drinz. Grazyna Leszczynska
Politechnika tédzka

Wydziat Chemiczny

Instytut Chemii Organicznej

ul. Zeromskiego 116

90-924 t6d?

Tel. +48426313150

e-mail: grazyna.leszczynska@p.lodz.pl

SYNTEZA FRAGMENTOW tRNA ZAWIERAJACYCH MODYFIKOWANE
URYDYNY Z POZYCJI WAHADLOWE)J

Autoreferat do wniosku habilitacyjnego

todz, 2018



Autoreferat
Grazyna Leszczynska

1. IMIE I NAZWISKO: Grazyna Bozena Leszczynska (z d. Czerwinska)

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE (z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej)

2010

2000

Uniwersytet Medyczny w todzi

Wydziat Nauk Biomedycznych i Ksztatcenia Podyplomowego
Swiadectwo ukoriczenia studiéw podyplomowych w zakresie
biotechnologia medyczna

Tytut pracy dyplomowej: Nowe aspekty mitochondrialnej terapii
genowej

Politechnika tédzka, Wydziat Chemiczny
Uzyskany stopien: doktor nauk chemicznych
Promotor: Prof. dr hab. Andrzej Matkiewicz

Tytut rozprawy doktorskiej: WYKORZYSTANIE METYLOPOCHODNYCH URYDYNY I

PSEUDOURYDYNY DO BADAN RELACJI STRUKTURA-FUNKCJA BIOLOGICZNA tRNA

1997

1996

Politechnika tédzka, Miedzywydziatowe Studium Pedagogiczne
Dyplom uzyskania kwalifikacji pedagogicznych do pracy nauczycielskiej

Politechnika todzka, Wydziat Chemiczny

Kierunek Technologia chemiczna

Specjalnos¢ Technologia Chemiczna Organiczna

Uzyskany stopien: magister inzynier chemii

Promotor: Dr inz. Elzbieta Sochacka

Tytut pracy dyplomowej: Badania nad syntezg 6-metylo-2-tiourydyny
(studia ukoriczone z wyrdznieniem)

3. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH

NAUKOWYCH:

X1.2000 — obecnie

VI.2001 - 111.2002
VI.2010 - VI1.2011
X1.2013 - XI1.2014

Politechnika tddzka
Wydziat Chemiczny
Stanowisko: adiunkt
urlop macierzynski
urlop macierzynski
urlop macierzynski

2



Autoreferat
Grazyna Leszczynska

4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
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2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311):

a) Tytut osiggniecia naukowego:

Synteza fragmentdw tRNA zawierajgcych modyfikowane urydyny z pozyc;ji
wahadtowej

b) Cytowane w Autoreferacie oryginalne naukowe prace twdrcze stanowigce podstawe
whniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego (tytuf, autorzy, rok wydania, nazwa
wydawnictwa, recenzenci wydawniczy).

Podstawe osiggniecia stanowi cykl dziesieciu oryginalnych publikacji, jednego patentu
krajowego oraz jednego artykutu przeglagdowego.

Kopie publikacji oraz oswiadczenia wspoétautorow (poza oswiadczeniem prof. dr hab.
Andrzeja Matkiewicza, ktory zmart w sierpniu 2017 r.) zostaty zamieszczone w zatgcznikach,
odpowiednio 7i 5.
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Sumaryczny impact factor 10 publikacji: 35.958

c) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

l. PRZEDMOWA

Zaprezentowany cykl dziewieciu oryginalnych publikacji (H1-H9) oraz jednego patentu
krajowego (H10) z zakresu chemii dotyczy kompleksowego opracowania syntez modelowych
fragmentow RNA, zawierajgcych urydyny modyfikowane w pozycji C5 i/lub C2 zasady
heterocyklicznej. Zakres przedstawionych badan obejmuje w gtéwnej mierze pochodne 5-
aminometylourydyny (w skrécie xnm°U), 5-aminometylo-2-tiourydyny (xnm’s’U) oraz S-
geranylo-2-tiourydyny (ges’U). Sekwencje syntetycznych oligorybonukleotydéw w
wiekszosci  odpowiadajg  strukturze ramienia  antykodonu  cytozolowych lub
mitochondrialnych (mt) czgsteczek tRNA, w ktérych wymienione urydyny zajmujg pozycje
odpowiadajgcg ich naturalnej lokalizacji w czgsteczkach tRNA/mt-tRNA, jaka jest pierwsza
litera antykodonu (tzw. pozycja wahadtowa, pozycja 34 wg numeracji od 5-konica tRNA).
Istotnym efektem wspomnianych prac syntetycznych byto opracowanie nowej procedury
preparatyki kilkunastu urydyn i 2-tiourydyn zawierajgcych w potozeniu C5 — zréznicowany
pod wzgledem struktury - podstawnik typu aminometylowego (xnm’). Zakres badan
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obejmowat ponadto synteze oraz okreslenie witasciwosci fizykochemicznych odkrytych w
ostatnim czasie, wahadtowych 5-aminometylo-S-geranylo-2-tiourydyn (xmn’ges’U) oraz
oligomeréw RNA i DNA modyfikowanych S-geranylo-2-tiouracylem. Do cyklu dziesieciu
publikacji dotagczony zostat artykut przeglagdowy (H11), opisujgcy wptyw modyfikowanych
rybonukleozyddéw na aktywnosc¢ biologiczng czasteczek tRNA/mt-tRNA.

Il. WSTEP

Znaczenie biologiczne 5-podstawionych urydyn i 2-tiourydyn zlokalizowanych w pozycji
wahadtowej czgsteczek tRNA/mt-tRNA

Cecha charakterystyczng budowy wszystkich rodzajéw kwaséw rybonukleinowych

(RNA) jest wystepowanie w ich sekwencjach licznych post-transkrypcyjnie modyfikowanych
rybonukleozydéw. W chwili obecnej znanych jest blisko 150 naturalnych modyfikacji RNA, z
ktérych ponad 100 zostato zidentyfikowanych w transferowych kwasach rybonukleinowych
(tRNA) [Cantara i in., 2011; Machnicka i in. 2014, Boccaletto i in. 2017]. Liczba
modyfikowanych jednostek moze siega¢ nawet 23% ogdlnej liczby nukleozydéow w
czasteczce tRNA [Machnicka i in. 2014], a ich rola biologiczna uzalezniona jest zaréwno od
typu modyfikacji jak i lokalizacji modyfikowanej jednostki w sekwencji tRNA [H11, Bjork &
Hagervall, 2014]. Prowadzone na przestrzeni ostatnich 30 lat badania nad okresleniem
zaleznosci pomiedzy obecnoscig modyfikowanych jednostek a aktywnoscig biologiczng
tRNA/mt-tRNA pozwalajg sformutowac ich znaczenie w kilku podstawowych kategoriach:
stabilizowanie struktury drugo- i trzeciorzedowej tRNA [Motorin & Helm, 2010],
modulowanie oddziatywah tRNA z innymi makroczgsteczkami (m.in. z syntetazami
aminoacylo-tRNA, czynnikami translacji, enzymami modyfikujgcymi tRNA) [Giege & Lapinte,
2009] oraz regulacja witasciwosci dekodujgcych tRNA [Yokoyama & Nishimura, 1998;
Manickam i in., 2016]. Nalezy podkresli¢, ze brak odpowiednio zmodyfikowanych, a tym
samym prawidtowo funkcjonujgcych czasteczek tRNA/mt-tRNA w komadrkach ludzkich jest
przyczyng powaznych choréb, takich jak nowotwory, cukrzyca typu 2 (T2D), choroby
neurodegeneracyjne czy mitochondriopatie [Torres i in., 2014; Bednarovaiin., 2017].
W ostatnich latach zaobserwowano, ze warunki komdérkowe, takie jak stres oksydacyjny
dynamizujg proces modyfikacji rybonukleozydéw tRNA [Yi & Pan, 2011; Dedon & Begley,
2014]. Prowadzone w tym zakresie badania pozwalajg wyciggngé¢ wnioski, ze system
modyfikacji tRNA, bedgcy w tym przypadku odpowiedziag na stres komédrkowy, jest
elementem regulacji procesu translacji umozliwiajgcym przetrwanie komorki w nowych
warunkach.

Szczegblnie duzo uwagi poswiecono badaniom nad wptywem modyfikowanych
nukleozydéw tRNA/mt-tRNA na poprawnos$¢ odczytu informacji genetycznej oraz
efektywnos¢ biosyntezy biatek [H11]. Najistotniejsze w tym wzgledzie sg badania nad rolg
modyfikowanych nukleozyddw zlokalizowanych w pozycji odpowiadajace] pierwszej literze
antykodonu (tzw. pozycji wahadtowej, pozycji 34 wg numeracji tRNA), ktére bezposrednio
uczestniczg w rozpoznaniu antykodon(tRNA)-kodon(mRNA) w procesie biosyntezy biatek
[H11; Agris i in., 2007; Agris 2008]. Rola wahadtowych nukleozydéw tRNA moze przejawiac
sie na kilka sposobdéw: zwiekszanie stabilnosci rybosomalnego kompleksu mRNA-tRNA
poprzez aranzacje odpowiedniej konformacji petli antykodonu (czesto ze wspomagajgcym
udziatem modyfikowanej jednostki zlokalizowanej w pozycji 37, sgsiadujacej z antykodonem
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od 3’-konca) [Agris, 2008; Sundaram i in., 2000a, Manickam i in. 2016], utrzymanie
poprawnej ramki odczytu [Urbonavicius i in., 2001; Dumelin i in. 2012], zwiekszenie
efektywnosci wigzania tRNA do rybosomu [Ashraf i in.,, 1999, 2000; Vendeix i in., 2008],
dyskryminacje/regulacje rozpoznania trzeciej litery kodonu [Agris i in., 2007; Murphy i in.,
2004; Nasvall i in., 2007], udziat w procesie translokacji peptydylo-tRNA z miejsca A do
miejsca P rybosomu [Phelps i in., 2004] oraz zwiekszenie szybko$ci aminoacylowania
[Rodriguez-Hernandez i in., 2013]. Wszystkie te czynniki determinujg wysoka efektywnos¢
i/lub doktadnos$¢ procesu translacji odzwierciedlong faktem pojawiania sie jednego btedu na
10*-10* wbudowywanych aminokwaséw [Kurland i in., 1996]. W tym kontekscie
uzasadniona wydaje sie réznorodnos¢ modyfikacji w jakie Natura wyposazyta wahadtowe
nukleozydy tRNA.

Najwiekszg grupe wahadtowych nukleozydéw stanowig pochodne urydyny
modyfikowane w pozycji C5 i/lub C2 zasady nukleinowej (Rys.1, Tabela 1) [Machnicka i in.
2014]. Ze wzgledu na rodzaj podstawnika w pozycji C5, wahadtowe urydyny mozna podzieli¢
na dwie grupy: i/ urydyny zawierajgce atom tlenu bezposrednio zwigzany z C5 uracylu
(pochodne 5-hydroksyurydyny); ii/ urydyny zawierajagce metylenowy atom wegla
bezposrednio zwigzany z C5 uracylu (pochodne 5-metylourydyny i 5-metylo-2-tiourydyny).
Wsérdd tych ostatnich, znaczaca grupe stanowig 5-aminometylourydyny (xnm>U) oraz ich
analogi siarkowe (xnm’s®U), selenowe (xnm°se’U) oraz S-geranylowe (xnm5ge52U)
[Machnickaiin., 2014].

s2U (R=H, X=S, Y=0OH),
mem®U (R=CH,COOCH;, X=0, Y=0H),

2-tiourydyna
5-metoksykarbonylometylourydyna

o mcm®Um (R=CH,COOCHgj;, X=0, Y=0OMe), 2'-O-metylo-5-metoksykarbonylometylourydyna
R ncm®U ( R=CH,CONH,, X=0, Y=0H), 5-karbamoilometylourydyna
\ /’Ki cm’U (R=CH,COOH, X=0, Y=0H), 5-karboksymetylourydyna
Ho N™ =X mnm®U (R=CH,NHCH3, X=0, Y=0H), 5-metyloaminometylourydyna
Lo mnm®s2U (R=CH,NHCH3 X=S, Y=OH), 5-metyloaminometylo-2-tiourydyna

mnmSse2U (R=CH,;NHCHj3, X=Se, Y=0H), 5-metyloaminometylo-2-selenourydyna

oH Y cmnm3U (R=CH,NHCH,COOH, X=0, Y=0H), 5-karboksymetyloaminometylourydyna
cmnm®Um (R=CH,NHCH,COOH, X=0, Y=0OMe), 2'-O-metylo-5-karboksymetyloaminometylourydyna
cmnm3s2U (R=CH,NHCH,COOH, X=S, Y=0H),  5-karboksymetyloaminometylo-2-tiourydyna
cmnm3se?U (R=CH,NHCH,COOH, X=Se, Y=0H), 5-karboksymetyloaminometylo-2-selenourydyna
tm®U (R=CH,NHCH,CH,SO3H, X=0, Y=0H), 5-taurynometylourydyna
tm3s2U ( R=CH,NHCH,CH,SO3H, X=S, Y=OH),  5-taurynometylo-2-tiourydyna
inm3U (R=CH,NHCH,CH=CMe,, X=0, Y=0H), 5-izopentenyloaminometylourydyna
inm5Um (R=CH,NHCH,CH=CMe,, X=0, Y=OMe), 2'-O-metylo-5-izopentenyloaminometylourydyna
inm5s2U (R=CH,NHCH,CH=CMe, X=S, Y=0OH), 5-izopentenyloaminometylo-2-tiourydyna
cnm’U (R=CH,CN, X=0, Y=0H), 5-cyjanometylourydyna
mo®u (R=0OCHgj, X=0, Y=0H), 5-metoksyurydyna
c¢mo®U (R=OCH,COOH, X=0, Y=0H), 5-karboksymetoksyurydyna

o

(1
NJ\SW mnm5ges?U (R=CH,NHCHj,), 5-metyloaminometylo-S-geranylo-2-tiourydyna
HO o cmnm®ges?U (R=CH,NHCH,COOH), 5-karboksymetyloaminometylo-S-geranylo-2-tiourydyna
OH OH

Rys.1. Struktury chemiczne modyfikowanych urydyn w pozycji wahadtowej zidentyfikowane w sekwencjach
tRNA/mt-tRNA; kolorem niebieskim zostaty wyrdznione 5-aminometylourydyny oraz ich 2-tio, 2-seleno
i S-geranylo-2-tio analogi.
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Tabela 1. Dystrybucja modyfikowanych urydyn w pozycji wahadtowej czgsteczek tRNA pochodzgcych z réznych
filogenetycznie grup organizmdw. Sporzadzone na podstawie bazy Modomics [http://modomics.genesilico.pl]
oraz Machnicka i in. 2014.

