym zrozumieniu badanej struktury przez przypisanie
zaobserwowanym sygnalom konkretnych reszt nukleotydowych, oraz umozliwityby

okreslenie struktury badanego motywu 5S'GAGU/3'UGAG
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7. Projektowanie rybozyméw hammerhead i wybér analogéw nukleozydow

wykorzystanych do modyfikacji centrum katalitycznego

Badane przeze mnie modelowe rybozymy hammerhead zostaly zaprojektowane
przez dr Julite Piaseckg z Zakladu Genomiki Strukturalnej RNA Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu, jako narzedzie do specyficznego rozcigcia 5 segmentu
(+)RNA wirusa grypy. Ramiona rybozymu zostaly zaprojektowane tak, aby
hybrydyzowaty do wybranych fragmentow (+)RNA wirusa grypy. Docelowe fragmenty
wirusowego (+)RNA to rejony 183-202, 614-633 i 627-646, odpowiednio dla rybozymow
oznaczonych: HHO, HHAO i HHCO (rysunek 33). Trzy wybrane sekwencje docelowe
posiadaja rozne tryplety nukleotydowe, po ktérych nastgpuje katalityczne rozcigcie nici
RNA. Wybor réznych trypletow nukleotydowych, po ktorych nastepuje ciecie katalityczne
ma znaczenie, co pokazuja doniesienia literaturowe'?>1?, Tryplety nukleotydowe to
sekwencja trzech nukleotydow, po ktorych nastepuje cigcie katalizowane przez rybozym.
Pierwszy rybozym HHO i jego modyfikowane warianty byly nakierowane na substrat SO,
ktory posiada tryplet CUC. Drugi rybozym HHAO i jego warianty byly nakierowane na
substrat SA o tryplecie GUU. Natomiast trzeci rybozym HHCO i jego modyfikowane
warianty na substrat SC, w ktorym tryplet nukleotydowy ma sekwencje AUC.
W przypadku wszystkich trzech rybozymow helisa Il zostala utworzona z czterech par
Watsona-Cricka 1 jest zamknigta petla L2 o sekwencji 5’GUGA3’. Uzyte przeze mnie
modelowe substraty oligorybonukleotydowe (SO, SA, SC) odpowiadajg sekwencji rejonow
RNA wirusa grypy, na ktore zostaly nakierowane te trzy rybozymy. W celu wizualizacji
przebiegu ich rozcinania przez rybozymy konce 5’ wszystkich trzech substratow RNA byty

wyznakowane fluoresceing.

HHO HHAO HHCO
UG UG uG
G A G A G A
C=-G - C=G
-G s coé
u=A U=A U=A
G=C G=C G=C
AUGA G UBA G USA G
Gue A Ao A foue A
5-UAAUCACU AGUUUGAG-3 5-UUCUGAUU ACUCCAUU-3’ 5-CCACGUUU AUCAUUCU-3’
frnnnnnl 1ppntinnl TR nenr rnnnnl tnrennnn rennnnnl
3'-UAUUAGUGACUCAAA CUCA-S'  3.UAAGACUAAYUGAGGUAACS'  3'-AGGUGCAAACUAGUAAGAC -5
\

Rysunek 33. Sekwencje i struktura drugorzedowa rybozyméw HHO, HHAO i HHCO z zaznaczonymi
miejscami modyfikacji, na zielono zaznaczono reszte guanozyny G12, na niebiesko reszte guanozyny G8,
a na czerwono nukleozydy w petli L2. Czarna strzatka wskazuje miejsce cigcia w nici substratu.
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Wedlug obecnej wiedzy na temat mechanizmu dziatania rybozymu hammerhead
wiadomo, ze w bezposredniej katalizie transestryfikacji biorg udziat reszty guanozyny G8
1 G12. W mojej pracy doktorskiej postanowitem wprowadzi¢ szereg modyfikacji w te dwa
miejsca, poniewaz chcialem zbada¢ jak konformacyjnie zdeterminowane analogi
nukleozydow wptyng na szybko$¢ dziatania rybozymu. Wsrod analogéw, jakie wybratem
do modyfikowania rybozymu znalazly sie: 8-bromoguanozyna, arabinoguanozyna,
8-bromoarabinoguanozyna, 2'-deoksyguanozyna, 2'-deoksy-2’-fluoroarabinoguanozyna,
8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna, 8-bromo-2'-deoksyguanozyna,
2-aminoadenozyna, 2',3'-sekourydyna i 2’,3’-sekoizoguanozyna. Pochodne guanozyny
byly wybrane tak, aby determinowaty konformacj¢ wigzania N-glikozydowego lub reszty
cukrowej. Pochodna 2-aminoadenozyny zostata zastosowana, aby zmieni¢ charakter
krawedzi Watsona-Cricka zasady purynowej, natomiast nukleozydy serii UNA byly
wykorzystane do modyfikowania petli L2 rybozymu. Wprowadzenie labilnych
konformacyjnie analogéw miato na celu umozliwienie przyje¢cia optymalnej struktury oraz
ulatwienie potencjalnych oddziatywan petli w strukturze aktywnego katalitycznie
rybozymu, w ktorej trzony helis I i II uktadajg si¢ rownolegle (rysunek 16. rozdziat 4.2,

cze$¢ literaturowa).
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Rysunek 34. Reszty nukleotydow uczestniczace bezposrednio w katalizie reakcji transestryfikacji
w rybozymie hammerhead. A - struktura krystalograficzna utozenia reszt nukleotydow dookota grupy
fosforanowej biorgcej udzial w reakcji, B - proponowany stan przej$ciowy z zaznaczeniem istotnej roli
guanozyny G12 i guanozyny G8. Rysunek zaadaptowano z Przybilski, R. et al.1°.
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7.1. Badanie Kkinetyki reakcji rybozyméw hammerhead modyfikowanych

w centrum katalitycznym w pozycji G8

Guanozyna w pozycji G8 rybozymu hammerhead wedlug proponowanego
mechanizmu oddziatuje z nicig substratu za posrednictwem grupy 2'-hydroksylowej. Ta
grupa funkcyjna pelni role kwasu i protonuje tlen 5 w nici substratu (rysunek 34).
Modyfikowanie  pozycji G8 centrum  katalitycznego rybozymu  pochodng
2'-deoksy- catkowicie hamuje jego aktywnosé katalityczna''?. Podejrzewatem rowniez, ze
pochodna arabinoguanozyny w pozycji G8, ze wzgledu na odwrotng do naturalnej

konfiguracje grupy hydroksylowej, moze uniemozliwi¢ zajscie reakc;ji.
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& = 3-bromoarabinoguanozyna
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20+ = 3-bromo-2"-decksyguanozyna
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« 2-aminoadenozyna
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Rysunek 35. Krzywe kinetyczne dla rybozymow HHO modyfikowanych w pozycji G8.

W pierwszym etapie tej czgsci pracy doktorskiej przeprowadzilem reakcje
z modyfikowanymi rybozymami HHO 1 substratem S0. Stosowalem pigciokrotny molowy
nadmiar substratu oraz 5 mM stezenie jonéw magnezu. Po przeprowadzeniu reakcji
i zatrzymaniu jej w 10 punktach czasowych (0, 0.5, 1, 2.5, 5, 15, 30, 45, 60, 90 min)
zwizualizowatem przebieg reakcji na zelu poliakrylamidowym. Nastepnie wyznaczylem
krzywe kinetyczne (rysunek 35), na podstawie ktorych wyznaczytem warto$ci parametru
Kobs, ktory opisuje szybkos¢ dziatania rybozymu (tabela 8). Parametr Kobs opisuje szybkos¢
zachodzacej reakcji od substratu do produktu. Uwzglednia on state szybko$ci wszystkich

procesow sktadajacych si¢ na szybkos$¢ dziatania rybozymu, czyli szybko$¢ hybrydyzacji
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substratu 1 rybozymu, szybko$¢ rozcinania substratu, szybko$¢ dysocjacji rybozymu

1 produktow.

Na podstawie uzyskanych danych zauwazytem, ze wszystkie modyfikacje obnizyty
aktywnos$¢ rybozymu, jednak wyrazne zatrzymanie reaktywnosci rybozymu widoczne jest
dopiero dla pochodnych 2'-deoksy. Jest to uzasadnione, poniewaz brak grupy
hydroksylowej istotnej dla procesu katalitycznego uniemozliwia zaj$cie reakcji i protonacje
atomu tlenu 5’ rozcinanego wigzania fosfodiestrowego w nici substratu. Wartos$ci
parametru kinetycznego kobs  (tabela 8) dla pochodnych: 2'-deoksyguanozyny,
2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyny oraz ich analogéw 8-bromo- wskazuja, ze
aktywno$¢ katalityczna tak modyfikowanego rybozymu zostata praktycznie catkowicie
zatrzymana. Rybozym modyfikowany arabinoguanozyna wykazywal aktywnos$¢
(Kobs = 0,013 min™) o rzad wielkoéci nizsza od niemodyfikowanego wariantu (kobs = 0,112
min'). W tym przypadku spadek aktywnoéci katalitycznej byt spowodowany odwrécong
konfiguracja grupy 2’-hydroksylowej guanozyny. To oznacza, ze odchylenie tej grupy
hydroksylowej wywotane odwrotng konfiguracja utrudnia przyjgcie przez centrum
katalityczne aktywnej struktury, ale nie uniemozliwia tego. Pochodne 8-bromoguanozyny
I 2-aminoadenozyny wprowadzone do czgsteczki rybozymu wywotuja podobny efekt,
a mianowicie obnizajg jego aktywnos¢. Poza tym, ze nukleozyd w pozycji G8 oddziatuje
Z nicig substratu za posrednictwem grupy hydroksylowej, to rowniez zasada
heterocykliczna nukleozydu w tej pozycji jest zaangazowana w oddziatywania wodorowe
w strukturze tego rybozymu. W przypadku 8-bromoguanozyny odwrocona konformacja

wigzania N-glikozydowego moze utrudnia¢ lub nawet uniemozliwia¢ Kkorzystne

Tabela 8. Szybkos¢ reakcji rybozyméw HHO modyfikowanych w pozycji G8.

Modyfikacja Kobs (Min1)
guanozyna 0,112
8-bromoguanozyna 0,022
arabinoguanozyna 0,013
8-bromoarabinoguanozyna 0,004
2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna 0,002
8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna | nie oznaczono
2'-deoksyguanozyna 0,003
8-bromo-2'-deoksyguanozyna nie 0znaczono
2-aminoadenozyna 0,029
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oddziatywania, ktore sg odpowiedzialne za stabilizacje¢ struktury centrum katalitycznego
w trakcie reakcji transestryfikacji. W przypadku pochodnej 2-aminoadenozyny sytuacja
jest podobna, ta modyfikacja rdwniez niekorzystnie wptywa na aktywnos$¢ katalityczng
rybozymu. Sugeruje si¢, ze w formie aktywnej rybozymu, ktory zawiera niemodyfikowany
nukleozyd, guanozyna G8 oddzialuje z reszta urydyny przez wigzania wodorowe.
Wiadomo, ze w parze G-U wystepujg stabe oddziatywania, dlatego zamiana reszty guaniny
na 2-aminoadening mogla doprowadzi¢ do wzmocnienia oddziatywan z reszta urydyny.
W konsekwencji to podstawienie ograniczylo labilno$¢ struktury centrum katalitycznego

rybozymu i rowniez obnizyto szybko$¢ reakcji.

7.2. Badanie kinetyki reakcji rybozyméw hammerhead modyfikowanych

w centrum katalitycznym w pozycji G12

Guanozyna w pozycji G12 jest zaangazowana za posrednictwem zasady purynowe;j
w proces katalityczny (rysunek 34, rozdziat 7). Reszta guaniny umozliwia deprotonacje
grupy 2'-hydroksylowej w nici substratu w miejscu ci¢cia. Reszta purynowa petni wigc role
zasady w procesie katalitycznym. Dlatego, modyfikowanie tej reszty nukleotydowej
pochodnymi pozbawionymi grupy 2'-hydroksylowych nie powinno mie¢ znacznego
wplywu na przebieg reakcji katalitycznej rybozymu. Jednak nalezy zaznaczy¢, ze
konformacja reszty cukrowej tego nukleozydu moze mie¢ posredni wptyw na dostepnosc¢
zasady heterocyklicznej w procesie katalizy.
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Rysunek 36. Krzywe kinetyczne dla rybozymow HHO modyfikowanych w pozycji G12.
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W tej czegsci moich badan wykorzystatem trzy rybozymy, tj. HHO, HHAO 1 HHCO,
ktore zmodyfikowatlem w pozycji G12. Rybozymy te rdznig si¢ wylgcznie ramionami
wiazacymi substrat, a doktadniej sekwencjg samego substratu i trypletu nukleotydowego,
po ktorym dochodzi do katalitycznego cigcia. Do modyfikacji rybozymu HHO uzytem tych
samych analogéw guanozyny, jak w przypadku modyfikacji pozycji G8. Rybozymy HHAO
i HHCO modyfikowatlem wylacznie 8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyng lub
8-bromoguanozyna w pozycji G12. Dla przygotowanych modelowych rybozymow
przeprowadzilem reakcje z odpowiednimi substratami: dla rybozymu HHO byt to S0, dla
rybozymu HHAO byt to SA, natomiast dla HHCO substratem byl SC. Stosowalem
pigciokrotny nadmiar molowy substratu oraz 5 mM stezenie jonow magnezu. Po
przeprowadzeniu reakcji i zatrzymaniu jej w 10 punktach czasowych, czyli po 0, 0.5, 1,
2.5, 5, 15, 30, 45, 60, 90 min zwizualizowalem przebieg reakcji na zelu
poliakrylamidowym. Nastgpnie wyznaczylem krzywe kinetyczne (rysunek 36 i 37), na

podstawie ktorych wyznaczytem wartosci parametru kobs (tabela 9).

