MGR INZ. ANNA RADOMItA STASINSKA

OLIGONUKLEOTYDY RNA MODYFIKOWANE CYSTAMINA: SYNTEZA | WYKORZYSTANIE W
SIECIOWANIU | KONIUGACJI PRZEZ WIAZANIA DISIARCZKOWE.

Streszczenie

Opracowanie chemicznej metody syntezy oligonukleotyddw serii DNA i RNA zrewolucjonizowato
Swiat badan biologii, biochemii i pokrewnych dziedzin. Czasteczki te oraz ich funkcjonalne
modyfikacje pozwolity na scharakteryzowanie szeregu oddziatywan i mechanizméw
funkcjonowania organizmoéw zywych, ktérych badanie wczesniej nie byto mozliwe. Obecnie
oligonukleotydy stanowig podstawowe narzedzia biologii molekularnej, diagnostyki oraz, w coraz

wiekszym stopniu, medycyny.

Chemicznie modyfikowane oligonukleotydy mogg stuzy¢ jako uzyteczne narzedzia w badaniach nad
oddziatywaniami bioczgsteczek miedzy sobg. Znanych jest wiele modyfikacji o rdznych
wtasciwosciach, a przy obecnym stanie wiedzy mozliwe jest opracowanie metody funkcjonalizacji
bezposrednio dopasowanej do danego zastosowania. Jedng z uzytecznych modyfikacji
oligonukleotyddw jest wprowadzanie tgcznikéw do tancucha, ktdre dzieki zawartej w swojej
strukturze grupie funkcyjnej, pozwalajg na kowalencyjne taczenie z inng czgsteczka, np. znacznikiem
fluorescencyjnym lub biatkiem. Istnieje wiele rodzajow tgcznikéw zawierajgcych grupy funkcyjne

o réznej reaktywnosci totez wybor zalezy od zapotrzebowania oraz funkcji, jakg majg petnic.

Zazwyczaj tgczniki umieszczane sg w pozycjach terminalnych oligonukleotydu, jednak to
rozwigzanie ma ograniczone zastosowanie, szczegdlnie w sytuacji, kiedy wymagane jest precyzyjne
potozenie tacznika w okreslonej pozycji wewnatrz taricucha. Celem moich badan byto opracowanie
metody pozwalajgcej na otrzymanie trwatych oligonukleotydow RNA zawierajgcych tgcznik
2,2’-ditiobisetyloaminowy  (cystaminowy) na wybranym wigzaniu fosforodiesterowym
zlokalizowanym wewnatrz faricucha kwasu nukleinowego. Sieciowanie i koniugacja poprzez
cystamine jest reakcjg odwracalng, co w pewnych zastosowaniach moze stanowic¢ dodatkowy atut.
Tiol, stanowigcy grupe funkcyjng modyfikowanego oligonukleotydu, ulega utlenianiu w reakcji z
inng grupa tiolowg obecng w drugiej czgsteczce z wytworzeniem mostka disiarczkowego, ktéry z

kolei mozna zredukowa¢ powodujgc uwolnienie obu uprzednio potaczonych czgsteczek.

Do otrzymania P-cystaminowych oligonukleotyddw wykorzystatam potgczenie dwdch podejsé
syntetycznych: metody amidofosforynowej oraz metody H-fosfonianowej. Modyfikacja kwasu

nukleinowego tacznikiem nastepowata na drodze kondensacji odpowiedniego H-fosfonianu



nukleozydu, ktéry nastepnie w wyniku oksydatywnego sprzegania cystaming (aminacji) poprzez
reakcje Athertona-Todda pozwalata na otrzymanie wigzania P-cystaminowego. Poczatkowe proby
otrzymania modyfikowanych RNA z wykorzystaniem H-fosfoniandw serii rybonukleotyddéw nie
powiodty sie, a otrzymany produkt ulegat rozpadowi. Jednym z elementdw mojej pracy byto
okreslenie produktéw i w konsekwencji zaproponowanie mechanizmu hydrolizy tancucha. Aby
otrzymac trwate czgsteczki P-cystaminowego RNA, zdecydowatam sie na wprowadzenie analogu
rybonukleotydu w miejscu przytaczenia tgcznika; w tym celu wykorzystatam H-fosfoniany
2’-deoksyrybonukleotydow lub 2’-deoksy-2’-fluororybonukleotydéw. Punktowe wprowadzenie
tych modyfikacji do taricucha pozwolito na uzyskanie trwatych oligonukleotyddw przy minimalnym
wptywie na catkowitg strukture przestrzenng czgsteczki. Nastepnie, przeprowadzitam optymalizacje
warunkow reakcji otrzymywania P-cystaminowych RNA. W tym celu zbadatam wptyw takich
elementdw jak czas kondensacji H-fosfonianu, rodzaj czynnika kondensujgcego oraz warunki reakcji

sprzegania oksydatywnego.

Kolejnym z celéw moich badan byto okreslenie stereochemii reakcji i produktéow. W pierwszym
etapie skupitam sie na otrzymaniu uproszczonych modeli dinukleotydowych, co pozwolito mi na
stwierdzenie wptywu zasady heterocyklicznej nukleotydu poprzedzajgcego modyfikacje oraz
podstawnika w pozycji C2° H-fosfonianu. Dodatkowo przeprowadzitam badanie stereochemii

P-cystaminowych RNA celem ustalenia czy dalsze otoczenie modyfikacji moze miec na nig wptyw.

Nastepnie, skupitam sie na wykorzystaniu modyfikowanych oligonukleotyddw w reakcjach
sieciowania. Zoptymalizowatam i przeprowadzitam serie eksperymentéw interczgsteczkowego
sieciowania P-cystaminowych RNA o sekwencjach komplementarnych i niekomplementarnych.
Podjetam préby otrzymania kowalencyjnie stabilizowanych spinek RNA poprzez sieciowanie
wewnatrzczasteczkowe. Rozszerzytam badania nad sieciowaniem wykorzystujgc dodatkowe

homobifunkcjonalne taczniki alkilowe z grupami maleimidowymi.

Jednym z zaktadanych zastosowan P-cystaminowych RNA byto ich wykorzystanie w badaniach
mechanistycznych i strukturalnych biatek. Otrzymane przeze mnie modyfikowane oligonukleotydy
zostaty wykorzystane w celu koniugacji z RNazg H1. We wspdtpracy z Laboratorium Struktury Biatek
Instytutu Biologii Molekularnej i Komorkowej otrzymano trwate kompleksy mutantéw RNazy H1
z substratem DNA:RNA, co obrazuje oddziatywania miedzyczasteczkowe. Uzyskane kompleksy

mogg postuzy¢ do dalszych badan strukturalnych.



Podsumowujgc, opracowane przeze mnie metody i uzyskane wyniki mogg postuzy¢ do dalszych
badan nad wykorzystaniem P-cystaminowych RNA jako narzedzi biologii molekularnej, ze

szczegdlnym uwzglednieniem oddziatywart RNA-biatko