Pochodzenie tRNA Modyfikowane urydyny w pozycji wahadtowe;j

Bakterie gram ujemne, gtéwnie E.coli cmnmSUm, mnm5U, mnmsszu, cmnmsszu,
mnmsgeszu, cmnmsgeszu, mnmsseZU,
cmnmsseZU, cmoSU, inmSU, inmSUm, inm’s’U

Bakterie gram dodatnie, gtownie Bacillus i cmnmSUm, cmnmSU, cmnmsszu, mo°U

Mycoplasma

Grzyby i zwierzeta-cytozol, gtdwnie S. cerevisiae Um, cmnmSUm, ncmSU, mcmSU, SZU, mcmSSZU,
mchm5U, chm®U

Rosliny zielone — cytozol, gtéwnie Lupinus luteus Um, ncm’U

Mitochondria, gtdwnie Bos taurus cmnmSU, cmnmsszu, tm5U, tm’>s’U

Plastydy, gtdéwnie Spinacia oleacera Um, cmnm°U, mnm’s’U

Euryarchaeota, gtéwnie Halobacteria ncm’U, mo°U

Cechg wspdlng wszystkich 5-aminometylowych analogdéw urydyny jest ich wystepowanie
w czasteczkach tRNA/mt-tRNA wykazujacych restrykcje odczytu do dwdch synonimowych
kodonéw zakoriczonych puryng NNA/NNG. Co wazne kodony te nalezg wytacznie do grupy
kodonéw stabych (ang. weak codons) AAA/AAG (Lys), UUA/UUG (Leu) badZ przejsciowych
(ang. intermediate codons) GAA/GAG (Glu), CAA/CAG (GIn), AGA/AGG (Arg) i UGA/UGG (Trp
w mitochondriach) [Grosjean & Westhof, 2016, Armengod i in., 2014, Suzuki & Suzuki,
2014], ktérych sekwencje uniemozliwiajg utworzenie silnych oddziatywan pomiedzy dwiema
pierwszymi parami zasad minihelisy kodon-antykodon. Wzmocnienie tych oddziatywan
uzyskuje sie poprzez modyfikacje urydyn/2-tiourydyn w pozycji wahadtowej podstawnikiem
5-aminometylowym (xnm) [Manickam i in., 2016, Urbonavicius i in., 2001; Dumelin i in.,
2012, Rozov i in., 2016]. Skutkiem tego jest polepszenie precyzji odczytu informacji
genetycznej oraz podwyzszenie efektywnosci biosyntezy biatek. Istotnie, analiza dostepnej
w bazie danych puli tRNA"YS rozpoznajacych stabe kodony pokazuje, ze wszystkie z nich
posiadajg w pozycji wahadtowej 5-podstawione urydyny/2-tiourydyny, a wsrdd nich ponad
80% to 5-aminometylourydyny [www.modomics.genesilico.pl]. Poza  wptywem
5-aminometylourydyn na zwiekszenie stabilnosci minihelisy kodon-antykodon, uwaza sig, ze
ich obecno$é w pozycji wahadtowe] zapobiega pomytkowemu odczytowi dwdch kodondw
NNU i NNC, znajdujacych sie w tym samym co NNA i NNG boksie kodondw, lecz kodujgcych
inny aminokwas [Suzuki & Suzuki, 2014].

Wptyw 5-aminometylourydyn na efektywnos¢ dekodowania informacji genetycznej
demonstruje sie szczegdlnie silnie w przypadku mitochondrialnych czgsteczek tRNA.
Odkryto, ze brak 5-taurynometylourydyny (tm>U) i 5-taurynometylo-2-tiourydyny (tm’sU)
w pozycji wahadtowej odpowiednio, mt-tRNA"" i mt-tRNA™® z cztowieka (efekt mutacji
mt-DNA), powoduje dramatyczne obnizenie efektywnosci odczytu kodonu NNG lub obu
synonimowych kodonéw NNA/NNG (Rys. 3) [Suzuki i in., 2011]. Wykazano, ze bezposrednig
konsekwencjg zaburzen w procesie dekodowania jest obnizenie efektywnosci syntezy biatek
taicucha oddechowego, spadek aktywnosci oddechowej mitochondriéw a ostatecznie,
pojawienie sie symptomow chorobowych o charakterze mitochondriopatii, okreslanych w
skrdcie jako MELAS, MERRF [Suzuki i in., 2011; Torres i in., 2014; Kirino & Suzuki, 2008].
Podobne defekty procesu translacji zaobserwowano w mitochondriach komérek innych
ssakéw zawierajacych tm>-modyfikowane mt-tRNA*“"* oraz drozdzy, gdzie w pozygji
wahadtowej mt-tRNA*" i mt-tRNAY® wystepuja, odpowiednio 5-karboksymetylo-
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aminometylourydyna (cmnm?U) i 5-karboksymetyloaminometylo-2-tiourydyna (cmnm?s’U)
[Wang i in., 2010]. Te ostatnie wydaja sie uzytecznymi modelami do opracowania metod
leczenia/diagnostyki choréb mitochondrialnych, ze wzgledu na ich wysoka homologie z
czasteczkami tRNAY*"" wystepujacymi u cztowieka, tak pod wzgledem sekwencji domeny
ramienia antykodonowego jak i miejsc wystepowania patogennych mutacji [Montanari i in.,
2012; Sepuriiin., 2012; Karicheva i in., 2011; Feuermann i in., 2003; Rohou i in., 2001].

Brak dostepu do modelowych oligomeréw mt-tRNA zawierajacych tm’- i cmnm’-
modyfikowane urydyny i 2-tiourydyny znaczgco ogranicza podjecie systematycznych badan
nad okresleniem molekularnych przyczyn zahamowania procesu translacji biatek faricucha
oddechowego, patogenezy ludzkich choréb mitochondrialnych oraz opracowaniem metod
ich leczenia i diagnostyki.

(a) MELAS i (b) MERRF

tRNALeu(UUR) tRNALYs
3244 3283 3291
G .

A'QG :-—l |_2 I_d
u H
(o2 0-‘) : A'— G 8344
32580“)‘ U\—»C 3271 - e\

TrAUAA Pé2UUU

SR KK

—uA— —{uuGf i —aal A

Specific defect of translating Defect of whole
UUG-rich gene : mt translation

Rys.3. Defekty procesu translacji prowadzace do pojawienia sie choréb mitochondrialnych MELAS (a) i MERRF
(b), wg. Suzukiiin., 2011.

Zaobserwowana w badaniach biologicznych tendencja 5-aminometylourydyn i 2-tiourydyn
do prawie rdwnorzednego rozpoznawania dwdch kodonéw NNA i NNG [Kriger i in., 1998;
Hagervall i in., 1998], w badaniach strukturalnych zostata potwierdzona stosunkowo
niedawno [Rozov i in., 2016]. Pierwsze prace strukturalne nad okresleniem wptywu
2-tiourydyny (s?U) na stabilno$¢ duplekséw RNA wykazaty, ze zastgpienie U->s’U powoduje
wzmocnienie oddziatywan wyfgcznie w obrebie klasycznej pary Watson’a-Crick’a s°U-A
(Rys.4, model I) [Kumar & Davis, 1997; Testa i in., 1999]. W przypadku wahadtowe] pary
s°U-G (Rys.4, model Ill), znacznie stabsze wigzanie wodorowe miedzy N1H guanozyny
a atomem siarki s’U, powodowato znaczace ostabienie jej stabilnoéci w poréwnaniu
z klasyczng parg wahadtowg U-G (Rys.4, model Il). Pdzniejsze badania strukturalne wykazaty,
ze urydyny/2-tiourydyny posiadajgce podstawnik 5-aminometylowy (xnm) potrafig
efektywnie rozpoznawaé guanozyne [Rozov i in. 2016; Murphy IV i in., 2004; Kurata i in.,
2008], ale rodzaj oddziatywan w parze wahadtowej xnm>(s®)U-G jest odmienny niz w parze
U-G (Rys.4, modele IV-VI) [Rozov i in. 2016]. Wazing propozycje, wyjasniajgcg model
oddziatywan 5-aminometylourydyn/2-tiourydyn z guanozyng przedstawili Takai i Yokoyama
[Takai & Yokoyama, 2003]. Autorzy zatozyli, ze w warunkach fizjologicznych atom azotu
obecny w podstawniku bocznym xnm’s’U ulega uprotonowaniu, co prowadzi do
,Wyciggania elektronow” z pierscienia uracylu, a w rezultacie do czesciowej deprotonacji
N3-H. Zjonizowana forma xnm’s’U z uprotonowana grupa aminoalkilowa oraz tadunkiem
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ujemnym zlokalizowanym na atomie S2 jest w stanie utworzy¢ wahadtowq pare z G przez
dwa wigzania wodorowe (Rys. 4, model IV, V). Model deprotonacji N3-H zostat
potwierdzony w badaniach z udziatem modelowych nukleozydéw [Sochacka i in., 2017], z
tym, ze rezultat prac obliczeniowych wskazywat, ze tadunek ujemny zwitterjonowej postaci
xnm’s’U jest zdelokalizowany w obrebie czterech wigzarh 04-N3-C2-S2 (Rys.4, model VI).
Badania z udziatem biologicznego modelu - kompleksu tRNA(mnm>s*Uss)-mRNA-70S
rybosom w stanie krystalicznym ostatecznie potwierdzity, ze mnm>s’U przyjmuje postaé
jonu obojnaczego, z tadunkiem ujemnym zlokalizowanym na atomie siarki (Rys.4, model V)
[Rozov i in., 2016]. Para mnm’s’U-G w obu proponowanych modelach V i VI posiada
odmienny rozktad miejsc akceptorowo-donorowych w pierscieniu zasady heterocyklicznej w
porownaniu z klasyczng wahadtowg parg U-G (model Il). Efektem tego jest widoczna zmiana
geometrii par mnm>s’U-G, w ktdrej 5-aminometylo-2-tiourydyna jest przesunieta w strone
matego rowka.

klasyczna para Watson'a-Crick'a (1) para wahadiowa mnm°®s2Uz,-G (IV)
Ugy-A, s2Uz4-A \ 4
H ) 0 QL MNs
1 N— J 7 j
0----H—N =\ R e NN
4 NN Y \?3
7 N N/ r\,_rrr /N\< =N
/N =N \—L\l\—‘ S------- H_N\
™ 08 H
klasyczna para wahadtowa Uz4-G (Il)
para wahgdlowa s2U3,-G (Ill) para wahadtowa mnm5s2Us,-G (V) para wahadiowa mnm®s?Uz,-G (V1)
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Rys.4. Modele oddziatywan w klasycznych i wahadtowych parach Uz4-A, U3,-G, sZU34-G oraz mnmssZU34-G.

Zacytowane powyzej prace oraz chemiczna rdéznorodnos$¢ istniejagcych w Naturze
podstawnikéw 5-alkilometylowych xnm> urydyn i 2-tiourydyn wskazuja na potrzebe syntezy
modelowych fragmentéw RNA modyfikowanych wahadtowymi 5-aminometylourydynami
xnm>sUss i xnm>Usa, ktére od wielu lat z powodzeniem stosuje sie jako dogodne modele do
badan strukturalnych w roztworze i w ciele statym [Murphy i in, 2004; Vendeix i in., 2008;
Vendeix i in., 2012; Weixlbaumeriin., 2007; Yarian i in., 2002; Phelps i in., 2004].

Synteza modyfikowanych oligorybonukleotydow metoda amidofosforynowa na podtozu
statym

Synteze modyfikowanych fragmentéw RNA mozna przeprowadzié korzystajac z jednej z
trzech strategii: chemicznej, semi-enzymatycznej lub enzymatycznej. Wybdr metody
uwarunkowany jest dtugoscig tfaricucha docelowego RNA, specyficznoscig lokalizacji
modyfikowanego nukleozydu w sekwencji, rodzajem/ztozonoscia modyfikacji oraz iloscig
finalnego produktu. Najszerzej stosowang metodg pozyskiwania modyfikowanych
fragmentow RNA jest synteza chemiczna. Jej zaletg jest mozliwos¢ wprowadzenia jednej lub
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kilku modyfikowanych jednostek nukleozydowych w $cisle okreslone pozycje
oligorybonukleotydu jak réwniez mozliwos¢ przeprowadzenia syntezy w duzej skali.

W chwili obecnej najbardziej uniwersalng i najchetniej stosowang metodg syntezy
fragmentéw RNA jest metoda amidofosforynowa [Matteucci & Caruthers, 1981]. Strategia
ta cechuje sie wysokg wydajnoscig tworzenia wigzania internukleotydowego (98,5-99%),
a takze mozliwoscig syntezy wzglednie dtugich (nawet 110-merowych) tancuchéw RNA
[Shiba i in.,, 2007]. Na popularnos¢ metody amidofosforynowej wptynat rowniez fakt
dostepnosci handlowych 3'-O-amidofosforynéw jednostek kanonicznych i najbardziej
popularnych modyfikowanych jednostek monomerycznych. W praktyce, stosowane sg
cztery kombinacje zabezpieczen grup 5’- i 2’-hydroksylowych jednostek monomerycznych:
a) 5-0-DMT-2'-O-TBDMS; b) 5'-0O-DMT-2"-0-TOM; c¢) 5'-0-DOD-2'-O-ACE; d) 5'-O-DMT-2'-
O-FPMP (Rys. 5).

W preparatyce oligomeréw bedacych przedmiotem badan niniejszej rozprawy
habilitacyjnej zastosowany zostat standardowy zestaw grup ochronnych jednostek
monomerycznych: kwasowolabilna grupa 5’-DMTr, fluorolabilna grupa 2’-TBDMS, a w
przypadku zabezpieczen grup egzoaminowych zasad heterocyklicznych: ostony —tac (A, G,
C), Ac- (C) lub -pac (A, G), ktére mozna usuwaé w tagodnych warunkach alkalicznych, w
stosunkowo krétkim czasie. Jako nosnik stosowane byto szkto o kontrolowanej porowatosci
(500-CPG lub 1000-CPG).

a)

OCH; OCH; c)

DMTr O DMTr O DOD

[¢]
B(PG)

H3CO B(PG) HyCO f\si,o,s“,o o. B(PG)
/ |
e
4 o

Nc/\/ NC/\/ MeO\P/O \( \/\O)k

P T e %m gty

d) OCH, o )\
DMTr O
a ::Bm a* ?Y ik@ QQQ
dmf R=Me

PG =Ac Pac R=H dbf R=nBu
O. Tac R=t-Bu
Nc/\/ ~ / FPMP

.
Rys. 5. Systemy grup ochronnych jednostek monomerycznych stosowanych w syntezie RNA metoda
amidofosforynowa na podtozu statym: a) 5'-0-DMTr-2'-O-TBDMS—-3'-0O-(2-cyjanoetylo-N,N-
diizopropylo)amidofosforyn; b) 5'-O-DMTr-2'-0-TOM-3'-0O-(2-cyjanoetylo-N, N-diizopropylo)amidofosforyn; c)
5-0-DOD-2'-0-ACE-3'-0-(metylo-N, N-diizopropylo)amidofosforyn; d) 5'-O-DMTr-2'-O-FPMP-3'-0-(2-cyjano-
etylo-N,N-diizopropylo)amidofosforyn; e) standardowe grupy ochronne funkcji egzoaminowych heterozasad.

Preparatyka modyfikowanych fragmentéw RNA wymaga dodatkowych zabiegow
syntetycznych, w szczegdlnosci jesli docelowa modyfikacja zawiera w swojej strukturze,
reaktywne w syntezie oligorybonukleotyddéw grupy funkcyjne tj. -OH, -NH-, -COOH, -SO3H,
-CHO. W syntezie tak modyfikowanych fragmentéw RNA niezbedne jest wprowadzenie
dodatkowych — czasami niestandardowych grup ochronnych na reaktywne centra
modyfikowanych jednostek [Kachalova i in., 2002; H2-H5]. Wyselekcjonowane grupy
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ochronne muszg by¢ kompatybilne z ostonami jednostek kanonicznych oraz warunkami
syntezy i deprotekcji oligomeru, muszg rowniez daé sie usungé po syntezie oligomeru
w warunkach bezpiecznych dla jego stabilnosci. Wprowadzenie dodatkowego
zabezpieczenia wydtuza i komplikuje synteze jednostki monomerycznej, czesto wigze sie z
koniecznoscig zmiany procedury syntezy i/lub deprotekcji oligomeru.

W  przypadku syntezy oligorybonukleotydéw modyfikowanych  pochodnymi
2-tiourydyny, dodatkowym problemem syntetycznym jest ryzyko desulfuracji 2-tiourydyn,
polegajace na przemianie s’>o0” (utlenienie) i/lub s2U->H?U (oksydatywna desulfuracja)
(Schemat 1) pod wptywem czynnikéw utleniajgcych stosowanych w etapie utleniania
fosforynu do fosforanu [Sochacka, 2001; Okamoto i in., 2006; Kumar & Davis, 1995; H1].
Proces desulfuracji, nawet jesli jest czeSciowy, powoduje obnizenie wydajnosci pozgdanego
oligomeru oraz generuje problem oddzielenia s’Ura-RNA, od oligomerycznych produktéw
dekompozycji, a w szczegdlnosci od utlenionego homologu (Ura-RNA). Literatura jak
i badania wtasne pokazuja, ze reaktywnos¢ grupy s wzgledem odczynnikdéw utleniajgcych
zalezy nie tylko od rodzaju zastosowanego utleniacza, ale réwniez rodzaju podstawnika
w pozycji C5 [Sochacka, 2001; Okamoto i in., 2006; Sundaram i in., 2000b; Eshete i in., 2007,
Bartos i in., 2015]. Jak do tej pory nie znaleziono uniwersalnego systemu utleniajgcego,
ktéry pozwolitby na efektywne wprowadzenie 5-podstawionych 2-tiourydyn.