Tabela 9. Szybko$¢ reakcji rybozyméw HHO modyfikowanych w pozycji G12.
Modyfikacja Kobs (min-t)
guanozyna 0,112
8-bromoguanozyna 0,042
arabinoguanozyna 0,040
8-bromoarabinoguanozyna 0,002
2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna 0,040
8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna 0,077
2'-deoksyguanozyna 0,057
8-bromo-2'-deoksyguanozyna 0,026
2-aminoadenozyna 0,032

Na podstawie otrzymanych wynikdw zaobserwowatem, ze wprowadzone analogi
w roznym stopniu wptynely na reaktywnos$ci rybozymu HHO (tabela 9). Mozna zauwazy¢,
ze we wszystkich przypadkach zanotowatlem mniejsze warto$ci parametru kops
w pordwnaniu z niemodyfikowanym wariantem (tabela 9), co oznacza obnizenie
aktywnosci modyfikowanych rybozymoéw. Sposréd wszystkich badanych modyfikacji
pochodna 8-bromoarabinoguanozyny niemal catkowicie zahamowata aktywnos¢

katalityczng rybozymu (kobs = 0,002 min). Przypuszczam, ze pochodna ta uniemozliwia
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przyjecie przez centrum katalityczne aktywnej struktury. Niestety trudno jest
jednoznacznie wyjasni¢, dlaczego tak si¢ dzieje. Mozna przypuszczaé, ze zdeterminowana
konformacja syn zasady w polaczeniu z resztg arabinozy utrudnia stabilizujace
oddzialywania z tym nukleozydem, przez co nie jest on zdolny do efektywnego
katalizowania reakcji. Rybozym zawierajacy 8-bromo-2'-deoksyguanozyne w pozycji G12
rowniez dziala duzo wolniej kops = 0,026 mint w stosunku do niemodyfikowanego
wariantu. Moze to wynika¢ z wymuszonej konformacji syn oraz braku grupy
2'-hydroksylowej, ktora moze bra¢ udzial w stabilizujacych oddzialywaniach w aktywnej
strukturze centrum Katalitycznego (rysunek 34A, rozdziat 7). Podobna sytuacja wystepuje
dla rybozymu zawierajacego 2-aminoadenozyng¢. W tym przypadku warto$¢ parametru Kobs
wynosi 0,032 min’, co oznacza obnizenie jego aktywnosci katalitycznej. Tutaj znaczne
spowolnienie witasciwosci katalitycznych réwniez mozna przypisa¢ potencjalnemu
silnemu oddzialywaniu zasady tego nukleozydu z jedna z reszt urydyny z centrum
katalitycznym. Takie silne oddziatywania mogtyby utrudni¢ przyjecie aktywnej struktury
przez rybozym lub zablokowa¢ krawegdz Watsona-Cricka nukleozydu, ktory bierze udziat

w katalizie.

Wprowadzenie pochodnych 8-bromoguanozyny, arabinoguanozyny lub 2'-deoksy-
2'-fluoroarabinoguanozyny do czgsteczki rybozymu HHO obniza jego aktywnos$¢ o ponad
potowe w stosunku do niemodyfikowanego rybozymu HHO. W przypadku
8-bromoguanozyny podobnie, jak dla analogéw zawierajacych 8-bromoguaning
konformacja wigzania N-glikozydowego moze powodowaé trudno$ci w utworzeniu
aktywnej struktury centrum katalitycznego. Natomiast w przypadku modyfikacji
arabinozydem 1 2'-deoksy-2'-fluoroarabinozydem odwrdocona konfiguracja grupy
2'-hydroksylowej lub jej brak uniemozliwia stabilizujace oddziatywania z resztg adenozyny
A9, co wptywa na aktywno$¢ rybozymu. Warianty rybozymu HHO, ktore zawieraty
2'-deoksyguanozyng i 8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyng odznaczajg si¢
najmniejszym obnizeniem aktywnosci katalitycznej w poroéwnaniu do wariantu bez
modyfikacji (warto$ci parametru kops Wynosza odpowiednio: 0,057 i 0,077 min™). Jest to
o tyle ciekawe, zZe struktura krystalograficzna rybozymu opisana przez Monika Martick
i Chi Young-1n%12° wskazuje na istotna role grupy 2'-hydroksylowej w jego aktywnosci,
a obie modyfikacje, ktore uzytem nie zawieraja tej grupy. Zaobserwowatem, ze wariant
rybozymu HHO z 8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyng charakteryzuje si¢

najwicksza aktywnoscig sposrod wszystkich badanych modyfikacji w pozycji GI12
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(Kobs = 0,077 min't). Mozna przypuszczaé, ze konformacja tego analogu moze by¢ podobna
do konformacji guanozyny w aktywnej strukturze rybozymu. Wprowadzenie do zasady
podstawnika bromowego z pewnos$cia wptywa nie tylko na konformacje wigzania
N-glikozydowego, ale takze w pewnym stopniu na struktur¢ elektronowa ukladu
heterocyklicznego zasady. Pozwala to sadzi¢, ze wymagana deprotonacja azotu N1 tatwiej

zachodzi w pochodnych zawierajacych 8-bromoguaning.

Na podstawie krzywych kinetycznych (rysunek 37) otrzymanych dla modelowych
rybozyméw HHAO 1 HHCO oraz ich modyfikowanych wariantow wyznaczylem szybkos$¢
reakcji. W tabeli 10 zostaty zebrane warto$ci parametru kobs dla poszczegolnych wariantow

rybozyméw HHAO i HHCO.
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Rysunek 37. Krzywe kinetyczne dla rybozyméw (A) HHAOQ i (B) HHCO modyfikowanych w pozycji G12.

Tabela 10. Szybkosé reakcji rybozyméw HHAO i HHCO modyfikowanych w pozycji G12.
Rybozym | Modyfikacja Kobs (Min?)
HHAO guanozyna 0,015
8-bromoguanozyna 0,003
8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna 0,008
HHCO guanozyna 0,128
8-bromoguanozyna 0,020
8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna 0,093
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Z otrzymanych danych wynika, ze rybozymy HHAO i HHCO zawierajace analogi
8-bromoguanozyn¢ lub 8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyne odznaczaja si¢
mniejsza aktywnos$cig katalityczng wzgledem niemodyfikowanego wariantu (tabela 10).
Co wigcej, w obu rybozymach 8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna powoduje
wigkszy spadek warto$ci parametru Kons niz 8-bromoguanozyna (tabela 10). Ponadto, gdy
poréwnamy szybkosci reakcji rybozymow bez modyfikacji miedzy sobg zauwazymy, ze
wariant HHAO odznaczat si¢ blisko 10-krotnym obnizeniem aktywnos$ci w poréwnaniu do
wariantu HHCO (Kobs = 0,015 min™ vs kobs = 0,128 min™!). Oba rybozymy réznig sie
trypletem nukleotydow, po ktorych nastepuje katalityczne ciecie. W przypadku rybozymu
HHAO jest to tryplet GUU, natomiast dla rybozymu HHCO jest to AUC. Ta roznica
najprawdopodobniej powoduje, ze rybozym HHAO w poréwnaniu do HHCO dziata
znacznie wolniej. Podobng obserwacj¢ mozna poczyni¢, gdy przeanalizujemy wartos$ci
parametru kops dla obu rybozyméw z analogami 8-bromoguanozyng lub
8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyng. Gdy zestawimy szybko$¢ reakcji
(parametr Kobs) dla rybozymow HHAO i HHCO oraz poréwnamy je ze soba, zaobserwujemy,
ze znacznie mniejsze wartosci Kop zanotowano dla wariantu HHAO. Z uzyskanych danych
wynika rowniez, ze rybozymy HHAO 1 HHCO zawierajace 8-bromoguanozyne dziatajg
znacznie wolniej. Szybkos$¢ ich dziatania zmniejszyta si¢ o okoto 80% w stosunku do
niemodyfikowanych wariantow. Dla rybozymu HHAO modyfikowanego reszta
8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyny parametr Kobs przyjmowal warto$¢ roéwna
0,008 min?, ktéra jest o okolo polowe mniejsza wzgledem niemodyfikowanego
odpowiednika. Natomiast w przypadku wariantu HHCO modyfikacja ta powoduje

obnizenie aktywnos$ci rybozymu o 30% w odniesieniu do niemodyfikowanego wariantu.

7.3.  Badanie kinetyki reakcji dla rybozymu hammerhead modyfikowanego w petli
L2

Wiadomo, ze w strukturze trzeciorzedowej rybozymu hammerhead istotng rolg dla
jego aktywnosci odgrywaja nie tylko oddziatywania w obrgbie samego centrum
katalitycznego, ale takze oddziatywania miedzy petla rybozymu i trzonem helisy I1'%°.
W zwiazku z powyzszym, w trakcie realizowania pracy doktorskiej postanowilem

sprawdzi¢, jak modyfikacje nukleozydow w petli wplyna na aktywno$¢ rybozymu HHO.
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Postanowitem wprowadzi¢ do petli S’GUGA analogi tych
U2.2 — g« G2.3

nukleozydow, ktore znajdujg si¢ tam w wariancie G A
niemodyfikowanym. Wybralem modyfikacje UNA, E:S
poniewaz sg to labilne konformacyjnie pochodne, ktére (sz:é
potencjalnie moglyby utatwic stabilizujace oddziatywania 5 3

trzeciorzedowe. W moich badaniach modyfikowalem Rysunek 38. Helisa II z petla L2

Z zaznaczonymi na Cczerwono
reszty urydyny U2.2 oraz guanozyny G2.3. Urydyn¢ miejscami modyfikacji rybozymu.
zastgpitem  2'.3'-sekourydyna, a  guanozyng —

2',3'-sekoizoguanozyng (rysunek 38).
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Rysunek 39. Krzywe kinetyczne dla rybozymu HHO modyfikowanego w petli L2.

W taki sam sposob, jak w badaniach rybozymow modyfikowanych w pozycjach G8
lub G12 (rozdziaty 7.1 i 7.2, wyniki i dyskusja), dla wariantow rybozyméow
z modyfikowana petla L2 réwniez sprawdzilem ich aktywno$¢ katalityczng. Wyniki
przeprowadzonych badan umozliwity wyznaczenie krzywych kinetycznych (rysunek 39),

na podstawie ktorych wyznaczylem parametry kobs (tabela 11).

Wyznaczone szybkosci reakcji dla trzech wariantow rybozymu HHO wskazuja, ze
modyfikacja urydyny U2.2 prawie nie wptywa na aktywno$¢ katalityczng rybozymu
(Kobs = 0,108 min). Moze to by¢ spowodowane tym, ze ta reszta nukleozydowa nie
uczestniczy w zadnych oddziatywaniach stabilizujacych strukture aktywnag rybozymu.

Jednak, zamiana nukleozydu G2.3 na 2’,3'-sekoizoguanozyn¢ powoduje znaczne obnizenie
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Tabela 11. Szybko$¢ reakcji rybozymu HHO modyfikowanego w petli L2.
Modyfikacja Kobs (Min-t)
brak modyfikacji 0,112
2'.3"-sekourydyna w pozycji U2.2 0,108
2',3’-sekoizoguanozyna w pozycji G2.3 0,008

aktywnosci katalitycznej rybozymu, co wskazuje na jego istotng rolg w regulacji jego
aktywno$ci. Moze to wynika¢ z tego, ze labilna pochodna 2',3’-sekoizoguanozyny
spowodowata znaczng destabilizacj¢ w petli L2, co uniemozliwito utworzenie prawidiowe;j
struktury trzeciorzedowej lub tez zmiana rozmieszczenia grup funkcyjnych zaburzyta

mozliwo$¢ prawidtowych oddziatywan trzeciorzedowych w strukturze rybozymu.

7.4  Badanie inhibicji namnazania wirusa grypy z uzyciem réznych wariantéw

rybozymu hammerhead.

Wybrane rejony docelowe RNA, ktore mialy by¢ przecinane przez warianty
rybozymu hammerhead to fragmenty 5 segmentu (+)RNA wirusa grypy. W strukturze
drugorzedowej segmentu 5 RNA wirusowego fragmenty te s3 elementami
konserwatywnych motywow strukturalnych istotnych dla cyklu replikacyjnego wirusa,
natomiast miejsce ci¢cia znajduje si¢ w sgsiedztwie rejonow jednoniciowych. W przypadku

rybozymu HHCO rejon docelowy cigcia jest jednoniciowy (rysunek 40).

Zaprojektowane rybozymy zostaty przetestowane pod katem inhibicji namnazania
wirusa grypy typu A przez dr Julite Piasecka z Zaktadu Genomiki Strukturalnej RNA
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu. W tych badaniach wykorzystano
szczep A/California/04/2009 (H1N1) wirusa grypy oraz lini¢ komorkowa z nerki psa
Madin-Darby’ego (MDCK, ang. Madin-Darby canine kidney). Podczas eksperymentu
komorki MDCK transfekowano modelowymi rybozymami hammerhead o st¢zeniu
200 nM. Po 18 godzinach od transfekcji hodowle komdrkowa infekowano wirusem grypy
A/California/04/2009 (H1IN1) przy mianie wirusa MOI = 0,01 (ang. multiplicity of
infection, tj. liczba czastek wirusa przypadajaca na jedng komorke). Po 24 godzinach po
infekcji oznaczana byla wzgledna liczba kopii wirusowego RNA metoda PCR w czasie
rzeczywistym. Na tej podstawie oceniono potencjat hamowania namnazania wirusa grypy

poprzez modelowe czgsteczki, czyli warianty rybozymu hammerhead.
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Rysunek 40. Struktura drugorzedowa (+)RNAS A/California/04/2009 (HIN1)* z zaznaczonymi rejonami na ktére nakierowane zostaty rybozymy. Kolorami zaznaczono

konserwatywne rejony wirusowego RNA, na ktore nakierowano badane rybozymy. Na niebiesko rejon dziatania rybozymu HHO, na z6tto rejon dziatania rybozymu HHAO
i na zielono rejon dziatania rybozymu HHCO.
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Poczatkowo, chcac okre§lic jak wybrane warianty rybozymu hammerhead
sprawdzg si¢ w warunkach komoérkowych wybralem pie¢ wariantéw rybozymu HHO. Do
pierwszych testow komorkowych uzyto warianty rybozymu HHO modyfikowane w pozycji
G12, poniewaz te warianty w badaniach kinetyki reakcji byty najbardziej zblizone do
dzialania niemodyfikowanego rybozymu. Dodatkowo, badaniom poddatem réwniez

wariant rybozymu HHO modyfikowany 2',3"-sekourydyna w petli L2.