(0] o} )Ol\
R R
R | NH \fl\NH \l IN
NS (O] NS0 N™ "H
HO _ HO + HO
(0] o (0]
OH OH OH OH OH OH
R5s2U R5U R3H2U
produkt utlenienia produkt oksydatywnej

desulfuracji

Schemat 1. Desulfuracja 2-tiourydyn pod wptywem czynnikdw utleniajgcych stosowanych w metodzie
amidofosforynowej w etapie utleniania fosforynu do fosforanu.

Alternatywng, choé zdecydowanie rzadziej stosowang metodg syntezy modyfikowanych
oligorybonukleotydéw jest post-syntetyczna strategia modyfikacji RNA. W metodzie tej,
nukleozyd zawierajgcy w swojej strukturze reaktywne centrum, po wigczeniu w taricuch RNA
metodg amidofosforynowg poddaje sie reakcji/reakcjom chemicznym z udziatem reaktywnej
grupy, prowadzacych do otrzymania finalnego oligonukleotydu. Post-syntetyczna
modyfikacja moze by¢ prowadzona na fazie statej, gdy prekursorowy oligorybonukleotyd
jest potgczony ze ztozem (Schemat 2, metoda A) lub w roztworze, gdy modyfikacji poddaje
sie oligomer nie zwigzany ze ztozem, najczesciej w petni odblokowany (Schemat 2, metoda
B).
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Schemat 2. Ogdlny schemat metody post-syntetycznej modyfikacji RNA, na fazie statej (A), w roztworze (B).

W poréwnaniu z metody bezposredniego witgczania modyfikowanych nukleozyddéw
w faficuch RNA, zastosowanie post-syntetycznej modyfikacji ma kilka istotnych zalet:
i/ mozliwo$¢ przeprowadzenia syntezy kilku sekwencyjnie homologicznych oligomeréw
z jednego oligomeru prekursorowego; efektem jest znaczgce obnizenie kosztow syntezy
poniewaz korzysta sie z jednego prekursorowego amidofosforynu [Kierzek & Kierzek, 2003;
Allerson i in., 1997, H7-H9], ii/ unikniecie problemu selekcji grup ochronnych w przypadku
gdy docelowa modyfikacja zawiera w swojej strukturze reaktywne grupy funkcyjne [H8],
iii/ uzyteczno$¢ w syntezie RNA zawierajgcych nukleozydy wrazliwe lub niestabilne
w warunkach syntezy metodg amidofosforynowg lub w warunkach alkalicznej deprotekcji
oligomeru [Avino i in., 2004; Matuszewski i in., 2017a; H7; H9].

Efektywnos¢ post-syntetycznej modyfikacji RNA jest uzalezniona od reaktywnosci
prekursorowego nukleozydu, ktéry po wprowadzeniu w tanicuch RNA powinien zapewnié
praktycznie stechiometryczng konwersje. Nie bez znaczenia jest rédwniez tatwy dostep
syntetyczny do prekursorowej jednostki monomerycznej i jej wydajne wtgczenie w taricuch
RNA metodg amidofosforynowa. Ze  wzgledu na  ograniczong  stabilnos¢
oligorybonukleotydéw oraz hydrofilowy charakter tych czgsteczek stosunkowo niewiele
reakcji organicznych moze by¢ zastosowane do post-syntetycznej modyfikacji RNA; z reguty
reakcje przeprowadza sie w polarnych rozpuszczalnikach, w umiarkowanych temperaturach,
w czasie krétszym niz 24 godz.

M. CEL NAUKOWY PRACY

Badania stanowigce podstawe niniejszej rozprawy habilitacyjnej miaty na celu opracowanie
nowych metod syntezy oligorybonukleotydéw zawierajgcych biologicznie wazne
5-podstawione urydyny i 2-tiourydyny wystepujgce w komérkowych tRNA. Ze wzgledu na
szerokg dystrybucje w czgsteczkach tRNA oraz brak metod umozliwiajgcych ich specyficzne
wiaczenie w tarncuch RNA, w obszarze moich zainteresowan znalazty sie urydyny i 2-
tiourydyny zawierajace w pozycji C5 podstawnik aminometylowy (xnm’U i xnm’s°U).
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Sposréd 16 natywnych 5-aminometylourydyn/2-tiourydyn badaniami zostato objetych 11 z
nich, o strukturze podstawnika: -CH,NH, (nm, 1a, 1b), -CH,NHMe (mnm, 2a, 2b), -

CH,NHCH,COOH (cmnm, 3a, 3b), -CH,NHCH,CH,SO3H (tm, 4a, 4b), -CH,NHCH,CH=CMe,
(inm, 5a) oraz S-geranylo-2-tiourydyny 6a-6c¢ (Rys.4).

o 0 o 0 0
HN N HN NH O nH OBy NH
LA L o LA, ° LK
N X N X N X N X
HO HO HO HO
e} (0] (o] (0]

OH OH OH OH OH OH OH OH
X=0, nm°U (1a) X=0, mnm°U (2a) X=0, emnm®U (3a) X=0, tm°U (4a)
X=8, nm%s2U (1b)  X=S, mnm®sU (2b) X=S, cmnm®s2U (3b) X=8S, tm%s?U (4b)
o] o 0
/&ﬁHNmﬁLNH R 7ON N
| I /\/L/\/L
N’gx N/KS = = NAS
HO HO HO
OH OH OH OH OH OH
X=0, inm°U (5a) R=-H. ges®U (6a) s2U (7)

R= -CH,NHCH3, mnm3ges?U (6b)
R= -CH,NHCH,COOH, cmnm®ges?U (6c)

Rys.4. Wzory strukturalne 5-aminometylourydyn (xnm°U, 1a-5a), 5-aminometylo-2-tiourydyn (xnmsszu, 1b-
4b), S-geranylo-2-tiourydyn (xnmsgeszu, 6a-6¢), 2-tiourydyny (7).

Wszystkie wymienione pochodne urydyny sg zlokalizowane w pozycji wahadtowe]
cytozolowych lub mitochondrialnych czasteczek tRNA (Tabela 1), przy czym
5-aminometylourydyna (1a) i 5-aminometylo-2-tiourydyna (1b) petnig role zwigzkéw
posrednich w biosyntezie mnm>-modyfikowanych urydyn [Hagervall, 1987; Machnicka i in.,
2014]. W zwigzku z lokalizacja wahadtowych modyfikowanych urydyn/2-tiourydyn
w czgsteczkach tRNA, otrzymane przeze mnie oligorybonukleotydy odpowiadaty najczesciej
17-merowej sekwencji ramienia antykodonu tRNA (ASL), w ktorej xnm>U/xnm>s?U
wystepowaty jako 8-my nukleozyd liczgc od 5’-korica.

Syntezy oligomerdw byty realizowane w oparciu o metode amidofosforynowg na fazie statej
(CPG), jednakie obecnos$¢ wysoce reaktywnych  centrow w  strukturach
5-aminometylourydyn 2a, 3a, 4a (-NH-, -COOH, -SOsH), a dodatkowo grupy
2-tiokarbonylowej w 5-aminometylo-2-tiourydynach 2b, 3b, 4b wymagata wprowadzenia
znaczacych zmian w standardowym protokole syntezy RNA, jak réwniez prac badawczych
nad wyselekcjonowaniem grup ochronnych i syntezg odpowiednio zabezpieczonych
modyfikowanych jednostek monomerycznych. Szczegélnym wyzwaniem syntetycznym byto
wyselekcjonowanie odpowiedniej ostony dla funkcji sulfonowej w tm>U/tm>s*U (4a/4b)[H4],
poniewaz chemiczna synteza RNA modyfikowanych tg grupg nie byta jak dotad opisana
w literaturze, a charakter chemiczny podstawnika (podobnie jak funkcji karboksylowej
w cmnm’U/cmnm’s®U, 3a/3b, [H3]) naktada szereg ograniczeri w wyborze grupy ochronnej
kompatybilnej z warunkami syntezy/deprotekcji oligomeréw. Poza problemem doboru
odpowiedniej grupy ochronnej, niezbedne byto réwniez wyselekcjonowanie efektywnej
metody wprowadzenia - czesto ztozonego podstawnika aminometylowego xnm w pozycje
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C5 urydyny/2-tiourydyny. Biorgc pod uwage fakt, ze wszystkie 5-aminometylourydyny
xnm>U/xnm>s’U posiadaja ten sam tacznik aminometylowy (nm) bezposrednio zwigzany
z weglem C5, podjete zostaty proby znalezienia uniwersalnej strategii kondensacji opartej na
wykorzystaniu nukleofili azotowych [H2].

Wtaczanie 5-aminometylo-2-tiourydyn xnm>s’U w taricuch RNA, poza wspomnianymi
powyzej aspektami syntezy, dodatkowo wymagato opracowania warunkéw prowadzenia
etapu utlenienia P(lIl)>P(V), ktére eliminowatyby proces desulfuracji (s°-> o i/lub
s°>H%)[H3,H4]. Poiniejsze eksperymenty wykazaty, ze desulfuracja niektérych xnm’s*U
moze zachodzi¢ réwniez na etapie alkalicznej deprotekcji oligomeréw co skutkowato
koniecznosciag modyfikacji procedury lub rezygnacji z wybranej taktyki syntezy [H3,H4].
Szczegblnie duzo wysitku zostato wilozone w opracowanie warunkéw syntezy
mnm’s’U-modyfikowanych RNA [H1], poniewaz mnm’-podstawiona 2-tiourydyna -
w szeregu wszystkich nukleozydéw 2-tiopirymidynowych - wykazuje najwiekszg wrazliwosé
w etapie utleniania, a systemy utleniajgce zastosowane z powodzeniem w syntezie innych
s?Ura-RNA sg nieskuteczne.

Réznorodnos¢ grup funkcyjnych w potozeniu C5 wahadtowych urydyn/2-tiourydyn
a jednoczesnie obecnos¢ - wzglednie tatwego w dalszej funkcjonalizacji - podstawnika
aminometylowego skfaniato do poszukiwan wspodlnego prekursorowego nukleozydu dla
wszystkich 5-aminometylourydyn i 2-tiourydyn, z ktérego mozna bytoby uzyskac serie
xnm>U- i xnmSSZU—modyfikowanych RNA w strategii post-syntetycznej modyfikacji RNA.
W ramach tych badan potwierdziliémy uzytecznosé 5-piwaloiloksymetylourydyny (Pivom°U)
— nowego prekursorowego rybonukleozydu, ktéry po wbudowaniu w taricuch RNA ulega
szybkiej i efektywnej konwersji do xnm>U-RNA w reakcji Sy z nukleofilami azotowymi [H8].
Zrealizowane na poziomie oligomeru transformacje Pivom>U->xnm’U zostaty uprzednio
zoptymalizowane na poziomie nukleozydu, réwniez dla 2-tiourydyn xnm’s’U. Efektem tych
badan byto otrzymanie zestawu 10 natywnych i 10 nienatywnych 5-aminometylourydyn
i 5-aminometylo-2-tiourydyn [H5].

Kolejng grupa zwigzkdw, ktéra zostata otrzymana w ramach prowadzonych prac bylty —
niescharakteryzowane do tej pory - oligomery RNA modyfikowane S-geranylo-2-tiourydyna
(ges’Uss, 6a)[H7]. Obecno$¢ reaktywnej wobec zasadowych nukleofili, grupy S-alkilowej
w strukturze ges’U, stanowita istotny problem w syntezie RNA i wymagata przeprowadzenia
badan nad doborem optymalnych warunkdw alkalicznej deprotekcji i odciecia oligomeru od
ztoza [H7, H9]. Wyselekcjonowane warunki usuwania grup zasadowolabilnych z sukcesem
zostaly wykorzystane do witaczenia amidofosforynu ges’U w taficuch RNA [H7]. Z drugiej
strony, warunki reakcji geranylowania 2-tiourydyny (sU), prowadzone z duzg efektywnoscia
na poziomie nukleozydu skfaniaty do ich zastosowania w post-syntetycznej modyfikacji RNA,
w ktérej s’U-RNA mogt postuzyé jako oligomer prekursorowy. Opracowanie takiej
preparatyki ges’U-RNA byto korzystne poniewaz dawato mozliwoéé otrzymania dwéch
sekwencyjnie homologicznych oligomerdéw s2U- i gesZU—RNA w jednej syntezie [H7]. Oba
oligomery zostaty wykorzystane w badaniach nad okresleniem wptywu S-geranylowej
modyfikacji na wtasciwosci fizykochemiczne i hybrydyzacyjne czasteczek tRNA [H7].
Aktualnie, oligomery s2U- i gesZU—RNA wykorzystywane sg jako czgsteczki wzorcowe lub
substraty w badaniach nad ustaleniem $ciezki biosyntezy 5-aminometyloselenourydyn
(xnm>se®U), dla ktérych substratami mogg by¢ 5-aminometylo-2-tiourydyny (xnm?s”U) i/lub
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5-aminometylo-S-geranylo-2-tiourydyny (xnm>ges®U) [Dumelin i in., 2012; Jager i in., 2017;
Bartosiin., 2014].

Z uwagi na rozbieznos$ci we wiasciwosciach lipofilowych miedzy zsyntezowanym przez nas
gesZU-RNA oraz raportowanym w literaturze geszT-DNA [Wang i in., Chem.Commun., 2015],
analogiczny cykl prac syntetycznych - jak w serii RNA - zostat przeprowadzony do otrzymania
i charakterystyki ges’dU-DNA [H9]. Efektem tych prac byto okreélenie ryzyka pracy
syntetycznej z ges’-modyfikowanymi oligomerami RNA i DNA w warunkach alkalicznej
deprotekcji oligomerédw a jednoczesnie wykazanie niepoprawnosci protokotu deprotekcji
ges’T-DNA prezentowanego w literaturze [H9]. Analiza produktéw transformacji —Sge
wobec nukleofili zasadowych umozliwita opracowanie nowej, efektywnej metody syntezy
oligomeréow DNA modyfikowanych izocytydyng i jej N-alkilowymi pochodnymi [H9].
Uzupetnieniem badan nad rolg biologiczng S-geranylowej modyfikacji, w potaczeniu z
okresleniem wptywu podstawnika 5-aminometylowego, byfa synteza natywnych
nukleozydéw geranylowych: mnm’ges®U (6b) i cmnm’ges’U (6c) oraz okreslenie ich
wtasciwosci strukturalnych i biofizycznych [H6].