Na podstawie otrzymanych wynikow dla rybozymu HHO stwierdzono, ze wariant
niemodyfikowany najefektywniej hamowat namnazanie wirusa grypy na poziomie okoto
30% (rysunek 41). Do wariantéw rybozymu HHO wykazujacych nizszy stopien hamowania
namnazania wirusa grypy nalezaly te =zawierajace 8-bromoguanozyn¢ lub
8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyne¢ (inhibicja na poziomie odpowiednio 16,2%
lub 18,6%). W przypadku rybozymu HHO z modyfikacja w petli L2 inhibicja namnazania
wirusa grypy byta nieznaczna (7,8%). Natomiast mozna zauwazy¢, ze wariant zawierajacy
pochodng 2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyne¢ wiasciwie nie hamowal namnazania

wirusa grypy.

Rybozym HHO
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Rysunek 41. Inhibicja namnazania wirusa grypy w zakazonej hodowli komérek MDCK z wykorzystaniem
rybozymow HHO modyfikowanych w pozycji G12. Wartos¢ 100% przyjeto dla kontroli traktowanej
lipofektaming.
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Do eksperymentow komodrkowych wybrano réwniez niemodyfikowane
1 modyfikowane warianty rybozymow HHAO 1 HHCO. Wykorzystano warianty zawierajgce
modyfikacje, ktore najlepiej sprawdzity si¢ w przypadku rybozymu HHO, tj.
8-bromoguanozyne i 8-bromo-2’-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyne. Na rysunku 42
zaprezentowatem wyniki eksperymentow komorkowych otrzymane dla powyzszych
wariantow rybozyméw HHAO i HHCO. Podobnie, jak w przypadku rybozymu HHO,
najwigkszym poziomem hamowania namnazania wirusa grypy odznaczaty si¢
niemodyfikowane warianty rybozyméw HHAO i HHCO (inhibicja na poziomie
odpowiednio 37,4% i 30,3%).

Rybozym HHAOQ i HHCO
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Rysunek 42. Inhibicja namnazania wirusa grypy w zakazonej hodowli komérek MDCK z wykorzystaniem
rybozymow HHAO (z6tty) i HHCO (zielony) modyfikowanych w pozycji G12. Warto$¢ 100% przyjeto dla
kontroli traktowanej lipofektaming.

Warianty tych rybozymoéw zawierajace modyfikacje w roéznym stopniu
powodowaly inhibicj¢ namnazania wirusa grypy. W przypadku rybozymu HHAO
zawierajgcego 8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyne w pozycji G12 poziom
inhibicji zmniejszyt si¢ 0 12,7% w stosunku do niemodyfikowanego rybozymu. Dla
wariantu zawierajacego 8-bromoguanozyng stopien inhibicji wynosit 21,9% (rysunek 42).

Podobny efekt inhibicji wystgpowat w przypadku rybozymu HHCO. To znaczy poziom
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hamowania namnazania wirusa grypy dla wariantéw zawierajacych modyfikowane
nukleozydy byl nizszy od wariantu niemodyfikowanego. Dla rybozymu HHCO
zawierajacego 8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyng stopien inhibicji wynidst
28,9%, a dla wariantu z pochodng 8-bromoguanozyng 12,4% (rysunek 42). Warto zwrécic¢
uwage, ze w eksperymentach komoérkowych zaobserwowano obnizenie inhibicji
namnazania wirusa grypy dla modyfikowanych wariantow rybozyméw wzgledem
niemodyfikowanego. A w badaniach opisanych w podrozdziale 7.2 obserwowano
obnizenia aktywnosci katalitycznej dla tak modyfikowanych rybozymoéw. Biorac pod
uwage powyzsze obserwacje mozna przypuszczaé, ze aktywno$¢ Kkatalityczna
modyfikowanych rybozymow w warunkach eksperymentoéw kinetycznych jest podobna do

tej, ktorg zbadano w warunkach komorkowych.

Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze zastosowane warianty rybozymdow maja potencjal
hamowania namnazania wirusa grypy poprzez celowanie w RNA wirusowe. Jednak, niskie
poziomy inhibicji wirusowego RNA w wyrazny sposob pokazuja jak trudne i wymagajace
jest projektowanie i stosowanie katalitycznych kwaséw nukleinowych w uktadach
biologicznych. Na aktywno$¢ rybozymow wplywa szereg czynnikdw, takich jak stezenie
jondéw czy pH. W warunkach komoérkowych niestety eksperymentator nie ma wiekszego
wplywu na te czynniki, a dodatkowo pojawiajg si¢ takze nowe, np. obecnos¢ biomolekut
takich jak biatka lub inne kwasy nukleinowe, z ktorymi potencjalnie rybozym moze
oddziatywaé. Ponadto, rybozymy zostaly zaprojektowane w oparciu o znang strukture
drugorzedowa wirusowego RNA, ktora nie zaktada czwartorzegdowego oddziatywania
rybozymu z innymi kwasami nukleinowymi czy biatkami. Ponadto, wybrane jednoniciowe
regiony docelowe w wirusowym RNA moga w warunkach komorkowych by¢ niedostgpne
dla rybozymu ze wzgledéw sterycznych lub optaszczenia ich przez bialka. Nie bez
znaczenia pozostaja takze tryplety nukleotydoéw, po ktorych nastepuje cigcie wirusowego
RNA i ktory rozpoznaje rybozym!*115. W przypadku badanych rybozymoéw tylko tryplet
AUC, na ktory nakierowany jest rybozym HHCO jest wskazywany jako najkorzystniejszy
strukturalnie. Rybozym HHO nakierowany na rozpoznanie trypletu CUC i rybozym HHAO
nakierowany na tryplet GUU nie posiadaja znacznie wigkszej aktywnosci od rybozymu

HHCO, jak wynika z przeprowadzonych eksperymentow na linii komorkowej MD
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Struktura RNA jest zagadnieniem niezwykle istotnym dla rozwoju
wspotczesne] chemii 1 biologii. Jej znajomo$¢ 1 zrozumienie zasad rzadzacych
powstawaniem ztozonych struktur RNA moga by¢ droga do efektywnego projektowania
lekow i narzgdzi terapeutycznych nakierowanych na kwasy nukleinowe. Ponadto, poznanie
zwiazku struktury i funkcji RNA oraz zaleznos$ci miedzy nimi pozwoli nie tylko zrozumiec
naturalne procesy komoérkowe, ale takze projektowaé rybozymy, czy aptamery o Scisle
okreslonych funkcjach i aktywnos$ci. Podejscia, ktore podjatem w mojej pracy doktorskiej
sa krokiem w kierunku lepszego poznania molekularnych uwarunkowan zaleznos$ci

strukturalnych i funkcjonalnych badanych RNA.

Celem mojej rozprawy doktorskiej byto zbadanie zaleznos$ci miedzy strukturg
nukleozydu a strukturg kwasu nukleinowego, a takze zbadanie wptywu zdefiniowanych

konformacyjnie nukleozyddéw na aktywno$¢ funkcjonalnego RNA.

W ramach wykonanej pracy doktorskiej:

*  zaprojektowalem nowg metodg syntezy 2'-deoksy-2'-fluoroarabinozydéw purynowych,

* zsyntetyzowalem nieopisang dotad w literaturze pochodng guanozyny:
8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyne i scharakteryzowatem ja pod katem
strukturalnym,

zbadalem trwato$¢ termodynamiczng 1 wyznaczytem parametry termodynamiczne dla
modelowych oligorybonukleotydow o sekwencji samokomplementarnej oraz
niesamokomplementarnej,  ktore  byly = modyfikowane  zdeterminowanymi
konformacyjnie nukleozydami,

zbadalem trwato$¢ termodynamiczng i wyznaczytem parametry termodynamiczne
oligorybonukleotydow o zaprojektowanej strukturze spinki,

zanalizowatem zmiany w widmach NMR rejonu iminoprotonowego dla
modyfikowanych oligorybonukleotydow o zaprojektowane;j strukturze spinki,
zbadalem wplyw nukleozydow o zdeterminowanej konformacji na aktywnos¢
rybozymow hammerhead,

* sprawdzitem wpltyw modyfikowanych rybozyméw hammerhead na inhibicje

namnazania wirusa grypy.

Wykonane syntezy chemiczne pochodnych nukleozydowych o zdeterminowanej
konformacji zaowocowaly zaprojektowaniem przeze mnie nowej S$ciezki syntezy

2'-deoksy-2'-fluoroarabinozydéw purynowych oraz zsyntetyzowaniem nieopisanej
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dotychczas w literaturze 8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozynyny. Otrzymane
analogi nukleozydow  postuzyly  mi do  modyfikowania  modelowych

oligorybonukleotydow, ktore wykorzystywalem w dalszych badaniach.

Dzi¢ki przeprowadzonym badaniom termodynamicznym moglem ocenic, jaki jest
wptyw okreslonej modyfikacji na stabilno$¢ termodynamiczng badanej struktury RNA
(dupleksu i spinki). Wyznaczone parametry termodynamiczne pozwolity okresli¢ wplyw
modyfikowanych reszt guanozyny w pozycjach G4 Iub G6 na trwalo$¢
oligorybonukleotydow o sekwencji samokomplementarnej z motywem 5'GAGU/3'UGAG.
Ponadto, wykorzystujac oligorybonukleotydy o sekwencji niesamokomplementarnej
z motywem 5'GAGU/3'UGAG przesledzitem zmiany struktury spowodowane przez
wprowadzanie zdeterminowanych konformacyjnie nukleozydoéw do pary G-U zamykajacej
tandemowe niesparowanie. W badaniach termodynamicznych okreslitem rowniez
stabilnos¢ struktury spinki z modyfikacjami wprowadzonymi w jej trzonie w pozycjach G6
lub G4.

Badania NMR-owskie rejonu iminoprotonowego dla oligorybonukleotydow
o strukturze spinki z petla UUCG dostarczyty informacji o zmianach strukturalnych
i pokazaty dynamiczny charakter tworzacych si¢ struktur. Wyniki otrzymane w tej analizie
strukturalnej dobrze korelowaly z danymi uzyskanymi w badaniach termodynamicznych,
dlatego mozna stwierdzi¢, ze eksperymenty NMR stanowily w pewnym stopniu

uzupelnienie metody topnienia UV dla wybranych modelowych oligorybonukletyddw.

Ostatni etap mojej pracy doktorskiej obejmowal badania aktywnosci katalitycznej
rybozymow hammerhead modyfikowanych nukleozydami o zdeterminowanej konformacji
oraz eksperymenty komorkowe, w ktorych sprawdzono wplyw wybranych
modyfikowanych rybozymoéw na inhibicj¢ namnazania wirusa grypy w liniach
komorkowych MDCK. Wykonane badania pozwolity sformutowac wniosek, ze wszystkie
wprowadzone modyfikacje obnizaly aktywno$¢ katalityczng rybozymu hammerhead.
Ponadto, dzigki przeprowadzonym badaniom biologicznym sprawdzono, ze modelowe
rybozymy maja potencjal hamowania namnazania wirusa grypy poprzez celowanie w RNA

wirusowe. Mimo, ze testowane warianty okazaty si¢ nie by¢ optymalnymi.

Podsumowujac, potaczenie syntezy chemicznej, technik spektroskopowych UV
1 NMR, metody elektroforetycznej oraz eksperymentow biologicznych pozwolito na

zbadanie struktury i w pewnym zakresie funkcji biologicznych zdeterminowanych
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konformacyjnie kwasoéw nukleinowych. Badania wykonane w ramach tej pracy doktorskiej
poszerzaja wiedze o wlasciwosciach strukturalnych, termodynamicznych oraz w pewnym

stopniu rowniez biologicznych modelowych RNA.
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MATERIALY I METODY

1. Materialy

1.1.  Odczynniki i rozpuszczalniki

Avantor (wczesniej POCh): kwas borowy, kwas octowy, kwas solny, metanol,
dichlorometan, n-heksan, octan etylu, pirydyna, tetrahydrofuran, trietyloamina, dioksan,
bezwodnik octowy, N,N'-dimetyloformamid (DMF), siarczan sodu, wodorowgglan sodu,
25% wodny roztwoér amoniaku, 30% wodny roztwor amoniaku, chlorek sodu,
acetal O,0’-dimetylowy N,N’-dimetyloformamidu, tetrahydrofuran (THF), wodorotlenek

sodu.

Merck (wczesniej Sigma-Aldrich): 40% wodny roztwor metyloaminy,
4-dimetyloaminopirydyna (DMAP), sita molekularne 4 A, tetrazol, trifluorowodorek
trietyloaminy, bigkit bromofenolowoy, cyjanol ksylenowy, kakodylan sodu, kwas
2-[4-(2-hydroksyetyleno)-1piperazylo]-etanosulfonowy (HEPES),
N,N,N’,N’-tetrametylo-etylenodiamina (TEMED), nadsiarczan amonu (APS), octan

amonu, orange G.

Bioshop: 40% roztwor akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (Wiw),
tri(hydroksymetylo)aminometan (Tris), s6l sodowa kwasu etyleonodiaminotetraoctowego
(EDTA), EDTA roztwor 0.5 M sterylny, octan sodu, mocznik.

GlenReaserch: amidofosforyny RNA i DNA.

1.2. Roztwory wodne

Roztwory buforéw byly przygotowywane przeze mnie, a warto$ci pH byty ustalane

pH-metrycznie z wykorzystaniem odpowiednich kwasow lub zasad.

e Bufor do topnien UV i widm CD: 1 M chlorek sodu, 20 mM kakodylan sodu,
0,5mM EDTA,; pH 7,

e Bufor do topnien UV oraz widm NMR: 80 mM chlorek sodu, 20 mM fosforan
sodu, 0,05 mM EDTA,; pH 6.01;

e 150 mM chlorek litu, 10 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA,; pH 6.8;

e 50 mM Tris-HCI; pH 7.5;

e 50 mM Tris-HCI, 10mM chlorek magnezu; pH 7.5;

e 50 mM Tris-HCI, 30mM chlorek magnezu; pH 7.5;

109



MATERIALY | METODY

1.3

e 2 M octan trietyloamoniowy,

e 2% kwas trifluorooctowy,

¢ 10 mM wodoroweglan amonu,

e 10% wodoroweglan sodu,

e Wodoroortofosforan (V) sodu,

e Bufor 10 x TBE: 1 M Tris, 1 M kwas borowy, 10 mM Na;EDTA; pH 8.3

e Bufor obcigzajacy — denaturujacy: 8 M mocznik; 0,2% (w/v) blekit
bromofenolowy; 0,2% (w/v) cyjanol ksylenowy; 0,2% (w/v) oranz G;

e Bufor obcigzajacy — niedenaturujacy: 35% (w/v) glicerol, 0,2% (w/v) blekit
bromofenolowy, 0,2% (w/v) cyjanol ksylenowy, 0,2% (w/v) oranz G;

Fazy rozwijajace do analiz TLC

Uzywane w analizie TLC fazy rozwijajace. Podano stosunek objetosciowy

rozpuszczalnikow.

1.4.
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e chlorek metylenu/metanol (95:5),

e chlorek metylenu/metanol (9:1),

e chlorek metylenu/metanol (8:2),

e acetonitryl/woda (9:1),

e heksan/octan etylu (1:1),

e heksan/aceton/trietyloamina (45:45:10),
e heksan/aceton/trietyloaminy (6:3:1),

e n-propanol/amoniak/woda (7:1:2),

e n-propanol/amoniak/woda (55:35:10),

e aceton/woda (6:4),

e aceton/woda (1:1).

Zele poliakrylamidowe
Zel 12% poliakrylamidowy denaturujacy:

o 12% w/v akrylamid/N,N’-metylenobisakrylamid (29:1),
e 1x bufor TBE,
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e 8 M mocznik,
e 0.6% (w/v) APS,
e 0.04% (v/v) TEMED,

Zel 12% poliakrylamidowy niedenaturujacy:

e 12% w/v akrylamid/N,N’-metylenobisakrylamid (29:1),
e 1x bufor TBE,

e 0.6% (w/v) APS,

e 0.04% (v/v) TEMED,

1.5.  Oligonukleotydy

Tabela O1. Oligonukleotydy samokomplementarne

Nazwa | Sekwencja 5’ -3’ Modyfikacja uzyta w miejscu X
TO GACGAGUGUCA brak

T1.4 GACXAGUGUCA | janozyna w serii LNA

T16 GACGAXUGUCA

T2.4 GACXAGUGUCA | g metyloguanozyna w serii LNA
T2.6 GACGAXUGUCA

T3.4 GACXAGUGUCA Arabinoguanozyna

T36 | GACGAXUGUCA

T4.4 GACXAGUGUCA 8-bromoarabinoguanozyna

T46 GACGAXUGUCA

T5.4 GACXAGUGUCA 2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna
T5.6 GACGAXUGUCA

T6.4 GACXAGUGUCA | g romo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna
T66 | GACGAXUGUCA

T74 | GACXAGUGUCA |5 jenes o fluoroguanozyna
T7.6 GACGAXUGUCA

T84 GACXAGUGUCA | i

T86 | GACGAXUGUCA

T9.4 GACXAGUGUCA ||

T96 | GACGAXUGUCA

T10.4 GACXAGUGUCA | 5 aminoadenozyna

T10.6 GACGAXUGUCA
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T11.4

GACXAGUGUCA

Purynorybozyd
T11.6 GACGAXUGUCA
T12.4 GACXAGUGUCA Guanozyna w serii UNA
T12.6 GACGAXUGUCA
T13.4 GACXAGUGUCA | g jyromoguanozyna
T13.6 GACGAXUGUCA
T144 | GACXAGUGUCA |, oo o
T14.6 GACGAXUGUCA
T154 | GACXAGUGUCA | adenozyna
T15.6 GACGAXUGUCA
T16.4 GACXAGUGUCA | g tinguanozyna
T166 | GACGAXUGUCA
T17.4 GACXAGUGUCA | »1_geoksy-2'-fluoro-2-aminoarabinoadenozyna
T17.6 GACGAXUGUCA
T18.4 GACXAGUGUCA | 51 geoksyguanozyna
T18.6 GACGAXUGUCA
T19.4 GACXAGUGUCA | g romo-2"-deoksyguanozyna
T196 | GACGAXUGUCA

Tabela O2. Oligonukleotydy niesamokomplementarne

Nazwa | Sekwencja 5’ - 3’ Modyfikacja uzyta w miejscu X
170 GUCXAGUGGC Guanozyna

2T0 GCCXAGUGAC

1T1 GUCXAGUGGC Guanozyna w serii LNA

2T1 GCCXAGUGAC

1T2 GUCXAGUGGC 8-metyloguanozyna w serii LNA
2T2 GCCXAGUGAC

1T3 GUCXAGUGGC Arabinoguanozyna

2T3 GCCXAGUGAC

1T4 GUCXAGUGGC 8-bromoarabinoguanozyna

2T4 GCCXAGUGAC

175 GUCXAGUGGC 2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna
2T5 GCCXAGUGAC

1T6 GUCXAGUGGC 8-bromo-2’-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna
2T6 GCCXAGUGAC

1T7 GUCXAGUGGC 2'-deoksy-2'-fluoroguanozyna
2T7 GCCXAGUGAC

178 GUCXAGUGGC Iz0in0zyna

278 GCCXAGUGAC

179 GUCXAGUGGC Inozyna

2T9 GCCXAGUGAC
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1T10 GUCXAGUGGC 2-aminoadenozyna

2T10 GCCXAGUGAC

2T11 GCCXAGUGAC

1T12 GUCXAGUGGC Guanozyna w serii UNA
2T12 GCCXAGUGAC

1T13 GUCXAGUGGC 8-bromoguanozyna

2T13 GCCXAGUGAC

2T14 GCCXAGUGAC

1T15 GUCXAGUGGC Adenozyna

2T15 | GCCXAGUGAC

1T16 GUCXAGUGGC 6-tioguanozyna

2T16 GCCXAGUGAC

1117 GUCXAGUGGC 2'-deoksy-2'-fluoro-2-aminoarabinoadenozyna
2T17 GCCXAGUGAC

1T18 GUCXAGUGGC 2'-deoksyguanozyna

2T18 GCCXAGUGAC

1719 GUCXAGUGGC 8-bromo-2’-deoksyguanozyna
2T19 GCCXAGUGAC

Tabela O3. Oligonukleotydy samokomplementarne ,,ze spinkg”

Nazwa

Sekwencja 5’ - 3’

Modyfikacja w miejscu X

LO GACXAGUGUCUUCGGACXAGUGUC | Guanozyna

L3.4 | GACXAGUGUCUUCGGACXAGUGUC Arabinoguanozyna

L3.6 GACGAXUGUCUUCGGACGAXUGUC

L4.4 | GACXAGUGUCUUCGGACXAGUGUC 8-bromoarabinoguanoznyna
L4.6 GACGAXUGUCUUCGGACGAXUGUC

L13.4 | GACXAGUGUCUUCGGACXAGUGUC 8-bromoguanozyna

L13.6 | GACGAXUGUCUUCGGACGAXUGUC

Tabela O4. Oligonukleotydy rybozymu hammerhead i substratu

Nazwa Sekwencja 5’ - 3’ Modyfikacja w miejscu X
SO XACUCAAACUCAGUGAUUAU
SA XCAAUGGAGUUAAUCAGAAU 5,6-karboksyfluoresceina
SC XCAGAAUGAUCAAACGUGGA
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HHO AUCACUCUGAUGAGUCCGUGAGG
ACGAAAGUUUGAG

HHAO UUCUGAUUCUGAUGAGUCCGUGA brak
GGACGAAACUCCAUU

HHCO CCACGUUUCUGAUGAGUCCGUGA
GGACGAAAUCAUUCU

HH3z AUCACUCUGAUGAGUCCGUGAGG
ACXAAAGUUUGAG .

HH30 | AUCACUCUGAUXAGUCCGUGAGG |/ rabinoguanozyna
ACGAAAGUUUGAG

HH4z AUCACUCUGAUGAGUCCGUGAGG
ACXAAAGUUUGAG 8-b bi

HH40 | AUCACUCUGAUXAGUCCGUGAGG | & -romoearabinoguanozyna
ACGAAAGUUUGAG

HH5z AUCACUCUGAUGAGUCCGUGAGG
ACXAAAGUUUGAG 2'-deoksy-2'-

HH50 AUCACUCUGAUXAGUCCGUGAGG | fluoroarabinoguanozyna
ACGAAAGUUUGAG

HH6z AUCACUCUGAUGAGUCCGUGAGG
ACXAAAGUUUGAG

HHAG6z UUCUGAUUCUGAUGAGUCCGUGA
GGACXAAACUCCAUU 8-bromo-2'-deoksy-2'-

HHC6z | CCACGUUUCUGAUGAGUCCGUGA | fluoroarabinoguanozyna
GGACXAAAUCAUUCU

HH60 AUCACUCUGAUXAGUCCGUGAGG
ACGAAAGUUUGAG

HH10z AUCACUCUGAUGAGUCCGUGAGG
ACXAAAGUUUGAG 2-aminoadenozyna

HH100 AUCACUCUGAUXAGUCCGUGAGG
ACGAAAGUUUGAG

HH13z AUCACUCUGAUGAGUCCGUGAGG
ACXAAAGUUUGAG

HHA13z | UUCUGAUUCUGAUGAGUCCGUGA
GGACXAAACUCCAUU 8-bromaguanozyna

HHC13z | CCACGUUUCUGAUGAGUCCGUGA
GGACXAAAUCAUUCU

HH130 AUCACUCUGAUXAGUCCGUGAGG
ACGAAAGUUUGAG

HH18z AUCACUCUGAUGAGUCCGUGAGG
ACXAAAGUUUGAG 2'-deoksyguanozyna

HH180 AUCACUCUGAUXAGUCCGUGAGG
ACGAAAGUUUGAG
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HH19z AUCACUCUGAUGAGUCCGUGAGG
ACXAAAGUUUGAG 8-h >'-deok

HH1%0 | AUCACUCUGAUXAGUCCGUGAGG | = omo-=-aeorsyguanozyna
ACGAAAGUUUGAG

HHcU7 | AUCACUCUGAXGAGUCCGUGAGG Urydyna w serii UNA
ACGAAAGUUUGAG

HH2.3 AUCACUCUGAUGAGUCCGUXAGG Izoguanozyna w serii UNA
ACGAAAGUUUGAG

HH2.2 AUCACUCUGAUGAGUCCGXGAGG Urydyna w serii UNA
ACGAAAGUUUGAG

HHZ1 AUCACUCUGAUGAGUCCGYGAGG | X = 8-bromoguanozyna
ACXAAAGUUUGAG Y = urydyna w serii UNA

1.6. Aparatura i oprogramowanie stosowane podczas prowadzenia badan

Aparatura:

- blok grzejny Grant QBD?2,

- komputerowy skaner FLA-5100 (Phosphorimager) FujiFilm,
- prozniowy koncentrator stotowy CentriVap Labconco,
- spektrometr Bruker AVANCE 111 700 MHz,

- spektrofotometr UV-VIS JASCO V-650 z termoprogramatorem,
- spektrofotometr UV-VIS JASCO 815,

- spektrometr masowy MALDI-TOF Bruker Autoflex,

- syntetyzer MerMade 12 BioAutomation Corporation,
- termowytrzasarka Comfort Eppendorf,

- wiréwka MiniSpin®Eppendorf,

- wiréwka 5430R Eppendorf,

- apparat do elektroforezy z zasilaczem EV233 Consort,
Programy:

- ChemSketch,

- MeltWin 3.5,

- Mutli Gauge V3.0,

- GraphPad Prism 3.0,

- Peak Scanner,

- RNAStructure 5.6,

- TopSpin 4.0 Bruker .
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2. Metody
2.4.  Techniki ogdlne

2.4.1. Chromatografia cienkowarstwowa i kolumnowa

Postep reakcji chemicznych monitorowatem 2z wykorzystaniem technik
chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Chromatogramy rozwijalem na ptytkach
szklanych pokrytych 0,25mm warstwa zelu krzemionkowego 60 F2s4 lub silanizowanego
zelu krzemionkowego (RP TLC) (MERCK). Obraz na ptytkach obserwowatem w $wietle
UV (A=254 nm) lub wywotywalem 10% roztworem kwasu siarkowego (IV) w etanolu

I przez wygrzewanie na ptycie grzejne;j.

Rozdziaty chromatograficzne prowadzitem technikg flash-chromatography. W tym
celu uzywatem Zel krzemionkowy 60 H (MERCK).

2.4.2. Spektroskopia NMR i spektrometria mas

Widma magnetycznego rezonansu magnetycznego wykonatem w Pracowni NMR
w Instytucie Chemii Bioorganicznej w Poznaniu na spektrometrach firmy Bruker Avance
o czgstosciach 400, 500 i 700 MHz. Przesunigcia chemiczne podano w ppm, a sprz¢zenia

w Hz. Przesunigcia chemiczne podano wzgledem:

- TMS, dla widm H i 13C;
- H3POs4w D0, dla widm 3P:
- F3CCOOH, dla widm *°F;

Wszystkie probki przygotowano przez rozpuszczenie okoto 10 mg zwigzku

w deuterowanych rozpuszczalnikach dmso-d6 lub CD3CN.

Widma wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HRMS) pochodnych nukleozydow
technikg elektrorozpylania (ESI) oraz widma masowe oligonukleotydéw technika
MALDI-TOF zostaly wykonane w Pracowni Spektrometrii Mas w Instytucie Chemii

Bioorganicznej i Europejskim Centrum Bioinformatyki i Genomiki w Poznaniu.