W efekcie powyzej opisanych prac syntetycznych, opracowane zostaly metody syntezy
xnm>U-, xnm>s°U- i ges’U-modyfikowanych oligomerdéw, ktére postuzyty lub moga postuzy¢
do przeprowadzenia kompleksowych badan biofizycznych, biochemicznych i strukturalnych
nad wptywem wahadtowych urydyn/2-tiourydyn na aktywnos¢ biologiczng czgsteczek
tRNA/mt-RNA w procesie translacji. Oligomery modyfikowane mm’U i tm’s?U, ktérych brak
w pozycji wahadtowej ludzkich mt-tRNAY*'®" rozwaza sie jako podstawowa przyczyne
mitochondriopatii MEERF i MELAS, sg cennym narzedziem do okreslenia molekularnego
mechanizmu powstawania tych choréb. Warto nadmienié, ze opracowany przez nas
protokét wigczania ™m’s’U w taricuch RNA zostat z powodzeniem wykorzystany do syntezy
13-meréw modyfikowanych pojedynczo ™m’s’Us, oraz podwdjnie ™m’s?Usa, t°Ass, ktdre
umozliwity zbudowanie catej czasteczki ludzkiego mt-tRNA™® przy uzyciu techniki splint DNA
ligation (lab. prof. M. Helma) [Kurschat i in., 2005]. Aktualnie trwajg prace nad okresleniem
synergicznego wptywu modyfikacji m°s?Uss, t°As; oraz m'Ag na strukture i stabilizacje
czasteczki ludzkiego mt-tRNAY. W badaniach nad patogeneza ludzkich choréb MELAS
i MEERF dogodnymi modelami sa réwniez oligomery o sekwencji ASLY*'*" z drozdzy,
modyfikowane odpowiednio cmnm’Uss i cmnm®s?Us,. Czasteczki te wykazujg wysoka
homologie do ludzkich mt-tRNA"Y*'*" dlatego rozwazane sa jako atrakcyjne modele do badar
patologicznych mutacji oraz opracowania metod leczenia i diagnostyki ludzkich choréb
mitochondrialnych. Poza wspomnianymi fragmentami mitochondrialnych czgsteczek tRNA,
istotne znaczenie w chemii medycznej ma dostep do modelowych fragmentéw RNA
modyfikowanych mnm>s®U. Oligomery o sekwencji ramienia antykodonu bakteryjnych tRNA
z mnm’s’U w pozycji wahadtowej uzywa sie do screeningu terapeutykéw o dziataniu
przeciwbakteryjnym [patenty: Agris & Ashraf, 2002; Guenther i in.,, 2008] oraz do
poszukiwan selektywnych inhibitorow odwrotnej transkrypcji HIV-1, z uwagi na wysoka
homologie E.coli ASL"® z ludzkim ASL"™* (primer odwrotnej transkryptazy wirusa HIV)
[patent: Agris, 2011].

Ponad potowa zaprezentowanych osiggnie¢ bedacych podstawg rozprawy habilitacyjnej jest
wynikiem pracy realizowanej w latach 2011-2015, w ramach kierowanego przeze mnie
grantu Fragmenty tRNA/mt-tRNA: synteza, wykorzystanie do modelowych badan
mechanizmu translacji oraz selekcji inhibitorow replikacji patogendéw (HIV-1, S.aureus),
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przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki. Dzieki pozyskanym funduszom miatam
mozliwos$é¢ uruchomienia pracowni do syntezy oligomerdéw i jej wyposazenia w sprzet i
odczynniki niezbedne do manualnej syntezy oligorybonukleotydéw w duzej skali. Wiedze i
umiejetnosci dotyczgce praktycznych aspektéw manualnej syntezy RNA zdobytam dzieki
wieloletniej wspotpracy z prof. B. Sproatem, z ktérym realizowatam kilka projektow
syntetycznych, m.in. syntezy znakowanych oligorybonukleotydéw o sekwencji ramienia
antykodonu tRNA"*? |udzkiego modyfikowanego mcm?s?Uss, ms®t°As;, W3 oraz tRNAE z
S.aureus modyfikowanego s°Cs,, mnm>Usa, t°As7. W ramach kierowanego przez siebie grantu
kontynuowatam wspétprace z prof. P. Agrisem, ktdra zostata zapoczagtkowana w latach 80-
tych przez prof. A. Matkiewicza, jak rowniez - ze wzgledu na mozliwosci komercjalizacji
wynikéw - z amerykanskg firmg TRANA DISCOVERY, Inc, Cary. Pozytywne rezultaty prac nad
synteza mt-tRNA™ modyfikowanego tm’s’U pozwolity nawigza¢ kooperacje z prof. M.
Helmem.

Wiekszos¢ prac zrealizowanych w ciggu ostatnich 3 lat jest efektem wspétpracy z Zaktadem
Chemii Bioorganicznej CBMiM Polskiej Akademii Nauk w todzi, w ramach grantu
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki Biosynteza seleno-modyfikowanych
nukleozyddw w petli antykodonu transferowych kwasow rybonukleinowych. Ewaluacja
enzymatycznej transformacji 2-tiourydyny do 2-selenourydyny, badania funkcji i struktury
tRNA selenourydyno syntazy z E. coli (grant konsorcjum, kierownicy grantu: prof. dr hab.
Barbara Nawrot i prof. dr hab. Elzbieta Sochacka). W grancie tym jestem odpowiedzialna za
opracowanie i przeprowadzenie syntez oligomeréw modyfikowanych 5-podstawionymi 2-
tiourydynami, S-geranylo-2-tiourydynami oraz 2-selenourydynami.

IV. Synteza oligorybonukleotydéw modyfikowanych 5-metyloaminometylo-2-
tiourydyna (mnm?®s®U) i 2-tiourydyna (s*U)

Jednym z problemdéw syntetycznych ktéry napotkatam w pracach nad preparatyka
sz—modyﬁkowanych oligorybonukleotyddw jest podatnos¢ grupy 2-tiokarbonylowej na
utlenienie (s>->0?) i/lub oksydatywng desulfuracje (s>>H%) w warunkach jakie standardowo
stosuje sie w metodzie amidofosforynowej do utleniania fosforynowej formy wigzania
internukleotydowego do fosforanu. Problem desulfuracji mozna wzglednie tatwo rozwigzaé
w syntezie oligomeréw modyfikowanych 2-tiouracylem poprzez dobér odpowiedniego
systemu utleniajgcego [Sochacka, 2001; Okamoto i in., 2006; Kumar & Davis, 1995; Testa
iin., 1999; Sundaram i in., 2000b] lub poprzez zabezpieczenie funkcji N3 lub 04 2-tiouracylu
[Kuimelis & Nambiar, 1994]. W praktyce, w syntezie oligonukleotydéw modyfikowanych
2-tiouracylem najczesciej stosuje sie 1 M tBuOOH/acetonitryl [Kumar & Davis, 1995] lub
0.02 M I,/pirydyna-THF-woda [Okamoto i in., 2006].

Préby zastosowania wspomnianych uktadéw utleniajgcych do wprowadzenia w faricuch RNA
2-tiourydyny z podstawnikiem 5-metyloaminometylowym (mnm°s’U) okazaty sie jednak
nieskuteczne; prowadzity do otrzymania praktycznie wytacznie produktu utlenienia
(mnm°U-RNA). Fakt ten sktonit mnie do podjecia systematycznych badari nad
wyselekcjonowaniem takich warunkow utlenienia, ktore eliminowatyby niepozgdany proces
desulfuracji mnm°s°U [H1].

Badania modelowe przeprowadzitam na poziomie nukleozydu, wykorzystujgc do tego celu
mnm°s’U zawierajacy system zabezpieczen identyczny jak w jednostce monomerycznej:
5’-DMTr, 3’-TBDMS, NH-COCF; (8, Schemat 3). W badaniach modelowych z udziatem
zwigzku 8 wykazatam, ze uktady utleniajgce rekomendowane w literaturze do syntezy
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s’U-RNA (0.02 M 1/H,0 i 1M tBuOOH/acetonitryl, tu przy 20-krotnym rozciericzeniu)
[Okamoto i in., 2006; Kumar & Davis, 1995; Sundaram i in., 2000b] dajg w bardzo krétkim
czasie (2 minuty) znaczace ilosci produktéw desulfuracji. Co ciekawe, w kazdym z
rozwazanych systemoéw utleniajgcych otrzymywatam wytgcznie jeden produkt transformacji
s?, do pirymidynonu 9, jeli stosowatam wodny roztwér jodu, lub do urydyny 10 jesli reakcje
prowadzitam w obecnosci 0.05 M tBuOOH w acetonitrylu.

(0] o) (0]

F N
3C(0)C T/\f}\i_i F3C(O)C‘N/\(J\N F3,C(O)C\’Tj | NH
| |
NN [O] N)\H NAO

DMTrO - = DMTrO +  DMTrO

(0] e} (0]

TBDMSO  OH TBDMSO _ OH TBDMSO  OH
8 9 10

Schemat 3. Produkty utlenienia i oksydatywnej desulfuracji mnm’s’U 8.

W celu wyselekcjonowania wtasciwego systemu utleniajgcego przeprowadzitam analize
danych teoretycznych oraz eksperymentalnych (witasnych oraz prezentowanych w
literaturze), z ktérych wynikato, ze: i/ zastosowanie wodnego roztworu jodu jako czynnika
utleniajacego promuje proces desulfuracji mnm’s’U w wiekszym stopniu niz uzycie
bezwodnego roztworu tBuOOH; ii/ uzycie niepolarnego rozpuszczalnika aprotonowego
w etapie utlenienia fosforynu zmniejsza preferencje wystepowania s?U w formie 2-tiolowej,
ktéra prawdopodobnie uczestniczy w mechanizmie utleniania/oksydatywnej desulfuracji
2-tiourydyn; ii/ zastosowanie toluenu jako rozpuszczalnika w reakcjach z udziatem tBuOOH
zmniejsza jego degradacje do reaktywnych form tlenu [Hill i in., 1983]; iii/ kilkukrotne
rozcienczenie utleniacza nie wptywa negatywnie na efektywnos¢ utleniania P(IIl)>P(V) oraz
na wydajnos¢ syntezy oligomeru, natomiast sprzyja zachowaniu grupy 2-tiokarbonylowej
[Okamoto i in., 2006]. Na tej podstawie wyselekcjonowatam nowy system utleniajgcy w
postaci tBUOOH w bezwodnym toluenie i przetestowatam jego uzytecznos¢ w badaniach
modelowych na nukleozydzie 8, stosujgc roztwory o zréznicowanym stezeniu tBuOOH.

Najbardziej skuteczne okazato sie zastosowanie 0.25 M tBuOOH w toluenie (8 equiv),
umozliwiajgce zachowanie mnm’s°U 8 w ilo$ci 90% po czasie 40 min (czas wystarczajacy na
wiaczenie okoto 20 nukleozyddw). Wykazatam, ze utlenienie fosforynu do fosforanu w tych
warunkach byto natychmiastowe, co pozwolito skrdci¢ czas ekspozycji oligomeru na czynnik
utleniajgcy do 100 sec./cykl. Pordwnujac wydajnosci ,0dzysku” substratu 8, w modelowych
reakcjach z roztworami tBuOOH/toluen o réznym stezeniu wydaje sie, ze kluczowe dla
zahamowania procesu desulfuracji mnm>s?U 8 byto zastosowanie bezwodnego toluenu jako
rozpuszczalnika, w mniejszym zas$ stopniu stezenie roztworu.

Skutecznos¢ wyselekcjonowanego czynnika utleniajgcego potwierdzitam w syntezie
oligomeru modyfikowanego mnm’s’U  (5-UUUUUUUMNm>s?UUUUU-3’), w  ktérym
nukleozyd 2-tiopirymidynowy byt poddany 7 cyklom utlenienia. Uzyteczno$¢ syntetyczng
uktadu tBuOOH/toluen wykazatam réowniez w syntezie 17-meru o sekwencji homologicznej z
E.coli ASL®™? (5’-CCGCCCU mnm’s*?Umnm°s’UUCM*ACGGCGG-3).

Ze wzgledu na znaczenie aplikacyjne oligomeréw modyfikowanych s?U w chemii medycznej
(strategia antysens, analiza SNP), badaniami objetam réwniez 2-tiourydyne. Potwierdzitam,
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ze zaproponowany system utleniajgcy umozliwia efektywng synteze oligomeréw RNA
modyfikowanych jedna i trzema 2-tiourydynami (5’-UUUUUUUs’UU-3’
i 5’-Us?UUUs?UUUS*UU-3’). W badaniach tych, maksymalny czas ekspozycji s°U na czynnik
utleniajgcy wynosit ponad 13 minut, co umozliwito wykonanie 8 wigczen.

Aktualnie wszystkie syntezy oligomeréw modyfikowanych s’U oraz mnm’s°U prowadzone s3
w naszym Zespole z wykorzystaniem systemu utleniajgcego wyselekcjonowanego w tych
badaniach [H7, A10].

V. Synteza mitochondrialnych fragmentéw tRNA modyfikowanych tm’U, tm’s’U
cmnm®U lub cmnm’s?U via bezposrednie wtaczanie modyfikowanych jednostek
monomerycznych

W ramach badan stanowigcych podstawe rozprawy habilitacyjnej opracowane zostaty
protokoty syntezy oligorybonukleotydéw modyfikowanych 5-taurynometylourydynami
(tm’U, 4a, tm>s’U, 4b) [H2, H4, H10] oraz 5-karboksymetyloaminometylourydynami
(cmnm°U, 3a, cmnm’s®U, 3b) [H2, H3]. Nukleozydy taurynowe (tm°U, 4a tm°s°U, 4b) sg
jedynymi natywnymi rybonukleozydami posiadajgcymi w swojej strukturze grupe
sulfonowa. Jak dotad zostaty one chemicznie wigczone metoda amidofosforynowa jedynie
w dimery RNA [Ogata & Wada, 2006, 2008]. W badaniach modelowych sprawdzilismy, ze
zaproponowane przez autoréw grupy ochronne funkcji sulfonowej (estry fenylowe
podstawione w pierscieniu aromatycznym grupami elektronoakceptorowymi) sg zbyt labilne
by umozliwi¢ synteze dtuzszych fragmentéw RNA. 5-Karboksymetyloaminometylourydyny
cmnm’U  (3a) i cmnm’s’U  (3b) mozna traktowaé jako strukturalne analogi 5-
taurynometylourydyn, w ktérych w miejscu tauryny wystepuje glicyna. Urydyny
modyfikowane cmnm? nie zostaty — jak dotad - wbudowane w taricuch RNA, dlatego i w tym
przypadku niezbedne bylo opracowanie kompleksowego protokotu syntezy
modyfikowanych nimi oligorybonukleotyddw.

Kluczowe dla opracowania nowych metod syntezy oligorybonukleotydéw zawierajgcych
tm’U- i cmnm’-modyfikowane urydyny i 2-tiourydyny byto: i/ wyselekcjonowanie
odpowiednich grup ochronnych dla funkgji sulfonowej i karboksylowej, odpowiednio tTm®- i
cmnm’-podstawnikéw, ii/ opracowanie efektywnej metody wprowadzania taricucha
bocznego w pozycje C5 urydyny i 2-tiourydyny; iii/ ustalenie optymalnych warunkéw etapu
utleniania fosforynu do fosforanu, w celu unikniecia degradacji grupy s? podczas syntezy
m’s’U- i cmnmSSZU—modyfikowanych oligomeréw RNA; jv/ dostosowanie protokotow
deprotekcji oligomeréw do  warunkéw  sprzyjajgcych  efektywnemu  usunieciu
wyselekcjonowanych grup ochronnych funkcji karboksylowej i sulfonowe;.

W badaniach nad selekcja grup ochronnych funkgji karboksylowej cmnm’U/cmnm?s?U
przetestowalismy dwie ostony typu estrowego: fluorolabilng grupe 2-(trimetylosililo)etylowg
(TMSE) oraz zasadowolabilng grupe 2-(p-nitrofenylo)etylowg (NPE), stosowane uprzednio do
protekcji funkcji karboksylowej treoniny w syntezie t°A- i ms’t°A-modyfikowanych
fragmentdéw RNA [Boudou i in., 2000; Sundaram i in., 2000b; Bajji & Davis, 2002; Eshete i in.,
2007]. Dla wstepnego oszacowania skutecznoséci tych grup w syntezie cmnm?’(s®)U-
modyfikowanych oligomeréw RNA, zsyntetyzowane zostaty zwigzki modelowe w postaci N-
Boc zabezpieczonych estrow glicyny (12a, 12b, Schemat 3) [H2,H4]. Estry 12a, 12b zostaty
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otrzymane standardowo, w reakcji N-Boc glicyny (11) z komercyjnie dostepnym alkoholem
TMSE-OH lub NPE-OH, w obecnosci DCC. W badaniach modelowych z udziatem estréw
glicyny 12a, 12b potwierdzilismy skuteczno$é obu grup ochronnych NPE i TMSE w
warunkach syntezy/deprotekcji oligomerdw, dlatego tez obie ostony zostaty wykorzystane w
syntezie jednostek monomerycznych cmnm’U i cmnm’s?U.