Probki  pochodnych nukleozydéw rozpuszczano w  metanolu. Probki
oligonukleotyddéw przygotowywano przez rozpuszczenie oligonukleotydu w wodzie. Przy

pomiarach MALDI-TOF stosowano kwas 3-hydroksypikolinowy jako matryceg.
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2.4.3. Pomiary rentgenowskie i metody obliczeniowe

Pomiary intensywnosci wigzek dyfrakcyjnych dla monokrysztatu zwigzku (4d)
wykonane zostaty w temperaturze 130 K na dyfraktometrze SuperNova (Oxford
Diffraction) wyposazonym w kamer¢ CCD typu ATLAS oraz lampe miedziowg
(L = 1.5418 A) z mikroogniskowaniem. Problem fazowy rozwigzano metodami
bezposrednimi przy uzyciu programu SHELXT 2014/7%3! i strukture udoktadniono metoda
najmniejszych kwadratow przy uzyciu programu SHELXL 2014/7%%2, Polozenia atoméw
wodoru zwigzanych z atomami wegla wyznaczono na podstawie obliczen geometrycznych,
natomiast polozenia atoméw wodoru zwigzanych w atomami azotu oraz tlenu zostaty
zlokalizowane na r6znicowych mapach gestosci elektronowej. Struktura absolutna zwiazku

zostata potwierdzona na podstawie wartoéci parametru Flackal33,

2.5.  Synteza analogow 2’-deoksy-2'-fluoroarabinozydéw puryn

Synteze¢ pochodnych wybranych nukleozydow purynowych: guanozyny,
adenozyny, 2-aminoadenozyny oraz 8-bromoguanozyny opisalem w ponizszych
podrozdziatach stosujac opis ogdlny dla etapdw syntezy poniewaz etapy syntetyczne byty
wspélne dla wszystkich wybranych analogéw. Schemat S$ciezki syntetycznej zostat

przedstawiony na rysunku 24 (rozdziat 1.2, Wyniki i dyskusja).
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2.5.1. Ogélna procedura syntezy N-blokowanych
3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksan-1,3-diylo)purynorybozydéw

1 2a: %
R R'= =—=o0 R= N7
</N 7N /T
T/O o NTONTRY 2 i
>—TI R'= %'NHu\@ R*=  wwH

2C: 0
1—_p2_
: f R=R™= %NHK

Zablokowany na grupie egzoaminowej nukleozyd (1) (1 ekwiwalent) zawiesitem
w bezwodnej pirydynie i wysuszylem na wyparce prozniowej poprzez dwukrotne jej
wspotodparowanie. Do wysuszonej pochodnej (1) w pirydynie (5ml py/ 1mmol substratu)
dodatem kroplami 1,3-dichlorek 1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksanu (1,1 ekwiwalenta),
zawiesing mieszalem na mieszadle magnetycznym przez 3 godziny w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie roztwér stawat si¢ klarowny. Po tym czasie mieszaning
przerobitem z wodnym nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu (1:1, V/V), catos¢
ekstrahowalem trzema porcjami chlorku metylenu. Potagczong faz¢ organiczng suszylem
bezwodnym siarczanem sodu i odparowalem do powstania biatej piany. Wydajnos¢

wyniosta okoto 100%.

NZ2-(dimetyloaminometyleno)-3',5'"-O-(tetraizopropylodisiloksan-1,3-diylo)guanozyna
(2a).

IH NMR (400 MHz, dmso-ds), &, ppm: 11.34 (s, 1H, NH), 8.54 (s, 1H, CH dmm), 7.85 (s,
1H, H-8), 5.79 (d, Jun = 3.92 Hz, 1H, H1"), 5.68 (s, 1H, 2'OH), 4.36 (m, 2H, H3', H2"),
4.09-3.91 (m, 3H, HS’, H5", H4'), 3.14 (s, 3H, CH3 dmm), 3.02 (s, 3H, CH3 dmm), 0.99-
1.04 (m, 28H, (iPr)4);

13C NMR (100 MHz, dmso-ds), 8, ppm : 157.9, 157.5, 157.4, 149.3, 135.4, 119.7, 88.1,
81.0,73.8,69.7,60.7,17.3,17.1,17.1, 16.9, 16.8, 16.8, 16.7, 12.8, 12.4, 12.3, 12.0;
HRMS (ESI): obliczono dla C25HasNsO6Si> [M+H]" 581.2934; znaleziono 581.2932;
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N®-benzoilo-3’,5'-O-(tetraizopropylodisiloksan-1,3-diyl)adenozyna (2b)

IH NMR (400 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 11.24 (s, 1H, NH), 8.67 (s, 1H, H-2), 8.53 (s, 1H,
H8), 8.06 - 7.53 (5H, H-Ar), 6.01 (d, 1H, H1"), 5.68 (d, 1H, 2'OH), 4.84-4.81 (m, 1H, H2"),
4.65, (m, 1H, H3") 4.09-3.93 (m, 3H, H4’, H5’, H5"), 1.06 - 0.94 (m, 28H, (iPr)4);

13C NMR (100 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 165.7, 151.4, 150.5, 143.1, 133.4, 132.4, 128.5,
128.4, 128.2, 127.4, 126.0, 89.5, 81.0, 73.4, 69.9, 60.7, 54.9, 17.3, 17.2, 17.2, 17.1, 17.0,
16.9,16.8, 12.7, 12.4, 12.3, 12.1,

HRMS (ESI): obliczono dla C29Ha3Ns06Si> [M+H]" 614.2825; znaleziono 614.2831;

N?,Né-diacetylo-2-amino-3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksan-1,3-diyl)adenozyna (2c)

'H NMR (400 MHz, dmso-ds): 6 10.56 (s, 1H, NH), 10.30 (s, 1H, NH), 8.32 (s, 1H, H8),
5.89 (s, 1H, H1"), 5.59 (s, 1H, 2’OH), 4.55-4.50 (m, 2H, H2', H3"), 4.09-3.92 (m, 3H, H4’,
H5’, H5"), 2.31 (s, 3H, Ac CHa3), 2.22 (s, 3H, Ac CH3), 1.05-0.85 (m, (iPr)4);

13C NMR (176 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 169.9, 152.7, 152.4, 150.2, 141.3, 120.3, 89.1,
81.9,73.9,70.6, 61.5, 25.1, 25.0, 17.8, 17.7, 17.6, 17.6, 17.5, 17.4, 17.4, 13.2, 12.9, 12.7,
12.5;

HRMS (ESI): obliczono dla C26H44NsO7Si> [M-H] 607.2737; znaleziono 607.2747.
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2.5.2. Ogélna procedura syntezy N-blokowanych
3',5'-di-O-acetylo-2'-deoksy-2'-fluoropurynoarabinozydéw

3a: 1 , %,N_
R’ R'= ==o0 R*= _>N\

YO 3c:

wW pierwszym etapie a) N-blokowany purynowy nukleozyd
3',5'-O-(tetraizopropylodisiloksan-1,3-diylowy) (2) (1 ekwiwalent) rozpuscitem
w bezwodnym dichlorometanie (6ml DCM / 1mmol substratu) z dodatkiem pirydyny
(0,2ml py/ 1mmol substratu) i 4-dimetyloaminopyridiny (DMAP) (5 ekwiwalentow).
Mieszaning ochtodzitem w tazni lodowej w przeciaggu 30min, caty czas mieszajac.
Nastgpnie dodatem przez septe kroplami bezwodnik trifluorometylosulfonowy
(7 ekwiwalentow) w przeciggu 15 min. Po dodaniu bezwodnika pozwolitem mieszaninie
osiggna¢ temperature pokojowa i pozostawilem ja na 2 godziny az do zakonczenia reakcji.
Po tym czasie do reakcji dodalem wodny roztwoér wodorowegglanu sodu (1:1, V/V)
1 ekstrahowalem trzema porcjami chlorku metylenu. Fazy organiczne przemylem
nasyconym roztworem dwuzasadowego fosforanu sodu a nastgpnie wysuszylem
bezwodnym siarczanem sodu i odparowatem. W drugim etapie b) calg pozostalos¢
rozpuscitem w 1 molowym roztworze fluorowodorku trietyloaminy w pirydynie
(4 ekwiwalenty) 1 dodalem bezwodnik octowy (8 ekwiwalentow). Mieszaning
pozostawilem w zamknigtym plastikowym naczyniu na 2 godziny w temperaturze
pokojowej. Nastgpnie mieszaning przerobilem w ukladzie wodnym roztworu
wodoroweglanu sodu z chlorkiem metylenu, przemywajac warstwe wodng dwiema
porcjami chlorku metylenu. Faze organiczng wysuszyltem bezwodnym siarczanem sodu
i odparowatem do sucha. W ten sposob otrzymatem 3',5'-di-O-acetylo-2'-O-triflatowa
pochodng (2.2). W ostatnim kroku c¢) rozpu$citem otrzymang pochodng w bezwodnym
tetrahydrofuranie (5 ml THF / 1mmol) i dodatem 1 M roztwor fluorowodorku trietyloaminy

(7 ekwiwalentéw). Mieszaning w plastikowym pojemniku pozostawilem na 64 godziny
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w 37°C. Po tym czasie sygnal *®F NMR d = -74.57 ppm zanikl i jednoczesnie powstal
sygnat o przesunigciu -198.43 ppm, ktory pochodzit od produktu reakcji. Reakcje
zneutralizowatem wodnym roztworem weglanu sodu i ekstrahowatem trzema porcjami
chlorku metylenu. Fazg organiczng wysuszylem bezwodnym siarczanem sodu

1 odparowatem do sucha.

3',5'-di-O-acetylo-N?-(dimetylaminometyleno)-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna
(3a)

IH NMR (500 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 11.44 (s, 1H, NH), 8.62 (s, 1H, CH dmm), 7.87 (d,
1H, H8), 6.34 (dd, 1H, H1’, Jur = 15.18 Hz), 5.74 (m, 1H, H2', Jur = 19.30 Hz), 5.56 (m,
1H, H3’, Jur = -51.20 Hz), 4.41-4.23 (m, 3H, H5', H5", H4"), 3.18 (s, 3H, CH3 dmm), 3.05
(s, 3H, CHz dmm), 2.15 (s, 3H, CHz Ac), 2.03 (s, 3H, CH3 Ac);

13C NMR (125 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 170.6, 170.3, 158.5, 158.0, 150.1, 138.1, 119.7,
93.8,92.2,81.9,81.8, 77.8, 75.7, 75.5, 63.4, 41.1, 40.5-39.5, 35.2, 21.1, 20.9, 17.8, 13.1;
1F NMR (470 MHz, dmso-ds), 8, ppm: -198.43 (ddd, Jur = -51.58 Hz);

HRMS (ESI): obliczono dla C17H2:FNeOs [M+H]" 425.1579; znaleziono 425.1573;

3',5'-di-O-acetylo-N®-benzoilo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoadenozyna (3b)

IH NMR (500 MHz, dmso-ds), 5, ppm: 11.27 (s, 1H, NH), 8.81 (s, 1H, H2), 8.56 (s, 1H,
H8), 8.06-7.54 (5H, H-Ar), 6.64 (dd, 1H, H1’, Jur = 15.18 Hz), 5.71-5.57 (m, 2H), 4.44-
4.33 (m, 3H), 2.16 (s, 3H, CH3 Ac), 2.05 (s, 3H, CHz Ac);

13C NMR (125 MHz, dmso-ds), &, ppm: 170.2, 169.6, 152.0, 151.9, 150.6, 143.2, 143.2,
133.2, 132.5, 128.5, 128.5, 93.7, 91.8, 82.0, 81.8, 78.2, 78.1, 75.4, 75.1, 63.0, 20.6, 20.5;
18 NMR (470 MHz, dmso-ds), 8, ppm: -197.90 (ddd, Jur = -51.74 Hz);

HRMS (ESI): obliczono dla C21H20FNsOs [M+H]" 458.1470; znaleziono 458.1453;

N?,Né-diacetylo-3,5'-di-O-acetylo-2-amino-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoadenozyna (3c)

'H NMR (500 MHz, dmso-dg), 8, ppm: 10.43 (s, 1H, NH), 8.36 (s, 1H, H8), 6.44 (dd, 1H,
H1', Jur = 16.73 Hz, Jun = 3.96 Hz), 5.65-5.51 (m, 2H), 4.41-4.32 (m, 4H), 2.32 (s, 3H,
NAc CHa), 2.23 (s, 3H, NAc CHz), 2.14 (s, 3H, OAc CHj3), 2.04 (s, 3H, OAc CHa);

13C NMR (125 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 170.7, 169.9, 152.9, 152.8, 142.4, 119.5, 94.0,
92.5,82.2,82.1,78.8,75.9, 75.7, 63.6, 25.1, 25.1, 21.1, 21.0, 21.0, 20.7, 19.0, 17.8, 13.1,
1F NMR (470 MHz, dmso-ds), 5, ppm: -197.75 (ddd, Jur = -50.92 Hz);

HRMS (ESI): obliczono dla C1sH21FNsO7 [M+H]* 453.1529; znaleziono 453.1514.
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2.5.3. Synteza 2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyny

0

|
N NH
¢ |
N NA\NH2

HO o
F

OH

Pochodng (3a) rozpuscitem w metanolu (5 ml/ Immol substratu) i dodatem roztwor
25% amoniaku w wodzie (5 ml / Immol substratu). Mieszaning reakcyjng zamknatem w
szczelnym naczyniu i pozostawilem na 16 godzin w 55°C. Po tym czasie mieszaning
ochtodzitem w -20°C przez 30 minut, a nastgpnie odparowatem dwukrotnie do sucha

z izopropanolem. Wydajnos¢ ostatnich etapow syntezy wyniosta okoto 60%.
2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna (4a)

'H NMR (500 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 10.94 (s, 1H, NH), 7.77 (s, 1H, H8), 6.65 (s, 1H),
6.13 (dd, 1H, H1', Jur = 16.19 Hz), 5.10 (m, 2H, H2', Jur =-52.45 Hz, 2'0OH), 4.36 (dt, 1H,
H3'), 3.80 (m, 1H, H4"), 3.40 (m, 2H, H5', H5");

13C NMR (176 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 172.0, 157.1, 154.5, 151.3, 136.3, 136.2, 116.4,
96.1, 95.0,84.1, 84.1, 81.7, 81.6, 73.2, 73.1, 60.9, 40.3-39.6, 23.0;

F NMR (376 MHz, dmso-ds), 5, ppm: -198.09 (ddd, 1F, Jur = -52.40 Hz);

HRMS (ESI): obliczono dla C10H12FNsO4 [M+H]* 286.0946; znaleziono 286.0941.
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2.5.4. Synteza 8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyny

o}

Br—</N\ NH
o N NA\NH2

F

HO

OH

Pochodng (4a) zawiesitem w wodzie 1 intensywnie mieszatem. Kroplami
dodawalem $wiezo przygotowang wode bromowa (5 mmoli bromu / 1 ml wody), az do
momentu, w ktérym ustgpitlo odbarwianie si¢ roztworu. Bialy osad produktu (4d)
odsaczytem 1 przemylem dwa razy zimng woda oraz zimnym acetonem. Osad suszytem na

powietrzu. Wydajno$¢ po osuszeniu wyniosta 72%.
8-bromo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna (4d)

IH NMR (500 MHz, dmso-de), 5, ppm: 10.83 (s, 1H, NH), 6.52 (s, 1H, 2'OH), 6.27 (dd,
1H, H1', Jur = 16.19 Hz), 5.23 (dt, 1H, H2', Jur = -52.45 Hz), 4.68 (dt, 1H, H3'), 3.78-3.71
(m, 3H, H4', H5', H5");

13C NMR (125 MHz, dmso-ds), 3, ppm: 155.5, 153.6, 152.4,119.7, 117.0, 97.4, 95.5, 82.2,
82.1,82.1, 81.9, 73.6, 73.4, 61.5;

19F NMR (376 MHz, dmso-ds), 8, ppm: -197.05 (ddd, Jur = -54.17 Hz);

HRMS (ESI): obliczono dla C10H11BrFNsO4 [M+H]" 364.0051; znaleziono 364.0055.

Krystalizacja 8-bromo-2'-deoksy-2’-fluoroarabinoguanozyny (4d)

Otrzymany zwigzek zostal rozpuszczony w wodzie w temperaturze okoto 80°C
1 pozostawiony do krystalizacji w temperaturze pokojowej. Po uptywie siedmiu dni w
roztworze pojawily si¢ bezbarwne krysztaly o pokroju igiel. Strukture krystaliczng
otrzymanych krysztatow okreslita dr Agnieszka Czapik z Zaktadu Stereochemii

Organicznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.
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Tabela K1. Wybrane dane krystalograficzne oraz informacje dotyczace
rentgenowskiej analizy strukturalnej.

obserwowanych [1 > 26(1)]

Uktad krystalograficzny, | rombowy,

grupa przestrzenna P212:12;

a[A] 5.24343 (9)

b [A] 12.9845 (2)

c[A] 18.3755 (3)

V [A3] 1251.07 (4)
Liczba refleksow

zmierzonych, 8033, 2289, 2194
niezaleznych,

R[F? > 25(F?)], wR(F?), S

0.022, 0.055, 1.07

Parametr Flacka

-0.049 (10)

Rysunek K1. Struktura czasteczki 8-bromo-2'-deoksy-2’-fluoroarabinoguanozyny
w Krysztale.

Tabela K2. Wartosci katow torsyjnych w czasteczce 4d w krysztale.

0o 01 02

03

04

X

26.2 (3) | -24.8 (3)

14.1 (4)

3.0(3)

-19.0 (3)

59.3 (4)
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2.5.5. Ogélna procedura blokowania grupy egzoaminowej N? puryn
0 oa:
R3_</N N
R A

F

R3: e H
HO N—
| 5d:

R3= wwwBr
OH

Odblokowany nukleozyd (4a) lub (4d) odparowatem dwukrotnie z metanolem.
Nastepnie substrat zawiesitem w metanolu (5 ml / 1 mmol) i dodatem acetal dimetylowy
N,N-dimetyloformamidu (5 ekwiwalentow). Zawiesing mieszalem przez 6 godzin
w temperaturze 50°C. Bialy osad produktu (5a) lub (5d) odsaczylem i suszylem na

powietrzu.
NZ2-(dimethylaminometyleno)-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna (5a)

'H NMR (500 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 8.59 (s, 1H, CH dmm), 7.89 (d, 1H, H8), 6.29 (dd,
1H, H1', Jur = 15.69 Hz), 5.16 (dt, 1H, H2', Jur = -52.55 Hz), 4.41 (dt, 1H, H3', Jur = 19.11
Hz), 4.09 (m, 1H, H4"), 3.63 (m, 2H, H5’, H5"), 3.16 (s, 3H, CHz dmm), 3.03 (s, 3H, CH3
dmm);

13C NMR (125 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 162.8, 151.7, 135.2, 116.7, 96.5, 95.0, 84.0, 84.0,
81.7,81.5,73.4,73.2,61.0, 36.3, 31.2;

19F NMR (376 MHz, dmso-ds), 8, ppm: -197.27 (ddd, Jue = -52.45 Hz);

HRMS (ESI): obliczone dla C13H17FNeO4 [M+H]" 341.1368; znaleziono 341.1366;

NZ2-(dimethylaminomethyleno)- 8-bromo-2'-deoxy-2'-fluoroarabinoguanosine (5d)

'H NMR (500 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 11.51 (s, 1H, NH), 8.60 (s, 1H, CH dmm), 6.39
(dd, 1H, H-1", Ju-H = 6.70 Hz, Ju-r = 9.40 Hz), 5.93 (s, 1H, 3’-OH) 5.30 (dt, 1H, H-2", Jno-F
= -54.68 Hz), 4.89 (m, 1H, H-3"), 4.77 (m, 1H, H-4"), 3.72 (m, 3H, H-5', H5", 5'-OH), 3.16
(s, 3H, CHsz dmm), 3.04 (s, 3H, CHs dmm);

13C NMR (125 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 158.9, 158.6, 158.0, 157.8, 157.3, 156.9, 156.9,
151.8, 151.7, 121.8, 120.3, 97.5, 96.0, 82.5, 82.3, 81.8, 81.7, 76.8, 75.3, 73.7, 73.5, 61.2,
41.3- 394, 35.1, 35.1;

19F NMR (470 MHz, dmso-ds), 8, ppm: -197.13 (ddd, 1F, Jio- = -55.17 Hz);

HRMS (ESI): obliczone dla C13H16BrFNeO4 [M+H]* 419.0473; znaleziono 419.0463.
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2.5.6. Selektywne odblokowanie  grup  hydroksylowych  N-blokowanych
5',3'-di-O-acetylo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinozydéw puryn

R 5b: O
<}“ i R'= %NHM\© R%=
Ho— o N NA\R2
F 5C: gy 0
OH %NH“\

N®-benzoilo-2’-deoksy-2'-fluoroarabinoadenozyna

Produkt poprzedniej reakcji (3b) rozpuscitem w metanolu z 5% trietyloaminy (5 ml
/ 1 mmol substratu). Mieszaning reakcyjng pozostawilem na 2 godziny w temperaturze

pokojowej. Mieszaning odparowatem na wyparce proézniowej. Wydajnos¢ wyniosta 59%.

N¢-benzoilo-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoadenozyna (5b)

'H NMR (500 MHz dmso-dg), 8, ppm: 11.25 (s, 1H, NH), 8.77, 8.60, 8.06-7.54 (m, Bz-
Ar), 6.57 (dd, 1H, Jui-F = 13.5 Hz, Jur-n2 = 4.70 Hz), 6.02 (d, 3'-OH), 5.32 (dt, 1H, H-2,
Jio-F = -52.64 Hz), 4.52-4.48 (m, 1H, H-3"), 3.91-3.88 (m, 1H, H-4"), 3.74-3.64 (m, 2H, H-
5", H-5");

13C NMR (125 MHz dmso-ds), 8, ppm: 167.9, 165.7, 158.1, 152.0, 150.5, 144.8, 143.0,
143.0, 135.5, 135.4, 134.3, 133.3, 132.5, 131.2, 129.7, 129.7, 128.6, 128.5, 128.3, 128.3,
128.2, 127.8, 127.7, 127.5, 126.7, 125.1, 113.1, 113.2, 96.2, 94.6, 85.5, 81.7, 81.6, 81.6,
81.5, 73.6, 73.4, 63.4, 55.0, 39.5;

F NMR (470 MHz, dmso-ds), 8, ppm: -197.70 (ddd, 1F, Ju.r = 16.64 Hz, Juz-F = -50.34
Hz);

HRMS (ESI): obliczone dla C17H16FNsO04 [M+H]* 374.1259; znalezione 374.1252.

NZ2,Né-diacetylo-2-amino-2’-deoksy-2'-fluoroarabinoadenozyna

Produkt poprzedniej reakcji (3c) rozpuscitem w etanolu (5 ml/ Immol substratu),
a nastepnie ochtodzitem w tazni lodowej. Po 15 minutach dodatem 2M wodorotlenku sodu
(5 ml/ Immol). Po 10 minutach mieszaning zneutralizowatem na pirydyniowej formie
zywicy DOWEX 50 (10 ml/ 1 mmol). Zywice przemylem wodg i caly roztwoér

odparowatem do sucha. Wydajno$¢ wyniosta 42%.
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N?,N8-diacetylo-2-amino-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoadenozyna (5c).

'H NMR (400 MHz, dmso-ds), 5, ppm: 10.60, 10.41 (2xs, 2H, NH), 8.40 (1H, H-8) , 6.38
(dd, 1H, H-1", Jur-F= 14.38 Hz, Jur-n2 = 4.36 Hz), 6.00 (d, 1H, 3'-OH), 5.27 (dt, 1H, H-2',
JuF=-52.51 Hz), 5.08 (m, 1H, H-3"), 4.53-4.49 (m, 1H, H-4'), 3.87-3.67 (m, 3H, 5'-OH,
H-5', H-5"), 2.32 (s, 3H, Ac CHz3), 2.23 (s, 3H, Ac CH3);

13C NMR (100 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 170.6, 170.0, 150.3, 119.5, 94.0, 92.5, 82.2, 82.1,
78.8,75.9, 75.7, 63.6, 40.4-39.4, 21.1, 21.0;

1%F NMR (376 MHz, dmso-ds): & -198.05 (ddd, 1F, Jr-u2 = -52.10 Hz, Jr.+ = 16.09 Hz);
HRMS (ESI): obliczone dla C14H17FNeOs [M+H]* 369.1317; znalezione 369.1318.
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2.6.  Ogélna procedura syntezy amidofosforynéw nukleozydow

2.6.1. Funkcjonalizacja grupy 5'-hydroksylowej blokadg 4,4'-dimetoksytrytylowa

6a: %,

R1= =0 R2= N= R3= wwwH

o 6b: o)

1 :
O i R'= '”’”NHM\© R?*=R%=  wwwH
L</

\

Q bc: 1 2 O 3
\/a/ RI=R?= I R= e

3_

R'= ==0 R2= N=\  R’= wwer

Substrat (5) odparowatem dwukrotnie z bezwodng pirydyna w celu usunigcia
resztek wody. Nastepnie zwigzek (5) rozpuscitem w pirydynie (5 ml / 1 mmol substratu).
Do mieszaniny dodawatem porcjami chlorek 4,4'-dimetoksytrytylu (1.1 ekwiwalenta)
1 mieszatem cato$¢ przez 3 godziny. Po zakonczeniu reakcji do roztworu dodawalem
wodny roztwor wodoroweglanu sodu 1 ekstrahowatem trzema porcjami chlorku metylenu.
Fazg¢ organiczng suszytem bezwodnym siarczanem sodu i odparowatem do sucha. Produkt
oczys$cilem na kolumnie silikazelowej stosujac jako eluent chlorek metylenu z gradientem

stezenia metanolu 0-7%. Wydajnosci wyniosty: (6a) 71%, (6b) 70%, (6¢) 73%, (6d) 70%.

5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)-N2-(dimetylaminometyleno)-2'-deoksy-2"-

fluoroarabinoguanozyna (6a)

'H NMR (500 MHz, dmso-ds), 5, ppm: 11.37 (s, 1H, NH), 8.53 (s, 1H, CH dmm), 7.92 (d,
1H, H8), 7.74-6.83 (Ar-DMT), 6.84 (dd, 1H, H1', Jur = 16.39 Hz), 6.12 (s, 1H, 3'OH), 5.19
(dt, 1H, H2', Jur = -52.19 Hz), 4.43 (m, 1H, H3"), 3.99 (m, 1H, H4"), 3.71 (s, 6H, CHs-
DMT), 3.32-3.20 (m, 2H, H5', H5"), 3.10 (s, 3H, CHs dmm), 3.04 (s, 3H, CHs dmm);

13C NMR (125 MHz, dmso-ds), 5, ppm: 163.0, 158.6, 158.1, 158.0, 150.3, 145.2, 137.6,
137.6, 135.9, 135.8, 130.1, 128.3, 128.1, 127.2, 119.3, 113.6, 96.4, 94.9, 86.0, 82.2, 82.1,
81.6, 81.5,74.3, 74.1, 63.8, 55.5, 41.2, 40.2, 40.1, 40.0, 39.9, 39.8, 39.7, 39.6, 39.4, 39.2,
36.3,35.2, 31.3;

F NMR (470 MHz, dmso-ds), 5, ppm: -197.28 (ddd, Jur = -53.34 Hz);
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HRMS (ESI): obliczono dla CssHssFNeOs [M+H]" 643.2675; znaleziono 643.2676;
Ne-benzoilo-5'-0-(4,4'-dimetoksytrytylo)-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoadenozyna (6b)

'H NMR (500 MHz dmso-ds), 8, ppm: 11.27 (s, 1H, NH), 8.03-6.83 (m, Bz-Ar, DMT-Ar),
6.61 (dd, 1H, Jur = 13.9 Hz), 6.04 (d, 3'OH), 5.32 (dt, 1H, H2', Jur =-52.44 Hz), 4.57-4.51
(m, 1H, H3"), 4.07 (m, 1H, H4"), 3.72 (s, 6H, CH3-DMT), 3.41-3.37, 3.28-3.26 (m, 2H, H5',
H5");

13C NMR (125 MHz dmso-ds), &, ppm: 167.9, 165.7, 158.1, 151.9, 150.5, 144.7, 142.9,
135.5, 135.4, 134.3, 133.3, 132.5, 131.2, 129.7, 129.7, 128.5, 128.5, 128.3, 128.2, 127.8,
127.7,127.4, 126.7, 125.1, 113.2, 96.3, 94.4, 85.6, 81.7, 81.7, 81.5, 73.7, 73.5, 63.4, 55.0,
39.5;

1F NMR (470 MHz, dmso-ds), 5, ppm: -197.68 (ddd, Jur = -53.14 Hz);

HRMS (ESI): obliczone dla CssHz:FNsOg [M+H]" 676.2566; znaleziono 676.2572;

N?2,N8-diacetylo-2-amino-5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-2'-deoksy-2'-

fluoroarabinoadenozyna (6c)

IH NMR (400 MHz, dmso-de), 8, ppm: 10.60, 10.35 (2xs, 2H, NH), 8.22 (1H, H8),
7.38-6.79 (m, 9H, Ar-DMT), 6.43 (dd, 1H, H1’, Jur = 13.36 Hz), 5.96 (d, 1H, 3'OH), 5.27
(dt, 1H, H2', Jur = -52.47 Hz), 4.65 (m, 1H, H3"), 4.04 (m, 1H, H4"), 3.72 (s, 6H, CHs-
DMT), 3.48-3.44, 3.24-3.21 (m, 2H, H5’, H5"), 2.32 (s, 3H, Ac CH3), 2.20 (s, 3H, Ac CH3);
13C NMR (100 MHz, dmso-ds), 5, ppm: 162.8, 158.4, 157.9, 157.8, 150.1, 145.0, 135.7,
135.7, 129.9, 128.1, 127.9, 127.0, 119.1, 113.4, 96.2, 94.7, 85.8, 82.0, 81.9, 81.4, 81.3,
74.1,73.9, 63.6, 55.3, 41.0-39.0, 36.1, 35.0, 31.1;