DCC
, MeCN OR _ .
BOC_HN/\[(OH . Ropy  LMeCN_ - BocHNT Y R= -CH,CH,SiMe; (TMSE), 12a
24h o R= -CH,CH,Ph-NO,-p (NPE), 12b
© 0°C = t.p. 12

1
Schemat 3. Synteza N-Boc estréw glicyny 12a, 12b.

Badania nad selekcjg grup ochronnych funkcji sulfonowej tTm>U/tm’s’U miaty znaczaco
szerszy zakres. Wiekszos¢ znanych w literaturze zabezpieczen funkcji sulfonowej (gtéwnie
ostony typu estrowego) nie jest kompatybilna z warunkami syntezy i/lub deprotekcji
oligorybonukleotydéw [Roberts i in., 1997; Hussain i in., 2008; Yan & Miiller, 2004; Wrobel
i in., 2002; Avitabile i in., 2005; Klamann & Hofbauer, 1953; Ali i in., 2009; Miller, 2010;
Andrianov i in.,, 2004] dlatego w badaniach modelowych zaproponowaliémy uzycie
sprawdzonych w syntezie RNA estrowych zabezpieczen funkcji karboksylowej NPE i TMSE
oraz ich pochodnych jak réwniez grupe 4-(tert-butylodifenylosilanyloksy)-2,2-
dimetylobutylowa, ktéra uprzednio zostata wykorzystana w syntezie N-podstawionych
pochodnych tauryny [Seeberger i in., 2007]. Ostatecznie, w badaniach wstepnych z udziatem
estréow N-Boc tauryny (16, Schemat 4) przetestowalismy siedem oston 2-aryloetylowych
16a-16g — analogéw NPE zawierajgcych grupe(y) elektronoakceptorowe w pierscieniu
aromatycznym (—Cl, F, -CFs3), oraz estry 4-silanyloksy-2,2-dimetylobutylowe 16h i 16i (estru
TMSE N-Boc tauryny nie udato sie otrzymac) [H2,H4].

EOCKI(BOH H.O 9 trifosgen 1.,
SO3H BuUgN OR-Hot S—O *NBu AN
HNT 278 aceton BocHN™ > Py 4 CH,Cl, BocHN Y
13 24h, t.p. 14 1h, t.p. 15
Et,N, CH,Cl,
Ry=Rs=H; R,=NO, 16a (NPE) R-OH 3h
R: R B R 0°C— t.p.
3 R‘|—R3—H, RQ—CF3 16b
N<>/R2 R1=R3=H; R;=Cl 16¢
) R4=R3=H; Ry=F 16d
R L Ry=R,=Cl; R;=H  16e o
1 R{=R,=F; R3=H 16f BOCHN/\/S\\ OR
R1=R;=R3=F 16g (TFPE) o)
R 16
0.9 R,=TBDPS 16h (neoO-dPS)
ORs  R,=TBDMS 16i

Schemat 4. Synteza N-Boc estréw tauryny 16a-16i.

Preparatyka estrow tauryny 16a-16i polegata na reakcji odpowiednio sfunkcjonalizowanego
alkoholu z chlorkiem sulfonylu 15 (Schemat 4), otrzymanym w reakcji soli
tetrabutyloamoniowej N-Boc tauryny (14) z trifosgenem [de Bont i in., 1996; Gennari i in.,
1998; Truce i in., 1970]. Wiekszos¢ alkoholi 2-aryloetylowych, wykorzystanych w syntezie
estrow tauryny byta handlowo dostepna; pozostate zostaty otrzymane na drodze redukgji
estrow metylowych 18 (Schemat 5a) uzyskanych z komercyjnie dostepnych kwaséw 17.
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Alkohole 4-(tert-butylodifenylosilanyloksy)-2,2-dimetylobutylowy i 4-(tert-
butylodimetylosilanyloksy)-2,2-dimetylobutylowy (23, Schemat 5b) zostaty otrzymane z
kwasu 2,2-dimetylo-1,4-dikarboksylowego (20) wg procedury Seebergera [Seeberger i in.,
2007].

OH OMe 1 2 3
R! R R R'=H,R2=CF; R®=H

f_ﬁ-sd_lgetoksypropan NaBH,, MeOH R'=F, R2=F,R3=H
3 MaOH i oan s - _ 3 R'=F,R?>=F,R3=F
R MeOH,t.p., 24 h R THF, t. wrz., 3 h R
R2 R2 R2

17 18 19

b) o oH stez. H2S04 (kat) Q oM NaBH4, MeOH HO/><\/OH
e
HOJ><\[( MeOH, twrz., 8 h Meo)m THF, t. wrz., 5 h
o © 22

20 21

imidazol, DMF, t.p., 24-60

- O-R
R=TBDPS HO
R=TBDMS /><\/
23
Schemat 5. Synteza alkoholi 2-aryloetylowych (a) i 4-silanyloksy-2,2-dimetylobutylowych (b).

TBDPSCI lub TBDMSCI L

Badania stabilnosci estrow N-Boc tauryny 16a-16i w warunkach syntezy oligomeréw RNA
metoda amidofosforynowg oraz kontrola efektywnosci ich deprotekcji wykazaty potencjalng
uzytecznos$¢ dwéch grup ochronnych: 2-(2,4,5-trifluorofenylo)etylowej (TFPE — skrét wtasny,
16g) oraz 4-(tert-butylodifenylosilanyloksy)-2,2-dimetylobutylowej (neoO-dPS, 16h).
WykazaliSmy ponadto, ze grupa neoO-dPS moze by¢ efektywnie usunieta nie tylko za
pomocg 1 M TBAF/THF [Seeberger i in., 2007], ale réwniez 1 M TEAF/NMP oraz
TEAX3HF/NMP. Ostatecznie, obie ostony estrowe TFPE i neoO-dPS zostaty uzyte do
zabezpieczenia funkgji sulfonowej w syntezie jednostek monomerycznych tm>U i tm’s?U.

Kolejnym zagadnieniem zwigzanym z syntezg jednostek monomerycznych m°U/tm>s?U i
cmnm’U/cmnm’s?U byto znalezienie skutecznej i wydajnej metody wprowadzenia
podstawnika (fragmentu aminokwasowego) w pozycje C5 urydyny/2-tiourydyny. Na
podstawie doswiadczen syntetycznych zwigzanych z preparatyka t°A ocenilismy, ze
najbardziej skuteczng metoda bedzie kondensacja odpowiednio sfunkcjonalizowanej
urydyny/2-tiourydyny z zabezpieczonym aminokwasem (Gly/Tau). PrzetestowaliSmy cztery

drogi syntetyczne (Schemat 6) [H2-H4): nukleofilowe podstawienie
5-chlorometylourydyny/2-tiourydyny (metoda 1) lub czwartorzedowej soli amoniowej
5-pirolidynometylourydyny/2-tiourydyny (metoda I); redukcyjne aminowanie

5-formylourydyny/2-tiourydyny (metoda Ill) oraz reakcje typu addycji Michaela
5-aminometylourydyny do estru kwasu winylosulfonowego (metoda V) (wytgcznie w
syntezie tm°U i tm’s’U).
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Schemat 6. Warianty syntetyczne umozliwiajgce wprowadzenie Gly/Tau w pozycje C5 urydyny/2-tiourydyny.

Sposrdd przetestowanych metod kondensacji (Schemat 6) najbardziej efektywne okazato sie
aminowanie redukcyjne w przypadku cmnm®U/cmnm?s?U (w obu wariantach zabezpieczen
TMSE, NPE) [H2,H3]. Z kolei dla wprowadzenia tauryny z blokiem neoO-dPS i TFPE
najbardziej korzystne byto zastosowanie addycji Michaela [H2,H4]. Wymienione strategie
zostaly wykorzystane w preparatyce 3’-O-amidofosforynéw cmnm’U (24a, 25a), cmnm’s’U
(24b, 25b) oraz tm°U (26a, 27a), tm’s’U (26b, 27b), w wariantach zabezpieczen
przedstawionych na Rys. 7.

o) o)
DMTFOW HNJj/CHnglCchooR N CHzl\llCHzCstosR
_ | COCF; PN | COCF;
Rb= O OTBDMS X)\l}l X~ N
iprZN/P‘OCHQCHZCN Rb Rb
24a X=0, R=TMSE 26a X=0, R=ne00-dPS

24b X=S, R=TMSE
25a X=0, R=NPE
25b X=S, R=NPE

26b X=S, R=neoO-dPS
27a X=0, R=TFPE
27b X=S, R=TFPE

Rys.7. Strategia zabezpieczen 3’-O-amidofosforynéw cmnmSU, cmnmSSZU, mm°U i tm’s’U.

Chociaz literatura zawiera wiele doniesien na temat zastosowania metody aminowania
redukcyjnego w syntezie 5-alkiloaminometylo-2’-deoksyrybonukleozydow z wykorzystaniem
5-formylowanych nukleozydéw i amin, niewiele wiadomo o mozliwosci zastosowania
aminokwaséw lub ich pochodnych w roli komponentéw aminowych. Smuga i in. [Smuga i in.,
2010] opisali transformacje 5-formylo-dU do mcmnm®-dU, wskazujac na mozliwosé
zastosowania estru metylowego glicyny jako uzytecznego komponentu aminowego. Opierajac
sie na tej informacji opracowalismy warunki reakcji aminowania redukcyjnego miedzy
5-formylourydyng/5-formylo-2-tiourydyng oraz odpowiednio blokowanymi aminokwasami
(Gly-TMSE, Gly-NPE) (Schemat 7) [H2]. Do syntezy 5-formylourydyny (f°U, 29a)
wykorzystaliSmy protokét Armstronga [Armstrong & Eckstein, 1975], nieznacznie go
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modyfikujac, polegajacy na selektywnym utlenieniu 5-hydroksymetylourydyny (28a,
Schemat 7) za pomocag aktywowanego tlenku manganu. Ten sam protokdt utlenienia
zastosowany zostat do otrzymania nowego syntonu: 5-formylo-2-tiourydyny (f>s*U, 29b).
Aminowanie redukcyjne zostato przeprowadzone dwuetapowo. W pierwszym etapie
5-formylourydyna 29a/29b zostata poddana reakcji z odpowiednim estrem glicyny,
a utworzona imina 30a/30b — in situ, zostata zredukowana do aminy przy udziale tagodnego
czynnika redukujgcego triacetoksyborowodorku sodu (NaBH(OAc)s). Utworzona amina
31a/31b zostata zabezpieczona grupg trifluoroacetylowg, a w kolejnych reakcjach usuniecia
grupy acetalowej z rybozy, trytylacji, sililacji i fosfitylacji otrzymaliémy docelowe jednostki
monomeryczne cmnm’U 24a/25a i cmnm®s°U 24b/25b.

o o o —
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LA J\ﬁ YN IS
N NH
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O o akt.MnO; i . ) ki ¢ N/&O(S) (OAc)s " N So(s)
- —
Et;N, DCM/DMF HO— o 2h, rt. o)
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28b (X=S) 29b (X=S) 30b (X=S) 31b (X=S)
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7 o RO, i
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N NH N NH
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a (X=0, R=TMSE) 33b (X=S) 32b (X=S)

24b (X=S, R=TMSE)
25a (X=0, R=NPE)
25b (X=S, R=NPE)

Schemat 7. Synteza 3’-O-amidofosforynéw cmnm’U (24a,25a), cmnm’s’U (24b,25b).

Do preparatyki amidofosforynu mm°U/tm’s*U zabezpieczonego neoO-dPS zostata
zastosowana zupetnie odmienna strategia wprowadzania tancucha bocznego w pozycje 5,
mianowicie addycja Michaela 5-aminometylourydyny do estru kwasu winylosulfonowego
(Schemat 8) [H4]. W poczatkowej fazie prac zaplanowalismy standardowg kolejnos¢ reakcji
jaka stosuje sie w syntezie amidofosforynéw: wprowadzenie tancucha bocznego, nastepnie
5’-trytylacje, 2’-sililacje i fosfitylacje jednakze silna zawada steryczna wokdt grupy
5’-hydroksylowe], spowodowana obecnoscig duzego podstawnika w pozycji 5 uniemozliwita
wydajne  trytylowanie. Z tego powodu zmienilismy  strategie = syntezy;
5-azydometylourydyne/2-tiourydyne 34a/34b (prekursor 5-aminometylourydyny)
zabezpieczyliSmy grupami 5’-DMTr i 2’(3’)-TBDMS a nastepnie wprowadzilismy podstawnik
taurynowy w pozycje C5. Zgodnie ze schematem 8, mieszanine regiomerdow 2’- i 3'-TBDMS
(35a,36a oraz 35b,36b) otrzymang po trytylacji i sililacji 5-azydometylourydyny 34a/34b
poddalismy, bez rozdzielania, reakcji z trifenylofosfing, a nastepnie z amoniakiem w celu
zredukowania azydkdw do odpowiednich amin. Po rozdzieleniu regiomeréw, izomer
2’-TBDMS 5-aminometylourydyny/2-tiourydyny 37a/37b zostat wykorzystany jako donor
w reakcji addycji Michaela do estru neoO-dPS kwasu winylosulfonowego. Ze wzgledu na
obecnos¢ grupy aminowej w strukturze 37a/37b i wynikajgcej stad mozliwosci spontanicznej
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izomeryzacji 2’-TBDMS<>3’-TBDMS, reakcje przeprowadzilismy w rozpuszczalniku
aprotonowym (DCM zamiast standardowo uzywanego w tej reakcji MeOH). Zwigzek
39a/ 39b zabezpieczyliSmy grupg trifluoroacetylowa i przeprowadzilismy finalng reakcje

fosfitylacji. W sposéb analogiczny zostata otrzymana jednostka monomeryczna
5 52 .
tm’U/tm’s"U zabezpieczona TFPE.
[e] 0 o [e]
HN N HN N HN N HN NH HN NH
A ‘ ® 1. DMTr-CI, py A ‘ : Py | °  1.PhsP, py %\)ﬁﬂ ? P \ 2
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Schemat 8. Synteza 3’-O-amidofosforynéw tm°U i m’s’U zabezpieczonych grupg neoO-dPS.

Odpowiednio zabezpieczone jednostki monomeryczne cmnm®U i cmnm’s®U (kazda w wersji
TMSE i NPE), tm°U i tm’s?U (kazda w wersji TFPE i neoO-dPS) (Rys.7) zostaty wykorzystane
do syntez oligorybonukleotydédw o sekwencji ramienia antykodonu odpowiednio,
drozdzowych oraz ludzkich mitochondrialnych tRNA specyficznych dla lizyny i leucyny
(mt-ASLYSteY):
5’-AUACUCUcmnm’UAAGAUGUAU-3’ S.cerevisiae mt-ASL"
5-GUUGUCUcmnm’s?UUUAAGCAAC-3’ S.cerevisiae mt-ASL"®
5’-UAAAACUTM UAAAACUUUA-3’ hmt-AsL"e“(VUR)
5-UUAACCUTM’s’UUUAAGUUAA-3’ hmt-ASL"*

Syntezy zostaty przeprowadzone automatycznie, w skali 1 pmola, metoda
amidofosforynowg, stosujgc 5-benzylomerkapto-1H-tetrazol (5-BMT) jako aktywator oraz
0.02 M I, w THF/H,0/py jako czynnik utleniajgcy. Deprotekcja otrzymanych oligomeréw
zostata wykonana zgodnie z Tabelg 3, w oparciu o wczesniej przeprowadzone badania
modelowe z udziatem estrow N-Boc glicyny i tauryny.