19F NMR (376 MHz, dmso-ds): & -198.05 (ddd, Jur = -52.10 Hz);

HRMS (ESI): obliczone dla CssHzsFNsO7 [M+H]" 671.2624; znaleziono 671.2634;

8-bromo-5'-O-(4,4'-dimetoksytrytylo)-N?-(dimetylaminometyleno)-2'-deoksy-2"'-
fluoroarabinoguanozyna (6d)

'H NMR (400 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 11.54 (s, 1H, NH), 8.23 (s, 1H, CH dmm ),
7.35-6.77 (m, Ar-DMT), 6.48 (dd, 1H, H1', Jur = 10.42 Hz), 5.97 (s, 1H, 3'OH), 5.34 (dt,

1H, H2'), 4.72-4.65 (m, 1H, H3'), 3.96 (m, 1H, H4"), 3.72 (s, 6H, CHs-DMT), 3.55 (m, 1H,
H5"), 3.24-3.17 (m, 1H, H5"), 3.00 (s, 3H, CHs dmm), 2.98 (s, 3H, CHz dmm);
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13C NMR (100 MHz, dmso-ds), 8, ppm: 158.5, 158.4, 158.0, 157.5, 156.8, 151.5, 145.2,
135.9,135.8,130.1, 130.0, 128.2, 128.1, 127.1, 121.8, 120.5, 113.5, 113.5, 97.4, 95.8, 85.9,
82.2,82.1,79.9,79.8, 74.5, 74.4, 64.2, 55.5, 55.5, 49.1, 41.2, 40.6-39.5, 35.1;

19F NMR (376 MHz, dmso-de): & -197.31 (ddd, Jur = -52.28 Hz);

HRMS (ESI): obliczone dla C3sH34BrFNsOs [M+H]" 721.1780; znaleziono 721.1773.
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2.6.2. Synteza blokowanych amidofosforynéw nukleozydéw
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Blokowany nukleozyd (6) (1 ekwiwalent) oraz tetrazol (1 ekwiwalent) suszylem
przez 8 godzin pod pr6znig. Nastgpnie substraty rozpuscilem w bezwodnym acetonitrylu
(5 ml/ 1 mmol substratu) i dodatem N,N,N’,N'-tetraizopropylofosforynoamid 2-cyjanoetylu
(1,1 ekwiwalenta). Mieszaning mieszatem przez 10 godzin na mieszadle magnetycznym.
Po zajsciu reakcji dodatem do mieszaniny reakcyjnej wodny roztwor wodoroweglanu
1 chlorek metylenu z dodatkiem 1% trietyloaminy i ekstrahowalem fazg¢ wodng dwukrotnie
chlorkiem metylenu. Potaczone fazy organiczne wysuszytem bezwodnym siarczanem sodu
1 odparowatem. Produkt (7) oczy$cilem na kolumnie silikazelowej. Jako eluentu uzylem
heksanu z gradientem octanu etylu (do 90% octanu etylu) z 1% trietyloaminy. Oczyszczony
amidofosforyn liofilizowalem z benzenu. Wydajnosci wyniosty: (7a) 86%, (7b) 80%,
(7c) 85%, (7d) 90%.

3'"-O-[2-cyjanoetoksy(diizopropylamino)fosfino]-5'-O-(dimetoksytrytylo)-N2-
(dimetylaminometyleno)-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna (7a)

IH NMR (400 MHz, CD3CN-d3), 8, ppm: 9.49 (s, 1H, NH), 8.60 (s, 1H, CH dmm), 7.70
(s, 1H, H8), 7.47-6.84 (13H, Ar-DMT), 6.34 (dd, 1H, H1'), 5.23 (m, 1H, H2'), 4.80-4.65
(m, 1H, H3'), 4.15 (m, 1H, H4"),3.76 (s, 6H, CHs-DMT), 3.67-3.60 (m, 4H, O-CH2 CEO,
2x CH iPr), 3.40-3.36 (m, 2H, H5', H5"), 3.10 (s, 3H, CHz dmm), 3.05 (s, 3H, CHs dmm),
2.62 (t, 1H, CH, CEO), 2.52 (t, 1H, CH2 CEO), 1.18-1.07 (13H, CH3 iPr);

13C NMR (100 MHz, CD3CN-ds), 8, ppm: 159.7, 159.3, 159.3, 158.8, 158.7, 158.6, 151.3,
151.2, 146.0, 145.9, 138.1, 138.1, 138.0, 138.0, 136.7, 136.7, 131.0, 131.0, 130.9, 129.3,
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129.0,128.9, 128.8, 127.9, 127.9, 120.4,120.4, 119.4, 119.3, 118.3, 114.1, 96.7, 96.6, 96.6,
96.6,94.8,94.7,94.7,94.7, 87.1, 87.1, 83.2, 83.1, 83.1, 83.0, 82.9, 82.9, 82.8, 82.8, 82.7,
77.8,77.6,715,77.3,77.0,76.8, 76.7, 76.6, 63.9, 63.7, 59.9, 59.8, 59.8, 59.6, 59.2, 59.1,
55.9,55.9,46.0,45.9, 44.3,44.2, 44.2, 44.1, 41.7, 35.3, 24.9, 24.9, 24.9, 24.8, 24.8, 24.7,
23.2,23.1,23.1, 23.1, 21.0, 20.9, 20.9, 20.9, 20.6, 20.5, 1.3;

19F NMR (470 MHz, CD3CN-ds), 5, ppm: -197.17 (dddd, JuF = -52.46 Hz, JuF = 18.83 Hz,
Jpr = 78,49 Hz);

3P NMR (162 MHz CD3CN-d3): 8, ppm: 151.27, 150.82;

HRMS (ESI): obliczono dla Ca3Hs2FNgO7P [M+H]* 843.3753; znaleziono 843.3741,;

N®é-benzoilo-3'-O-[2-cyjanoetoksy(diizopropylamino)fosfino]-5'-O-(dimetoksytrytylo)-

2'-deoksy-2'-fluoroarabinoadenozyna (7b)

!H NMR (500 MHz, CD3CN-d3), 8, ppm: 9.51 (s, 1H, NH), 8.67-8.66 (1H, H2), 8.29-8.27
(1H, H8), 8.03-6.85 (18H, Bz-Ar, DMT-Ar), 6.61-6.57 (m, 1H, H1’), 5.47-5.32 (m, 1H,
H2'), 4.93-4.82 (m, 1H, H3'), 4.27-4.25 (m, 1H, H4"), 4.14-3.63 (m, 4H, H5', H5"), 3.77 (s,
6H, CH3-DMT), 2.66 (t, 1H, CH, CEO), 2.56 (t, 1H, CH, CEO), 1.26-1.07 (13H, CH3 iPr);
13C NMR (125 MHz, CD3CN-ds), 8, ppm: 159.3, 159.3, 145.5, 145.5, 143.2, 136.3, 136.3,
136.3, 133.1, 130.6, 129.2, 128.7, 128.4, 117.9, 113.6, 96.2, 96.2, 96.1, 94.7, 94.7, 94.5,
86.8, 83.2, 83.0, 82.9, 82.8, 82.7, 82.5, 77.1, 77.0, 76.9, 76.8, 76.3, 76.2, 76.1, 76.0, 63.5,
63.3, 59.5, 59.4, 59.3, 59.2, 55.5, 55.5, 45.6, 45.5, 43.8, 43.8, 43.7, 43.7, 24.5, 24.4, 24.4,
24.4,24.4,24.3,22.8,22.7,22.7,22.7, 20.6, 20.5, 20.5, 1.4, 1.2, 1.1-0.4;

19F NMR (470 MHz, CD3CN-d3), 8, ppm: -197.12 (dddd, 1F, Jur = -51.78 Hz, Jur = 17.52
Hz, Jpr = 96,71 Hz);

3P NMR (202 MHz, CD3CN-ds), 3, ppm: 151.03, 150.95;

HRMS (ESI): obliczono dla Ca3Hs2FNgO7P [M+H]* 876.3655; znaleziono 876.3641;

N?,Né-diacetylo-2-amino-3'-O-[2-cyjanoetoksy(diizopropylamino)fosfino]-5'-O-

(dimetoksytrytylo)-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoadenozyna (7c)

IH NMR (400 MHz, CDsCN-d3), &, ppm: 8.74, 8.64 (2xs, 2H, NH), 8.07 (m, 1H, HS),
7.43-6.78 (14H, Ar-DMT), 6.41-6.36 (m, 1H, H1’), 5.43-5.25 (m, 1H, H2"), 5.01-4.83 (m,
1H, H3"), 4.19 (m, 1H, H4'), 4.14-3.80 (m, 2H, H5’, H5"), 3.74 (s, 6H, CHs-DMT), 3.68-
3.37 (M, 4H, O-CH, CEO, 2x CH iPr), 3.37 (m, 2H, H5', H5"), 2.75 (t, 1H, CH2 CEO),
2.63 (t, 1H, CH, CEO), 2.31 (1H, CHs Ac), 2.16 (1H, CHs Ac), 1.24-1.07 (12H, CHs iPr);
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13C NMR (100 MHz, CD3CN-ds3), 8, ppm: 171.0, 159.6, 159.6, 159.6, 153.0, 150.6, 146.0,
136.8, 136.7, 136.7, 136.7, 131.1, 131.0, 130.9, 129.0, 128.9, 128.7, 127.8, 119.3, 118.3,
113.9, 87.1, 83.6, 83.4, 83.3, 83.2, 83.1, 64.1, 59.7, 59.7, 59.6, 59.5, 59.1, 59.1, 55.8, 45.9,
44.2,44.2,44.1, 44.1, 25.8, 25.3, 24.9, 24.8, 24.8, 24.8, 24.7, 24.7, 23.1, 23.1, 23.1, 23.1,
209,1.9,1.7,15,1.3,1.1,0.9,0.7;

F NMR (376 MHz, CD3CN-d3), 8, ppm: -197.79 - -198.16 (m);

3P NMR (162 MHz, CD3CN-ds), 8, ppm: 151.12, 150.96;

HRMS (ESI): obliczono dla Cs3Hs2FNgO7P [M+H]* 871.3703; znaleziono 871.3711;

8-bromo-3'-O-[2-cyjanoetoksy(diizopropylamino)fosfino]-5'-O-(dimetoksytrytylo)-N2-
(dimetylaminometyleno)-2'-deoksy-2'-fluoroarabinoguanozyna (7d)

'H NMR (500 MHz CD3CN-d3), 8, ppm: 9.77 (s, 1H, NH), 7.41-6.72 (14H, Ar-DMT),
6.52-6.47 (m, 1H, H1’), 5.51-5.35 (m, 1H, H2’), 5.25-5.02 (m, 1H, H3"), 4.15 (m, 1H,
H4"),3.75 (s, 6H, CH3-DMT), 3.72-3.50 (m, 4H, O-CH> CEO, 2x CH iPr), 3.37 (m, 2H,
H5’, H5"), 3.09 (s, 3H, CH3 dmm), 3.04 (s, 3H, CHz dmm), 2.62 (t, 1H, CH> CEO), 2.52
(t, 1H, CH> CEO), 1.18-1.07 (12H, CH3 iPr);

13C NMR (400 MHz, CD3CN-ds), 8, ppm: 159.6, 159.5, 158.6, 158.5, 158.1, 158.0, 157.5,
152.5, 152.5, 146.0, 145.9, 136.7, 136.6, 136.5, 136.5, 131.0, 130.9, 130.8, 129.3, 128.9,
128.8, 128.8, 128.7, 127.8, 127.7, 122.6, 121.6, 119.3, 119.2, 118.3, 114.0, 114.0, 96.8,
95.3, 87.1, 87.0, 83.7, 83.5, 83.4, 83.3, 80.2, 80.1, 80.1, 80.1, 77.3, 77.2, 77.0, 64.6, 64.3,
60.0, 59.9, 59.6, 59.4, 55.9, 55.9, 44.4, 44.3, 44.2, 44.1, 41.8, 41.8, 35.4, 24.9, 24.8, 24.5,
24.5,20.9,208,18,1.6,1.5,1.3,1.1, 1.0, 0.8;

1F NMR (470 MHz, CD3CN-d3), 8, ppm: -197.77 - -197.97 (m);

3P NMR (202 MHz, CD3sCN-ds), 8, ppm: 152.21, 151.22;

HRMS (ESI): obliczono dla [M+H]+ 921.2858; znaleziono 921.2865.
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2.7.  Synteza oligonukleotydow

Oligorybonukleotydy wykorzystane w badaniach syntezowalem na aparacie
MerMade 12 na podtozu statym CPG (ang. controled pore glass) z zastosowaniem metody
amidofosforynowej. Dostepne handlowo amidofosforyny RNA i DNA oraz przygotowane
w Zakladzie Chemii i Biologii Strukturalnej Kwasow Nukleinowych amidofosforyny
modyfikowanych nukleozydéw zawieraty klasyczne grupy blokujace (zasadolabilne,
2-cyjanoetylowg). Grupy 2'-hydroksylowe amidofosforynow RNA zawieraty blokade
tert-butylodimetylosililowa.

2.7.1. Standardowa procedura odblokowania i oczyszczania trytyl-OFF

Do podtoza z przytaczonym oligorybonukleotydem dodatem 0,5 ml etanolu i 1,5 ml
30% roztworu wodnego amoniaku. Calo$¢ inkubowatem w temperaturze 55°C przez 16
godzin. Probki nastgpnie schtadzatem w -20°C przez 20 minut, a roztwor oddzielatem od
podtoza poprzez filtrowanie i dwukrotne przemycie ztoza 0,5 ml wody, przesacz
odparowatem do sucha. Do suchych probek dodatem 30 pl N,N-dimetyloformamidu
1 270 pl trifluorowodorku trietyloamoniowy. Mieszaning inkubowatem przez 2 godziny
w temperaturze 55°C. Po tym czasie dodatem do probek 4 ml n-butanolu i stracatem przez
godzing w temperaturze -20°C. Po stragcaniu zawiesing wirowatem 10 minut
w temperaturze 4°C przy 7000 rpm, supernatant oddzielitem, a osad osuszylem pod
proznia. W kolejnym etapie odblokowane oligorybonukleotydy odsalalem na
kolumienkach zawierajacych silanizowane podioze C18 (Sep-pak®). Kolumienki byty
przemyte przed nalozeniem oligorybonukleotydow kolejno: 10 ml metanolu, 10 ml
acetonitrylu 1 10 ml 10 mM roztworu wodoroweglanu amonu. Nastgpnie osady
oligorybonukleotydéw byly rozpuszczane w 10 ml 10 mM roztworu wodoroweglanu
amonu 1 cato$¢ byla nanoszona na przygotowang kolumienke. Roztwory byly zbierane
w trzech frakcjach. Pierwsza podczas naktadania na kolumienke, druga po przemyciu
kolumienki 10 ml 10 mM roztworu wodoroweglanu amonu i trzecia — frakcja po przemyciu
kolumienki 5 ml 30% wodnego roztworu acetonitrylu zawierajagca odsolony
oligorybonukleotyd. Kazda z frakcji sprawdzano na obecno$¢ oligorybonukleotydéw na
ptytce TLC lub Nanodropie. Frakcje zawierajaca oligorybonukleotyd (trzecig frakcje)
odparowano do sucha.
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2.7.2. Standardowa procedura odblokowania i oczyszczania trytyl-ON

Oligorybonukleotydy zsyntetyzowane metoda trytyl-ON byly oczyszczane
1 odblokowywane wedlug standardowej procedury Glen-Pak®. Do podtoza
z przytaczonym oligorybonukleotydem dodatem 2 ml AMA (ang. amonia methylamine,
30% roztwor wodny amoniaku/ 40% roztwor wodny metyloaminy, v/v, 1/1) i inkubowatem
roztwor w temperaturze 65°C przez 10 min. Prébki nastepnie schtadzatem w -20°C przez
20 minut, a roztwor oddzielatem od podtoza poprzez filtrowanie i dwukrotne przemycie
ztoza 0,5 ml wody, przesacz odparowatem do sucha. Do suchych probek dodatem 115 pl
DMF, po rozpuszczeniu si¢ osadu dodatem 60 pl trietyloaminy, a nastepnie 75 ul
trifluorowodorku trietyloamoniowy. Mieszaning inkubowalem w 65°C przez 2 godziny. Po
tym czasie do roztworu dodalem 1,75 ml Quenching Buffer. Powstaly roztwor
z oligomerem nanositem na przemytg wczesniej kolumienke Glen-Pak RNA-trytyl-ON.
Kolumienkg przed naniesieniem roztworu z oligomerem przemywatem 0,5 ml acetonitrylu
i 1 ml 2 M octanu trietyloamoniowego. Po naniesieniu oligonukleotydu w roztworze na
kolumienk¢ do oczyszczania metoda trytyl-ON, przemylem kolumienk¢ 1 ml roztworu
2 M octanu trimetyloamoniowego z 10% acetonitrylu, a nastgpnie 1 ml wody. W kolejnym
kroku kolumienk¢ przemytem 2 ml 2% roztworu kwasu trifluorooctowego 1 2 ml wody.
Oczyszczony oligonukleotyd wymylem z kolumienki 1 ml 1 M wodoroweglanu amonu

z 30% acetonitrylu.

2.7.3. Rozdzial oligonukleotydéw po odblokowaniu

Kroétkie oligonukleotydy (ponizej 20 nukleotydow) rozdzielalem na ptytach TLC.
Suchg probke oligonukleotydu rozpuszczatem w 120 pl wody i1 naktadatem na ptytki TLC
(20x10 cm) w celu oczyszczenia zwigzkow. Faza rozwijajaca miata nastepujacy sktad: 55%
n-propanolu, 35% 25% roztworu amoniaku, 10% wody. Prazki zawierajace
oligorybnonukleotydy byly wizualizowane z uzyciem lampy UV2s4 1 wyskrobane z ptytki.
Silikazel z oczyszczanym oligonukleotydem eluowatem trzy razy 3 ml wody, a potaczone
frakcje odparowywalem. Wysuszone probki rozpuszczatem w 200 pl wody i1 przenositem
je do probdéwek na 1,5 ml, nastepnie przemywalem probowki jeszcze dwukrotnie 200 pl

wody do otrzymania 600 ul roztworu oczyszczonego oligorybonukleotydu.

Dhugie oligonukleotydy (powyzej 20 nukleotydéw) po odsoleniu byty rozdzielane

na 12% zelu poliakrylamidowym z 8 M mocznikiem. Po wycigciu prazkéw zawierajacych
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oczyszczany oligorybonukleotyd zel zalewalem roztworem 300 mM octanu sodu
1 wytrzasalem go w temperaturze 10°C przez 3 godziny. Po tym czasie roztwoér oddzielatem
od zelu i zalewalem go nowa porcja roztworu do elucji. Roztwér z wyeluowanym
oligonukleotydem zalewalem dwukrotnym nadmiarem objetosciowym etanolu i stragcatem

w -20°C przez 16 godzin.

2.7.4. QOdsalanie oligonukleotydéw

Odsalanie roztworéw zawierajacych oligonukleotyd prowadzilem na trzy rdzne

sposoby. W zalezno$ci od dalszego przeznaczenia oligonukleotydu.

Pierwsza metoda, ktorg stosowatem dla krotkich oligomerow (ponizej 20
nukleotydéw) polega na wykorzystaniu kolumienek Sep-Pak, a metod¢ ta opisatem
w ,,Standardowej procedurze odblokowania i oczyszczania trytyl-OFF”. Metode ta
stosowalem dla oligonukleotydéw przeznaczonych do eksperymentéw wyznaczania

parametréw termodynamicznych.

Dhugie oligomery (powyzej 20 nukleotydow) odsalatem na kolumienkach NAP.
Kolumienki te zawieraja mikroporowate ztoze, ktére umozliwia pozbycie si¢
niepozadanych sktadnikéw na zasadzie chromatografii wykluczenia. Przed przystagpieniem
do oczyszczania kolumienke przemywatem 20 ml demineralizowanej wody. Nastepnie
naktadalem rozpuszczong w 0,5 ml wody probe zawierajaca oligonukleotyd i wymywatem
go z kolumienki przy pomocy wody zbierajac frakcje po 1 ml. Metodg ta stosowatem dla
oligonukleotydow przeznaczonych do eksperymentow wyznaczania stalej szybkosci

dziatania rybozymu hammerhead.

Dla oligonukleotydéw uzytych do wykonania widm NMR istotne byto pozbycie si¢
jondéw amonowych. W celu pozbycia si¢ soli amonowych z probek oligorybonukleotydow
wykorzystalem filtry do wirowania AMICON®. Roztwér oligorybonukleotydu
zwirowalem na filtrze w temperaturze 25°C przy obrotach 7000 rpm przez 25 min.
Nastepnie do pozostatosci dodawatem demineralizowang wode 1 powtarzatem wirowanie
dwukrotnie. Pozostaly na filtrze roztwor z oligorybonukleotydem rozcienczano buforem
litowym (150 mM chlorku litu, 50 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA; pH 6.8) i podgrzewano
go do 80°C przez 5 minut, a nastgpnie zwirowano w temperaturze 25°C przy obrotach 7000

rpm przez 25 min. Nastepnie do pozostatosci na filtrze dodatem ten sam bufor
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1 powtorzytem cato$¢ dwa razy. W celu pozbycia si¢ soli litowych roztwor oligomeru zostat

przesaczony na filtrach AMICON® trzy razy z uzyciem wody.

2.7.5. Oznaczanie stezenia oligonukleotydow

Stezenia oligorybonukleotydow byly sprawdzane poprzez pomiar absorbancji
w temperaturze 80°C przy diugosci fali 260 nm. Nastgpnie warto§¢ absorbancji byta
przeliczana na stgzenie na podstawie prawa Lamberta-Beera przy zastosowaniu
wspotczynnikéw ekstynkeji dla danego oligorybonukleotydu. Wspotczynniki ekstynkcji
byty obliczane przy pomocy kalkulatora OligoAnalyzer (eu.idtdna.com/calc/analyzer).
Przy obliczaniu wspdtczynnikdw ekstynkcji pominigto wprowadzane modyfikacje.

Przyjeto, ze w miejscu modyfikowanego nukleozydu znajduje si¢ reszta guanozyny.

2.8. Otrzymywanie parametréw termodynamicznych

Pomiary stabilno$¢ termodynamicznej oligonukleotydow wykonatem przy uzyciu
spektrofotometru UV-VIS JASCO V-650 z termoprogramatorem. Okreslone ilosci
oligonukleotydu odparowywano do sucha, nast¢pnie rozpuszczano w buforze do topnien.
Przed pomiarem probke podgrzewano do 90°C przez 1 minute, a nastgpnie zwirowywano

1 ochtadzano do temperatury pokojowe;.

Do wyznaczenia parametrow termodynamicznych dla oligonukleotydow niezbegdna jest
znajomos¢ przebiegu tak zwanej krzywej topnienia. W tym celu dla kazdego badanego
oligomeru prowadzitlem pomiar absorbancji wraz ze wzrastajacg temperaturg. Pomiary
przeprowadzalem dla kazdego oligomeru w dziewigciu roznych stezeniach, w zakresie od
102 do 10°® M, w s$wietle UV przy dtugosci fali A = 260 nm. Zakres temperatury
pojedynczego eksperymentu wynosit od 5 do 90°C, natomiast szybko$¢ zmiany
temperatury wynosita 1°C/min. Warto$¢ absorbancji probek mierzona byta co pot minuty.
Dane uzyskane w wyniku pomiaréw poddawatem dalszej analizie w programie

MeltWin 3.5.
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2.9. Otrzymywanie parametru kinetycznego dla rybozymu hammerhead

Odpowiednie ilo$ci rybozymu hammerhead oraz substratu znakowanego
fluoresceing na 5’ koncu rozpuszczalem w buforze 50 mM Tris-HCI, pH 7.5
1 podgrzewatem do 95°C przez 1 minute, nast¢gpnie do probki zawierajgcej rybozym
dodawatem bufor z jonami magnezu do osiggni¢cia 5 mM stezenia tych jonéw. Roztwory
rybozymu i substratu pozostawialem na 20 minut w celu schlodzenia do temperatury
pokojowej. Po tym czasie rozpoczynalem przeprowadzanie reakcji przez zmieszanie obu
roztworow do koncowej objetosci 30 ul, tak aby osiggnaé pozadany stosunek molowy
migdzy reagentami. Reakcje prowadzilem w temperaturze pokojowej. Nastepnie
z mieszaniny reakcyjnej pobieralem 3 ul, przenositem do nowej probowki
1 zatrzymywalem reakcje przez dodanie 17 pl buforu zawierajacego 5 mM cytrynianu sodu,
200 mM EDTA, 8 M mocznik, pH 5 i schtodzenie probki na suchym lodzie. Reakcj¢
zatrzymywalem w nastepujacych punktach czasowych: 0; 0,5; 1; 2,5; 5; 15; 30; 45; 601 90
min. Miejsce cigcia rybozymu identyfikowano z wykorzystaniem niespecyficznej
hydrolizy substratu przy pomocy jonéow magnezu. W tym celu 1 pl znakowanego
fluorescencyjnie substratu podgrzewano z 2 pl 20 mM chlorku magnezu, 3 pl formamidu
12 pl wody przez 15 minut w 95°C. Tak przygotowana proba stanowila kontrolg. Nastepnie
wszystkie otrzymane proby (mieszaniny reakcyjne oraz kontrole)nanositem na 12%
denaturujacy zel poliakrylamidowy 1 prowadzitem rozdziat elektroforetyczny przy mocy
pradu 30 W przez minimum 2 godziny. Wynik rozdziatu wizualizowalem na skanerze zeli
firmy FujiFilm. Uzyskany obraz analizowatem przy pomocy programu Mutli Gauge V3.0,
natomiast do obliczenia parametréw kinetycznych wykorzystalem program Prism 3.0.
W celu dopasowania punktéw eksperymentalnych do krzywej stosowatem wzor funkcji

f=1-e’ a parametr szybkosci reakcji otrzymatem przez odpowiednie przeksztatcenie tego

wzoru.
2.10. Inhibicja namnazania wirusa grypy z wykorzystaniem rybozymu
hammerhead.

Przygotowanie wirusa grypy szczepu A/California/04/2009 (H1N1), hodowle
komoérek MDCK oraz przeprowadzenie testow inhibicji namnazania wirusa grypy przy

uzyciu modyfikowanych rybozyméw hammerhead wykonywata dr Julita Piasecka
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z Zaktadu Genomiki Strukturalnej RNA w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN

w Poznaniu.

Wybrane rybozymy wykorzystano do transfekcji komoérek MDCK, ktorg
przeprowadzono przy uzyciu odczynnika Lipofectamine 2000. Koncowe stgzenie
rybozymow wynosito 200 nM. Po 12 godzinach inkubacji medium transfekcyjne
zastgpiono standardowym medium hodowlanym. Po uptywie 18 godzin od transfekcji
hodowle komorkowsa zakazano wirusem grypy przy MOI = 0,01. Komoérki inkubowano w
roztworze wirusa rozcienczonego w medium infekcyjnym przez 1 godzing na delikatnie
kolyszacej si¢ platformie w temperaturze pokojowej. Nastepnie, supernatant usunig¢to
1 komorki utrzymywano w medium postinfekcyjnym przez 24 godziny w atmosferze 5%

CO:z i temperaturze 33°C. Nastgpnie wykonywano izolacje catkowitego RNA.

Catkowity RNA z hodowli komodrkowej MDCK izolowano metoda
Chomczynskiego-Sacchi  z  wykorzystaniem  Trizolu. Odwrotng transkrypcje
przeprowadzono za pomocg specyficznego startera 1 odwrotnej transkryptazy SuperScript
Il wedtug procedury producenta (Invitrogen). Powstate cDNA wykorzystano jako matryce
w Kkolejnym etapie tj. reakcji PCR w czasie rzeczywistym (RT-PCR, ang. real-time PCR)
z wykorzystaniem sond fluorescencyjnych typu TagMan. Analiza ilo$ciowa pozwolita na
porownanie ilosci kopii wirusowego RNA w probach traktowanych rybozymem wzgledem

préb kontrolnych traktowanych wytacznie lipofektaming.
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