Tabela 3. Protokét deprotekcji oligomerdw modyfikowanych emnm’U/cmnm’s’U  (TMSE, NPE) oraz
tm°U/tm’s’U (TFPE, neoO-dPS)

Etapy deprotekcji oligomeru cmnm’U/cmnm’s’U cmnm’U/cmnm’s’U m°U/tm’s’U
(TMSE) (NPE) & (neoO-dPS)
tm°U/tm’s’U (TFPE)
Usuniecie grup f-cyjanoetylowych TEA/ACN TEA/ACN TEA/ACN

Usuniecie NPE/TFPE

10% DBU/ACN

Usuniecie grup zasadowolabilnych i
odciecie oligomeru od ztoza

8 M NH3/EtOH

8 M NH3/EtOH

8 M NH3/EtOH

Usuniecie  grup  fluorolabilnych:
TBDMS, TMSE/neoO-dPS

1 M TBAF/NMP

TEA x 3HF/NMP

TEA x 3HF/NMP lub
1 M TBAF/NMP
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Na podstawie przeprowadzonych syntez cmnm’- i tm’>-modyfikowanych oligomeréw oraz

zastosowanych protokotéw deprotekcji wyciggnelismy nastepujgce wnioski:

i/ w syntezie oligorybonukleotydu modyfikowanego cmnm’U najbardziej uzyteczna ostona
funkcji karboksylowej okazata sie grupa TMSE. Zastosowanie grupy ochronnej NPE byto
poréwnywalnie efektywne, jednakze biorgc pod uwage koniecznos¢ przeprowadzenia
dodatkowego etapu deprotekcji (usuwanie NPE za pomocg DBU), wykorzystanie tego
zabezpieczenia wydaje sie mniej atrakcyjne.

ii/ w syntezie oligorybonukleotydu modyfikowanego cmnm’s’U zaréwno blok TMSE jak i NPE
nie dat pozadanych rezultatéw; analiza koicowych produktéw wskazywata na catkowitg
desulfuracje cmnm’s’U do analogu 2-oxo (s’>0?). Wykazaliémy, ze niepozadana
dekompozycja zachodzi w warunkach usuwania grup ochronnych TMSE oraz NPE.

iii/ w syntezie oligorybonukleotydu modyfikowanego m’U najbardziej skuteczng grupa
ochronng funkcji sulfonowej okazata sie grupa neoO-dPS, przy czym do jej usuniecia
niezbedne byto zastosowanie TEA x 3HF (uzycie TBAF powodowato obnizenie wydajnosci
oligomeru o blisko 50%). Zastosowanie bloku TFPE skutkowato otrzymaniem ztozonej
mieszaniny produktow, w ktdérej wtasciwy oligomer miat udziat ~20%.

v/ w syntezie oligorybonukleotydu modyfikowanego m’s?U uzytecznos$¢ grupy neoO-dPS
okazata sie ograniczona. Warunki deprotekcji - pomimo zastosowania wzglednie
tagodnego odczynnika TEA x 3HF, dawaty mieszanine produktéw ™m’s’U-RNA i tm°U-
RNA, w proporcji 1:1. Przy zastosowaniu bloku TFPE, poza otrzymaniem ztozonej
mieszaniny produktéw, dodatkowo obserwowaliémy catkowita utrate grupy
2-tiokarbonylowej, co potwierdzito, ze warunki silnie zasadowej deprotekcji estréw
aryloetylowych sprzyjajg desulfuracji.

vi/ zastosowanie fagodnych warunkéw bezwodnych w celu usuniecia grup
zasadowolabilnych -tac (8 M NHs3/EtOH) nie powoduje amonolizy estréw TMSE i
neoO-dPS.

Prace optymalizacyjne nad znalezieniem warunkéw desililacji oligomeréw modyfikowanych
cmnm’s’U (TMSE) i tm®s’U (neoO-dPS) zostaty przeprowadzone w oparciu o serie
eksperymentow zréznicowanych pod wzgledem rodzaju i stezenia czynnika desililujgcego jak
rowniez rozpuszczalnika i czasu prowadzenia reakcji (protokoét deprotekcji oligomeru
cmnm®s?U (NPE) nie zostat poddany optymalizacji ze wzgledu na brak alternatywnego do
DBU odczynnika umozliwiajgcego deprotekcje NPE, a jednoczesnie na tyle tagodnego aby
sprzyjat zachowaniu grupy s?). Wynikiem eksperymentdw byto wyselekcjonowanie fluorku
tetraetyloamoniowego jako czynnika desililujgcego [H3,H4] (1M TEAF/NMP, 24 h., t.p. oraz
1M TEAF/py, 6 h, 40 °C gdy modyfikacja towarzyszaca byta t°A(TMSE) [B2]). Zastosowane
warunki desililacji umozliwity zachowanie funkcji 2-tiokarbonylowej cmnm’s’U i tm°s?U
a jednoczesnie zapewnity efektywne usuniecie grup TBDMS, TMSE (cmnm®sU) oraz
neoO-dPS (tm>s?U).

Ostatecznie, uzyteczno$¢ opracowanych warunkéw deprotekcji oligorybonukleotydow
modyfikowanych cmnm’®U/cmnm®s’U  (TMSE) oraz tm’U/tm’s’U  (neoO-dPS) zostata
potwierdzona w syntezie oligomeréw mt-ASLY**®" (S.cerevisiae, human) w skali 5 umoli [H3,
H4], metodg manualng. W tym wariancie syntezy, dla zwiekszenia efektywnosci wtgczenia
modyfikowanych jednostek monomerycznych zastgpilismy aktywator 5-BMT bardziej
kwasowym analogiem: 5-(3,5-bis(trifluorometylo)fenylo)-1H-tetrazolem (Activator 42) oraz
zastosowalismy podwadjny coupling dla modyfikowanych jednostek monomerycznych.
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Ze wzgledu na potencjalng uzytecznoéé 17-meréw RNA modyfikowanych tTm°U/tm’s’U w
diagnostyce medycznej/terapii choréb mitochondrialnych MELAS/MERRF, synteza tych
oligomerédw jak i jednostek monomerycznych stata sie przedmiotem zgtoszenia
patentowego i uzyskata patent [H10].

VI. Synteza oligorybonukleotydéw zawierajacych 5-aminometylourydyny xnm°U
metodg post-syntetycznej modyfikacji RNA

Post-syntetyczna strategia modyfikacji RNA nie znalazta, jak dotad, zastosowania w
syntezie xnmSU-oIigomeréw; w literaturze nie ma rdéwniez wielu przyktadéw jej
wykorzystania do syntezy oligorybonukleotydow modyfikowanych 5-podstawionymi
urydynami. Wyjatek stanowi post-syntetyczna konwersja 5-jodourydyny (nukleozyd
prekursorowy) do 5-alkilourydyny via sprzeganie Sonogashiry i Stille prowadzgce do
utworzenia wigzania C5-C [Wicke & Engels, 2012; Strube i in., 2001; Piton i in., 2007].
Poszukiwania efektywnej drogi syntezy oligorybonukleotydow modyfikowanych
5-aminometylourydynami xnm>U via metoda post-syntetycznej modyfikacji RNA,
obejmowaty dwa obszary prac eksperymentalnych: i/ na poziomie nukleozydu, gdzie
metoda syntezy poszczegdlnych xnm’>-modyfikowanych urydyn oraz 2-tiourydyn byta
optymalizowana pod wzgledem wydajnosci finalnych produktéw jak réwniez warunkdw
reakcji bezpiecznych dla stabilnosci oligomeréw RNA [H5], ii/ na poziomie oligomeru, gdzie
ustalone dla nukleozydéw warunki reakcji zostaty zaadoptowane, a w przypadku mniej
efektywnych konwersji zostaty odpowiednio zoptymalizowane [H8].

Nowa strategia syntezy 5-aminometylourydyn (xnm®U) i 5-aminometylo-2-tiourydyn
(xnm>s?U) z wykorzystaniem 5-piwaloiloksymetylourydyny/2-tiourydyny jako substratu

Kluczowe dla omawianego osiggniecia habilitacyjnego byto znalezienie nowego,
reaktywnego syntonu — 5-piwaloiloksymetylourydyny (Pivom>U, 41a, Pivom’s’U, 41b,
Rys.8), umozliwiajacego efektywne otrzymanie 5-aminometylourydyn xnm>U i 2-tiourydyn
xnm’s’U w reakcji z nukleofilami (gtéwnie aminami i ich pochodnymi). Zaobserwowana
uzytecznosé Pivom>U/Pivom’s?U (41a, 41b) w syntezie 5-aminometylourydyn wynika z
dwéch faktéw: nietypowej dla estréw stabilno$ci PivOCH,- (tBuC(O)OCH,-) w warunkach
zasadowych (efektem jest zahamowanie lub znaczgce ograniczenie amonolizy/aminolizy
estru, Rys.8) oraz umiejscowienia grupy PivO- w pozycji pseudobenzylowej
urydyny/2-tiourydyny (oznaczonej jako C-5,1), ktére utatwia reakcje podstawienia

nukleofilowego w potozeniu C-5,1 (Rys.8).
pozycja pseudobenzylowa (C-5,1)
Nu:
(e}

o
@)
Nu: tBu)kO\) NH
. \ /g tBuC(O) = Piv
N7 X
HO
o

OH OH

41a X = O, Pivom®U

41b X = S, Pivom%s?U
Rys.8. Struktura chemiczna 5-piwaloiloksymetylourydyny (PivomSU, 41a) i jej 2-tioanalogu (Pivomsszu,
41b); schematyczne oznaczenie reaktywnosci Pivom>U/Pivom’s”U z nukleofilami azotowymi.
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(41a)

5-piwaloiloksymetylourydyny oraz

5-piwaloiloksymetylo-2-tiourydyny (41b) z odczynnikami o charakterze nukleofilowym

wykazaliSmy mozliwos¢ podstawienia —OPiv>Nu w reakcji z amoniakiem,
izopentenyloaming),

pierwszorzedowymi (MeNH,,

aminami

aminami drugorzedowymi (Et;NH,

morfoling, piperydyng) oraz solami tetrabutyloamoniowymi glicyny i tauryny (Schemat 9A,

H5, H8).
A) 0 o
PivO/\fk/ll'l odczynnik NU%E
nukleofilowy
HO N~ ~0(S) - HO N™ ~0(S)
Lo 1-20 h, 60 °C o
OH OH OH OH
41a/41b
o} % o
~ HO H )\/\
B) HoN NH H ‘ NH T(\H ‘ NH HO™ // \/\ NH
‘ NAX © NAX
Ho NTUX Ho HO HO N
o) 0 o]

OH OH OH OH OH OH OH OH .
X=0: nm5U X=0: mnm®U X=0: cmnm°U X=0: tm®U inm3U
X=S: nm%s2U X=S: mnm®s2U X=S: cmnm®s2U X=S: tm5s2U

[e) O
. SR®\ Oy
o \ \

— | e N A A
HO N X HO N™ X HO N X
OH OH OH OH OH OH
X=0: enm5U X=0: (mor)m3U X=0: (pip)m°U

X=S: enm5s2U X=S: (mor)m%s2U =S: (pip)m®s2U
o] o o}
N/&O N So N/go
Ho. HO HO
o] o o
OH OH OH OH Sh oH
cnm®U X=0: mom®U X=0: esm°U

X=S: mom®s2U X=S: esm®s2U

Schemat 9. Reakcje PivomSU/PivomSSZU z odczynnikami o charakterze nukleofilowym (A). Struktury
5-podstawionych urydyn i 2-tiourydyn otrzymanych via podstawienie nukleofilowe PivomSU/PivomSSZU (B).

Reakcje z wymienionymi nukleofilami azotowymi zachodzity w temperaturze nie
przekraczajacej 60 °C, w roztworach alkoholowych lub wodnych, w zréznicowanym czasie od
1 do 20 godz. Wydajnosci uzyskiwanych 5-aminometylourydyn (xnm>U/xnm>s°U) miescity
sie w zakresie 70-90 %.

Uzytecznos¢ syntetyczng Pivom>U/Pivom°s?U potwierdzilismy réwniez w reakcji tych
nukleozydéw z anionem alkoksylowym, anionem tiolanowym oraz anionem cyjankowym
otrzymujac odpowiednio mom>, esm’>- i cnm’>-modyfikowane urydyny i 2-tiourydyny
(Schemat 9B, H5). W rezultacie powyzszych badan otrzymalismy serie 5-podstawionych
urydyn i 2-tiourydyn (Schemat 9B), w tym 5-aminometylourydyny natywnie wystepujace
w sekwencjach tRNA: nm>U/nm>s*U, mnm°U/mnm°®s’U, cmnm>U/cmnm’s®U, tm°U/tm’s?U,
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cnm’U i inm’U.  Spoéréd  nich  na  szczegdlng  uwage  zastuguje
5-izopentenyloaminometylourydyna (inm>U), ktéra zostata otrzymana po raz pierwszy.
Opracowany protokét syntezy 5-aminometylourydyn xnm>U i 5-aminometylo-2-tiourydyn
xnm’s’U jest szczegdlnie uzyteczny w syntezie trudnych lub niemozliwych do otrzymania
inng metoda, cmnm’U/cmnm?®s’U oraz tm’U/tm’s’U. Jako odczynnik nukleofilowy
zastosowalismy w tym przypadku sole tetrabutyloamoniowe odpowiednio glicyny i tauryny,
ktore zwiekszyly rozpuszczalnos¢ aminokwasdw w rozpuszczalniku organicznym oraz
wzmocnity ich charakter nukleofilowy w poréwnaniu z ich forma zwitterjonowg [H5].

W kilku przypadkach zweryfikowaliSmy konkurencyjno$¢ zaproponowanej przez nas
metody syntezy 5-podstawionych urydyn/2-tiourydyn ze strategiami opisanymi
w literaturze, wykorzystujgcymi jako substrat: 5-chlorometylourydyne/2-tiourydyne
[Malkiewicz & Sochacka, 1983; Ogata i in, 2009; Seio i in., 1998; lkeda i in., 1975],
czwartorzedowg sél amoniowg 5-pirolidynometylourydyny/2-tiourydyny [Reese & Sanghvi,
1984, Ogata i in. 2009; Sekine i in., 1987, Badman & Reese, 1987],
5-hydroksymetylourydyne/2-tiourydyne [Wada i in., 2002] lub 5-aminometylourydyne/
2-tiourydyne [Ogata & Wada, 2006]. Pordéwnanie wfasciwosci oraz reaktywnosci
wymienionych powyzej substratéw z Pivom>U/Pivom’s*U wskazuje na uzytecznosé
syntetyczng znalezionego przez nas syntonu w kilku aspektach: i/ Pivom>U/Pivom’s°U s3
stabilne w temp. pokojowej i trwate podczas diuzszego przechowywania, ii/ w reakcjach
z udziatem Pivom>U/Pivom’s*U mozna zastosowac szerokg game odczynnikdéw o charakterze
nukleofilowym (amoniak, aminy pierwszo- i drugorzedowe, aminokwasy, OR, ‘SR, 'CN) jak
i zréznicowane warunki reakcji (wodne, bezwodne), iii/ w reakc;ji Pivom>s®U z nukleofilami
nie obserwuje sie powstawania produktow desulfuracji, iv/ reakcje z udziatem
Pivom>U/Pivom°s?U przebiegajg efektywnie, w stosunkowo krétkim czasie, v/ stabilnosé
ugrupowania estrowego Pivom®U w fagodnych warunkach zasadowych oraz silnych
warunkach kwasowych umozliwia przeksztatcenie Pivom>U w jednostke monomeryczna oraz
wiaczenie w tancuch RNA, za$ opracowane na poziomie nukleozydu warunki konwers;ji sg
mozliwe do zastosowania w post-syntetycznej strategii modyfikacji RNA [H8].

W toku dalszych badan skoncentrowalismy sie na pracach optymalizacyjnych zwigzanych
z podwyzszeniem wydajnosci syntezy Pivom>U/Pivom>s’U (41a/41b). W ramach tych prac
przetestowaliSmy dwie strategie syntezy 41a/41b: selektywne piwaloilowanie
5-hydroksymetylourydyny 43a/43b (Schemat 10, metoda A) oraz selektywng hydrolize
bis-piwaloilowej pochodnej 42a/42b (Schemat 10, metoda B) [H5,H8]. Pomimo licznych
prob selektywnego piwaloilowania alkoholu 5-CH,0OH 5-hydroksymetylourydyny, nie udato
sie otrzymac¢ w petni zadawalajgcych wynikéw, dlatego metoda z wyboru okazata sie
strategia wykorzystujgca selektywng hydrolize bis-piwaloilowanej urydyny 42a/42b
(Schemat 10, metoda B). Nukleozyd ten mozna otrzymac¢ wydajnie w dwuetapowej reakgcji
acylowania 5-hydroksymetylourydyny/2-tiourydyny 43a/43b za pomocg PivCl (Schemat 10,
metoda C) a nastepnie usuniecia kwasowolabilnej grupy izopropylidenowe;.
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PivCl (3 equiv), py, 2h, t.p.

(o}

/\ﬁk metoda A /\ﬁk PivO/\’\)kNH
PivCl
By Ny

X (112 equiv) o

" PivO.
17h

°x° K
43aX=0 44a><-0 45aX=0
43bX=S 44b X = S 45b X =S

metoda A | 4 oddzielenie od 45a/45b

2.aq AcOH aq AcOH
85°C, 1.5h 85°C, 2h

o)
PivO/\’\)kNH P.vo/\’\)k
N/g X
HO metoda B PivO.
lipaza, DMF-H,O

OH OH t.p., 10 dni OH OoH

41ax=0 lub 42aX=0

41b X =S 0.5 M NaOH/MeOH 42b X =S
1h, t.p.

Schemat 10. Metody syntezy: 5-piwaloiloksymetylourydyny/2-tiourydyny 41a/41b przez selektywne
piwaloilowanie (metoda A), przez selektywng hydrolize (metoda B). Synteza 5’-O-piwaloilo-5-
piwaloiloksymetylourydyny 42a/42b (metoda C).

Ze wzgledu na wiekszg dostepnos$é syntetyczng bis-piwaloilowej pochodnej 42a/42b,
sprawdzilismy mozliwo$é jej zastosowania jako substratu w reakcjach podstawienia
nukleofilowego —OPiv = Nu (Schemat 11), z nukleofilami przetestowanymi uprzednio
w syntezie xnm5U/xnm552U Z monoestru PivomSU/SZU 41a/41b.

0 0 o
PivO/\E‘\NH Nu NH Nu NH
| | |
N/&x metoda B N/gx metoda B N/&X
PivO — PWwO —— HO
o) o) o
OH OH OH OH OH OH
42aX=0
42b X =S
| metoda A T

Schemat 11. Reakcje bis-PivomSU/bis-PivomSSZU (42a/42b) z odczynnikami o charakterze nukleofilowym.

WykazaliSmy, ze w obecnosci dietyloaminy, anionu alkoksylowego lub tiolanowego,
bis—piwaloiloU/sZU ulega transformacji do xnm>U/xnm’s?U jednoczesnie z deprotekcjg
5-OPiv (Schemat 11, metoda A). Pozostate nukleofile azotowe promujg wytgcznie
podstawienie Pivom> - xnm’ podczas gdy ester 5’-OPiv pozostaje w tych warunkach
stabilny (Schemat 11, metoda B). W drugim etapie reakcji mozna go efektywnie usungc
stosujgc 40% aq. MeNH,. Zaproponowany wariant syntetyczny umozliwit otrzymanie tej
samej serii 5-podstawionych urydyn/2-tiourydyn jakie zostaty pokazane na Schemacie 10,
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z poréwnywalnymi wydajnosciami, wnosit jednak dodatkowq zalete zwigzang z dostepnoscia
bis-piwaloilowanego substratu 42a/42b.

Zastosowanie 5-piwaloiloksymetylourydyny jako nukleozydu prekursorowego w syntezie
oligorybonukleotydéw modyfikowanych 5-aminometylourydynami (xnm>U-RNA)

Sprawdzenie uzytecznoéci Pivom°U jako nukleozydu prekursorowego w syntezie
oligomeréw xnm’U-RNA wymagato zweryfikowania: i/ efektywnosci syntezy jednostki
monomerycznej; ii/ wydajnosci syntezy prekursorowego oligomeru (Pivom>U-RNA), iii/
wydajnoéci  konwersji Pivom>U-RNA->xnm>U-RNA; v/ stabilnoéci oligomeru RNA w
warunkach konwersji; v/ ustalenia korelacji pomiedzy warunkami konwersji a protokotem
deprotekcji i odcinania oligomeru od ztoza.

W badaniach modelowych wykazaliémy, ze 5-piwaloiloksymetylourydyna (Pivom°U, 41a)
jest stabilna w warunkach syntezy RNA metodg amidofosforynowg a jedynymi warunkami
alkalicznej deprotekcji, ktére sprzyjajg zachowaniu grupy —OPiv s3 30% NH4OH (3h, t.p.)
[H8]. W dalszym etapie prac wykazaliémy, ze Pivom>U (41a) ulega wydajnej przemianie do
5’-DMTr-2’-TBDMS-zabezpieczonego  3’-O-amidofosforynu Pivom®U, na standardowej
drodze: trytylacji, sililacji i fosfitylacji. Amidofosforyn Pivom>U (46) zostat wigczony w
modelowy pieciomer o sekwencji 5’-GUPivom°UAC-3’ metoda manualng, w skali 5 pmoli,
stosujgc Activator 42 oraz podwdjny coupling (Schemat 12). Potwierdzilismy, ze
wyselekcjonowane uprzednio, zasadowe warunki deprotekcji/odcinania oligomeru od ztoza
sg bezpieczne dla stabilnosci grupy —OPiv i umozliwiajg otrzymanie 5-meru Pivom>U-RNA z
wydajnoscig 85% (Schemat 12, metoda A) [H8].

W toku dalszych prac wykazaliémy uzyteczno$¢ 5-meru Pivom>U-RNA w syntezie
oligomeréw modyfikowanych 5-aminometylourydynami xnm>U  (xnm>U-RNA), ktére
naturalnie wystepujg w sekwencjach tRNA w pozycji wahadtowej (Schemat 12, metoda B).
Wsérédd nich znalazty sie RNA modyfikowane 5-aminometylourydyng (nm>U-RNA),
5-metyloaminometylourydyng (mnm°U-RNA), 5-karboksymetyloaminourydyna (cmnm’U-
RNA), taurynometylourydyng (thU-RNA) i po raz pierwszy w literaturze -
5-izopentenyloaminometylourydyna (inm>U-RNA) [H8].

O (e} O

PivO/\(J\NH metoda PivO/\fJ\NH metoda A P.vo%kr
N/&O amidofosforynowa N/&O - NSO
DMTrO >
o — 1. TEA/JACN
— 2. 30% aq, NH3
O OTBDMS 3. TEAX3HF/NMP .
P CN Pivom®U-RNA-CPG Pivom®U-RNA
N

1 0

46
Nu | NH
metoda B ,g
1. TEA/ACN W
2. konwersja

3. TEAX3HF/NMP xnm5U-RNA
Nu- -NH, -NHMe -NHCH,COOH -NHCH,CH,SO0;H -NHCH,CH=CMe,
xnm°U-RNA nm>U-RNA mnm>U-RNA cmnm U-RNA M U-RNA inm>U-RNA

Schemat 12. Ogdlny schemat syntezy i deprotekcji Pivom>U-RNA (metoda A); xnm U-RNA (metoda B).
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Do post-syntetycznej reakcji podstawienia nukleofilowego Pivom>U->xnm>U zastosowany
zostat oligomer prekursorowy potaczony ze ztozem (Pivom>U-RNA-CPG), pozbawiony grup
[-cyjanoetylowych.  Konwersje Pivom°U-RNA->xnm>U-RNA zostaty przeprowadzone
w warunkach wyselekcjonowanych na poziomie nukleozydu, jednakze czas prowadzenia
reakcji z komponentami aminowymi (amoniakiem, metyloaming, izopentenyloaming lub
solg tetrabutyloamoniowg Gly i Tau) jak i stezenia/ilosci reagentow zostaty zoptymalizowane
tak aby w jednym etapie deprotekcji przeprowadzi¢ podstawienie -OPiv—>Nu, odszczepienie
oligomeru od ztoza oraz usuniecie grup ochronnych funkcji egzoaminowych —tac.

Ostatecznie, wyznaczone stopnie konwersji Pivom>U-RNA->xnm’U-RNA ksztattowaty sie w
granicach 85-100%, w zaleznosci od rodzaju zastosowanego odczynnika nukleofilowego, zas
wydajnosci catkowite (uwzgledniajgce synteze prekursorowego oligomeru, post-syntetyczng
konwersje oraz deprotekcje) wynosity 62-84%. W toku prowadzonych badan podjelismy
probe syntezy oligomeru modyfikowanego 5-cyjanometylourydyna (cnm’U). W
przeciwienstwie do badan modelowych przeprowadzonych na nukleozydzie z udziatem KCN
jako czynnika nukleofilowego, konwersja oligomeru Pivom>U-RNA->cnmU-RNA, nie data
pozgdanych rezultatdw, prowadzac do czesciowe] degradacji oligomeru. Ostatecznie
wydajnos¢ catkowita syntezy cnm>U-RNA wyniosta 20%.

Uzyteczno$é nukleozydu prekursorowego Pivom>U potwierdziliémy w syntezie dwdch

17-nt oligorybonukleotydéw o sekwencji ramienia antykodonu tRNA“® z E.coli,
zawierajgcych mnm’U oraz tm°U w pozycji wahadtowej [H8]. Oligomer prekursorowy
5’-GUUGACUPivom®UUUAAUCAAC-3’ zsyntetyzowany zostat automatycznie, wedtug
standardowego protokotu, z zastosowaniem BMT jako aktywatora oraz podwdjnego
couplingu modyfikowanej jednostki monomerycznej. Warunki konwersji ustalone dla
5-meru zostaty z powodzeniem wykorzystane do transformacji 17-nt Pivom>U-RNA, dajac
catkowite wydajnosci 78% dla mnm>U-RNA oraz 65% dla tm’U-RNA, co potwierdzito
skutecznos¢ opracowanej metodyki syntezy xnm>U-RNA dla dtuzszych
oligorybonukleotydéw.
Nalezy podkresli¢, ze w poréwnaniu z metoda bezposredniego wiaczania tTm>U w faricuch
RNA (rozdziat V), zastosowanie post-syntetycznej strategii syntezy znaczaco utatwia
preparatyke oligomeru, szczegdlnie w kontekscie syntezy modyfikowanej jednostki
monomerycznej (3’-O-amidofosforyn Pivom>U vs tm°U), ktéra nie wymaga zastosowania —
trudnej do wprowadzenia - grupy ochronnej funkcji sulfonowej a tym samym protokodt
syntezy jest krotszy i prostszy preparatywnie.

VII. Synteza i wiasciwosci fizykochemiczne 5-podstawionych S-geranylo-2-tiourydyn
(xnm°ges’U) oraz oligomeréw RNA i DNA modyfikowanych S-geranylo-2-tiouracylem

Postepujacy rozwdj metod analitycznych oraz zastosowanie nowych procedur izolacji tRNA
umozliwit, w ostatnim czasie, okrycie i identyfikacje kilku nowych modyfikowanych
rybonukleozyddw [Kowtoniuk i in., 2009; Chen i in., 2009; lkeuchi i in., 2010; Matuszewski
i in., 2017b; Kang i in., 2017], w tym dwodch nowych 5-aminometylo-2-tiourydyn:
5-metyloaminometylo-S-geranylo-2-tiourydyny (mnm°ges’U, 6b, Rys.9) oraz
5-karboksymetyloaminometylo-S-geranylo-2-tiourydyny (cmnm’ges®U, 6¢) [Dumelin i in.,
2012]. Geranylowe nukleozydy zostaty zidentyfikowane w pozycji wahadtowej bakteryjnych
czgsteczek tRNA specyficznych dla Lys, Glu, Gln, jako sub-populacja o udziale ponizej 10%.

30



Autoreferat
Grazyna Leszczynska

W pozycji wahadtowej pozostatej populacji czasteczek tRNAYSC“CM  wystepuja
5-podstawione 2-selenourydyny (mnm’se’U 47, cmnm’se’U 48) oraz 5-podstawione
2-tiourydyny (mnm?sU, 2b, cmnm?s?U 3b), przy czym te ostatnie uwaza sie za czasteczki
prekursorowe w biosyntezie zarowno geranylo- jak i selenonukleozydéw [Dumelin i in.,
2012; Jageriin., 2017; Bartos i in., 2014].

(0] (0]
N)\S/\/L/\)\ Nks N/&Se
HO. HO HO
(0] (0] 0]
OH OH OH OH OH OH

R; mnm®ges?U (6b)
R, cmnm®ges®U (6c)

R; mnm®s?U (2b)
R, cmnm®s2U (3b)

R; mnmdse?U (47)
R, cmnm®se?U (48)

R3 ges?U (6a) Rs H(7) Rz H(49)

R4= -CH,NHCH; (mnm), Ro= -CH,NHCH,COOH (cmnm), Ry=-H
Rys.9. Struktury chemiczne S-geranylo-2-tiourydyn 6a-6c; 2-tiourydyn 2b, 3b, 7; 2-selenourydyn 46-48.

Brak dostepu do modelowych oligorybonukleotydéw modyfikowanych natywnymi
(c)mnm>ges®U 6b/6c i (c)mnm’se’U 47/48 nie pozwolit — jak dotad — zweryfikowaé na czym
polega ,fenomen” wspétistnienia obok siebie trzech rodzajéw wahadtowych urydyn. Nie jest
rowniez poznana rola biologiczna geranylowych nukleozydéw. Wydaje sie, ze ich
odmiennos¢ strukturalna (jedyne w Naturze rybonukleozydy oligoizoprenylowe) jest
kluczowa dla aktywnosci biologicznej modyfikowanych nimi czgsteczek tRNA. Obecno$é
podstawnika S-geranylowanego (-Sge) w pozycji C-2 skutkuje zmiang uktadu wigzan
podwdjnych w pierscieniu heterocyklicznym, w poréwnaniu z uracylem czy 2-tiouracylem,
i konsekwentnie zmiang wilasciwosci akceptorowo-donorowych w obszarze zasady
nukleinowej co powinno mie¢ wptyw na zmiane modelu oddziatywan w parach
(c)mnm’ges®Usq z A/G.

W celu wyjasnienia, jak obecno$¢ grupy S-geranylowej wptywa na wiasciwosci
modyfikowanych nig nukleozydéw oraz oligonukleotydéw przeprowadzilismy synteze
i charakterystyke natywnych nukleozydéw mnm’ges’U (6b) i cmnm’ge®2U (6¢) [H6] oraz
oligomeréw RNA i DNA modyfikowanych S-geranylo-2-tiouracylem [H7,H9]. Uzyskane wyniki
poréwnalismy z identycznymi danymi uzyskanymi dla komponentdw 2-tiourydynowych.

Synteza geranylowych nukleozydéw 6b/6c wymagata opracowania metodyki umozliwiajgcej
wprowadzenie podstawnika aminometylowego (mnm lub cmnm) w pozycje C5 2-tiourydyny
oraz geranylowego na atom siarki. Wybierajac jako substrat 5-aminometylo-2-tiourydyne
2b/3b ustalilismy, ze geranylowanie nie zachodzi chemoselektywnie w kierunku S-alkilacji
i niezbedne jest zastosowanie grupy ochronnej na funkcji aminowej (c)mnm? (Schemat 13)
[H6]. Do tego celu z powodzeniem zostata zastosowana grupa trifluoroacetylowa, ktérg —
w ostatnim etapie syntezy - usunelismy w fagodnych warunkach zasadowych,
umozliwiajgcych zachowanie grupy —S-geranylowej.
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Schemat 13. Synteza 5-(karboksy)metyloaminometylo-S-geranylo-2-tiourydyny (6b/6c).

Otrzymane 5-podstawione S-geranylo-2-tiourydyny 6b/6c poddane zostaty badaniom
strukturalnym i fizykochemicznym [H6]. W celu okreslenia wptywu podstawnika
S-geranylowego oraz aminometylowego otrzymane wyniki zostaty pordwnane z danymi
uzyskanymi dla analogéw 2-tio oraz pochodnych niepodstawionych w pozycji C5
(S-geranylo-2-tiourydyna 6a oraz 2-tiourydyna 7, Rys.9).

Na podstawie wyznaczonych wskaznikéw lipofilowosci (log P) wykazalismy wysoce
hydrofobowy charakter geranylowych nukleozyddéw (logP = 1-3), ktéry rosnie w szeregu
cmnm’ges’U<mnm’ges’U<ges’U, i jest znaczaco wyzszy od macierzystych 2-tiourydyn
(AlogP=3). Korzystajac z wartosci statych sprzezen wyznaczonych z widm *H NMR okreslony
zostat  procentowy udziat konformacji rybozy C3’-endo vs C2-endo dla
S-geranylo-2-tiourydyn 6a-6¢ oraz ich 2-tioanalogdw. Okazato sie, ze obecnos$¢ grupy Sge w
strukturze geranylo-nukleozyddw powoduje zmniejszenie udziatu konformacji C3’-endo
z 70-80% wyznaczonej dla 2-tiourydyn do 50-58%. Uzyskany wynik byt nieoczekiwany,
poniewaz do tej pory sgdzono, ze obecnos¢ duzego objetosciowo podstawnika w potozeniu
C2 zwieksza preferencje nukleozyddw do przyjmowania konformacji C3’-endo (konformacja
ta daje mozliwos¢ odsuniecia w przestrzeni podstawnika w potozeniu C2 od grupy 2’-OH)
[Yamamoto i in., 1983]. WysuneliSmy przypuszczenie, ze kryterium wielkosci podstawnika
nie jest jedynym czynnikiem, ktéry moze wptywac na preferencje konformacji rybozy. Innym
czynnikiem moze by¢é odmienna struktura elektronowa zasady heterocyklicznej jaka
posiadajg geranylowe 2-tiourydyny. Korzystajgc z pomiaréw widm UV w szerokim zakresie
pH, potwierdzilismy odmienny ukfad wigzan podwdjnych 5-podstawionych Sge-uracyli
w pordwnaniu z ich 2-tioanalogami.

W toku dalszych prac sprébowalismy odpowiedzie¢ sobie na pytanie w jaki sposéb
S-geranylourydyny, cechujace sie tak dalece odmienng strukturg i wtasciwo$ciami od ich
macierzystych 2-tiourydyn wptywajg na wiasciwosci biofizyczne oraz hybrydyzacyjne
oligomerdow RNA. Jako zwigzek modelowy wyselekcjonowali$my fragment tRNA o sekwencji
ramienia antykodonu ASL"® z E.coli (5'—GUUGACUge52UUUAAUCAAC—3’ = geSZU—RNA), ktory
W miejsce naturalnie wystepujacej w pozycji wahadfowej mnmsgeszu (6b) zawiera
S-geranylo-2-tiourydyne (gesU, 6a).

Ze wzgledu na brak doniesien literaturowych na temat syntezy oligorybonukleotydow
modyfikowanych S-alkilo-2-tiourydynami oraz raportowang reaktywnoscia grupy —SMe
2-tiourydyny z odczynnikami o charakterze nukleofilowym [Martin i in., 1985; Muramatsu
i in., 1988], niezbedne byto opracowanie kompleksowego protokotu syntezy geSZU—RNA
uwzgledniajgcego: i/ sprawdzenie stabilnosci —Sge w warunkach syntezy oligomeru;
ii/ wyselekcjonowanie warunkéw alkalicznej deprotekcji ges?U-RNA w celu wyeliminowania
niepozgdanych transformacji S-geranylu.
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W badaniach modelowych zrealizowanych na poziomie nukleozydu, wykazali$my, ze ges’U
jest stabilna w standardowych warunkach syntezy RNA metoda amidofosforynows,
wykazuje jednak reaktywnos¢ wzgledem wiekszosci odczynnikow ktére standardowo
wykorzystuje sie w procesie alkalicznej deprotekcji oligomerdw. Ustalilismy, ze jedynymi
warunkami deprotekcji, w ktérych grupa —Sge nie ulega niepozgdanym przemianom sg
warunki bezwodne (8M NH3/EtOH). W badaniach modelowych ustaliliémy ponadto, ze ges*U
jest stabilna wobec standardowych czynnikéw desililujgcych (TEA x 3HF, TBAF), jednakze
wyfacznie w temp. pokojowej [H7].

W dalszym etapie prac, wykazaliémy, ze ges’U 6a, ulega wydajnej przemianie do 5’-DMTr-
2’-TBDMS-zabezpieczonego 3’-O-amidofosforynu, na standardowej drodze trytylacji, sililacji
i fosfitylacji. Amidofosforyn ges®U zostat wiaczony w 17-mer o sekwencji ASL™® z E.coli
automatycznie, w skali 0.2 umola, stosujgc BMT jako aktywator oraz podwdjny coupling
(Schemat 14, metoda [). Potwierdziliémy, ze wyselekcjonowane warunki deprotekcji
zasadowej i odcinania oligomeru od ztoza sg bezpieczne dla stabilnosci grupy —Sge a
wydajnosé syntezy ges’U-RNA okreslilismy na 55% [H7].
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Schemat 14. Ogélny schemat syntezy chemicznej (metody I-11l) ges’U-RNA. Metoda | — bezposrednie wiaczenie
amidofosforynu gesZU w tancuch RNA; Metoda Il — post-syntetyczna strategia geranylacji s’U-RNA w fazie
statej ; Metoda Il — post-syntetyczna strategia geranylacji s’U-RNA w roztworze.

Wobec faktu, ze warunki geranylowania 2-tiourydyny (s?U) wydawaty sie kompatybilne
z protokotem deprotekcji oligomeru, nie zagrazaty dekompozycji oligomeru, a dodatkowo,
reakcja przebiegata szybko z bardzo dobrymi wydajnosciami (> 95%) postanowilismy
sprawdzi¢ mozliwos¢ syntezy gesZU—RNA via post-syntetyczng modyfikacje RNA,
wykorzystujgc oligomer modyfikowany s°U jako czasteczke prekursorowq. Jak do tej pory,
w literaturze znany jest tylko jeden przyktad post-syntetycznej modyfikacji RNA z udziatem
grupy 2-tiokarbonylowe;j s2U-RNA. Dotyczy ona transformacji 5-podstawionych 2-tiourydyn
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do odpowiednich 4-pirymidynonéw (R’s’U-RNA->R’H?U-RNA) z wykorzystaniem oksonu
jako reagenta [Chwialkowska i in., 2015].

Opierajac sie na zoptymalizowanych uprzednio protokotach S-alkilacji s°U, opracowatam
metode post-syntetycznego geranylowania s?U-RNA na ztozu (Schemat 14, metoda 1)
oraz w roztworze (Schemat 14, metoda lll), optymalizujac je w zakresie nadmiaru reagentéw
oraz rodzaju zastosowanego rozpuszczalnika. W obu przypadkach, w reakcji S-alkilacji
zastosowany zostat nadmiar (> 200 equiv) geBr i trietyloaminy oraz EtOH (metoda IlI) lub
mieszanina EtOH-H,0 (metoda Ill) jako rozpuszczalnik. Reakcje byty prowadzone przez
3 godz., w temp. pokojowej, dajac catkowita wydajno$¢ ges’U-RNA 40% (metoda 1) i ~70%
(metoda I11), przy wydajnosci konwersji s>->ges? bliskiej 100% [H7].

Analiza chromatograficzna oligomeréw modyfikowanych gesZU i s?U (RP HPLC, Rys.10a)
oraz réznice w wartosciach log P okreslone na podstawie pomiaru rozpuszczalnosci
oligomerow w uktadzie woda/oktan-1-ol wskazaty na wzrost lipofilowosci Sge-RNA
wzgledem sz—analogu. Chociaz uzyskane wyniki byty zgodne z naszymi oczekiwaniami,
watpliwosci budzita ich rozbieznos¢ z danymi opublikowanymi przez Wanga i in [Wang i in.,
2015], ktérzy praktycznie nie obserwowali réznic w mobilnosci miedzy oligomerem
gesZT—DNA i jego niemodyfikowanym analogiem (Rys.10b).

a) b) c)

S2U-RNA Ger-DNA m2isodC-DNA
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%SSZELI'RNA Native-DNA
S2dU-DNA
13.2

geS2dU-DNA
156
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Rys.10. Chromatogramy RP-HPLC z ko-iniekgcji oligorybonukleotydéw modyfikowanych a) s’U-RNA i gesZU-RNA;
b) ges’T-DNA i T-DNA [Wang i in., 2015]; c) s°U-DNA, ges’U-DNA i m’isodC-DNA.

Analizujac procedure syntetyczng oligomeru gesZT-DNA opisang przez Wanga i in [Wang i
in., 2015] doszliSmy do wniosku, ze autorzy opublikowanych badani zastosowali system
zasadowej deprotekcji Sge-oligomeru obarczony ryzykiem podstawienia -Sge—>-NMe (AMA =
40% aq. MeNH,/30% NH,OH, 65 °C, 30 min). W celu potwierdzenia wysunietych
przypuszczen oraz zaproponowania alternatywnego protokotu syntezy Sge-oligomeréw DNA
przeprowadziliémy systematyczne badania obejmujace synteze ges’dU-DNA oraz zbadanie
reaktywnosci ges’dU w warunkach zasadowej deprotekcji oligomeréw DNA [H9]. Jako
czgsteczke modelowg wyselekcjonowalismy oligomer DNA o sekwencji analogiczne] jak
poprzednio zsyntetyzowany oligomer ges?U-ASL"S. Synteze przeprowadziliémy w dwdch
wariantach: przez bezposrednie wigczenie amidofosforynu gessz, stosujgc bezwodne
alkaliczne warunki deprotekcji (Schemat 15, metoda 1) oraz post-syntetycznie, geranylujgc w
petni odbezpieczony s’dU-DNA (Schemat 15, metoda II). Uzyskane wydajnosci gessz—DNA
byty odpowiednio, 70% i 80% co potwierdzito uzytecznos$¢ i powtarzalnos¢ procedur
opracowanych uprzednio dla oligomerow ge-RNA.
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Schemat 15. Synteza gessz—DNA przez bezposrednie wtgczenia jednostki gessz w oligomer i deprotekcje w
bezwodnych warunkach alkalicznych (metoda 1), poprzez post-syntetyczng geranylacje w petni odblokowanego
s’dU-DNA (metoda II). Synteza R%izodC-DNA jako wynik post-syntetycznej konwersji SgeUra do RzizoCyt
(metoda Ill).

Badania nad deprotekcjg gedeU—DNA w warunkach zaproponowanych przez Wanga i in.
[Wang i in., 2015] wykazaty praktycznie 100% konwersje gedeU do N2-metyloizocytydyny
(mzizodC, Schemat 15, metoda Ill). Analiza chromatograficzna gedeU—DNA, s’dU-DNA oraz
mZ%isodC-DNA (Rys.10c) potwierdzita wzrost hydrofobowosci oligomeru modyfikowanego
Sge w poréwnaniu z deU—modyfikowanym analogiem, wykazata ponadto podobienistwo tg
dwéch pozostatych oligomeréw — analogiczne jak w przypadku ges’T-DNA i T-DNA
w badaniach Wanga. Mozna zatem przypuszczaé, ze autorzy — w wyniku niewtasciwej
metody zasadowej deprotekcji oligomeru ges’T-DNA otrzymali niepoprawny oligomer
(pochodng izocytydyny) i konsekwentnie wykorzystali go do badan biofizycznych.
WykazaliSmy réwniez, ze warunki alkalicznej deprotekcji zastosowane przez Wanga
powoduja dekompozycje ges’Ura w serii RNA [H9].

W toku dalszych badari udowodniliémy, ze ges’dU-DNA reaguje z 30% NH,OH nawet
w temperaturze pokojowej dajgc jako jedyny produkt, oligomer DNA modyfikowany izodC
(Schemat 15, metoda Ill) [H9]. Efektywna konwersje ges’dU-DNA->izodC-DNA mozna
traktowac jako nowg metode otrzymywania oligomerow DNA zawierajgcych izocytydyne —
modyfikacje, ktéra wystepuje naturalnie w sekwencjach DNA, a z powodu ograniczonej
stabilnosci jest bardzo trudna do wtgczenia tradycyjng metodg z uzyciem amidofosforynu
izodC [Bandeiin., 2015].

W zwigzku z tak duzg reaktywnoscig grupy —Sge z nukleofilami azotowymi zadaliSmy sobie
pytanie czy w warunkach komadrkowych Sge-oligomery mogg reagowacd z biatkami poprzez
grupe e-aminowa lizyny. Aby potwierdzi¢ takg mozliwo$é przeprowadzilismy — analogiczna
do poprzednio opisywanych — reakcje gedeU—DNA z butyloaming w wodzie w temp. 37°
i po 24 godz. zaobserwowalismy 100% konwersje gessz—DNAéBuzizodC—DNA [H9].
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Wykorzystujac zsyntetyzowane 17-mery ges’U-RNA oraz ges’dU-DNA przeprowadzone
zostaty badania stabilnos$ci termicznej homo- i heteroduplekséow zawierajgcych pary zasad
ges’Ura-Ade oraz ges’Ura-Gua [H7, H9]. W celu okreslenia wptywu —Sge na wiasciwosci
hybrydyzacyjne, badaniom poddano réwniez dupleksy zawierajace w miejsce ges’Ura,
macierzystg s’Ura oraz niemodyfikowany Ura. Poréwnanie Tm duplekséw zawierajgcych
pary W-C (ges’Ura-Ade, s’Ura-Ade oraz Ura-Ade) wykazato silnie destabilizujacy wptyw
S-geranylowej modyfikacji na trwatoé¢ duplekséw RNA i DNA (ATm = 8-13 °C). Przeciwnie do
tej obserwacji, analiza Tm uktadéw helikalnych zawierajacych pary ges’Ura-Gua, s’Ura-Gua
oraz Ura-Gua pokazata niewielkie réznice w ich stabilnos$ci. Ponadto dupleksy zawierajgce
pare ges’Ura-Gua okazaty sie bardziej stabilne niz analogi zawierajace ges’Ura-Ade
(ATm~3°C). Fakt ten stanowit przestanke do stwierdzenia, ze obecnos$¢ ges’U w pozycji
wahadtowej tRNA powoduje zmiane preferencji odczytu trzeciej litery kodonu z A (jaka
wykazujg macierzyste sZU) na G. Nie jest wykluczone, ze wspomniana zmiana preferencji
odczytu kodondw moze by¢é elementem regulacji procesu biosyntezy biatek np.
w warunkach stresowych komarki.

Zwiekszona trwatos¢ termodynamiczna zostata wykazana réwniez dla duplekséw
zawierajgcych pary mzizoCyt—Gua w poréwnaniu z mzizoCyt—Ade [H9]. Poniewaz pochodne
izocytydyny posiadajg identyczny z gesZUra uktad elektronowy w obszarze zasady
nukleinowej, a rdinig sie rodzajem podstawnika w potozeniu C2, wysuneliSmy
przypuszczenie, ze za zréznicowanie trwatosci w obrebie par gesZUra—Gua/mzizoCyt—Gua
i gesZUra—Ade/mzizoCyt—Ade odpowiedzialna jest wytgcznie specyficzna dystrybucja miejsc
akceptorowo-donorowych w obu modyfikacjach (brak N3-H) i wynikajgcy z tego nietypowy
uktad wigzan wodorowych z A/G (Rys.12).

Opierajagc sie na wynikach badan termodynamicznych, zaproponowaliémy modele
oddziatywan w parach gesZUra-Ade/mzizoCyt—Ade (jedno wigzanie wodorowe) oraz
ges’Ura-Gua/m’izoCyt-Gua (dwa wigzania wodorowe) (Rys.12). Wykonujac dodatkowy
pomiar stabilnoéci termicznej dupleksu z ges’Ura-Ade, w obecnoéci jonéw srebra Ag’,
wykazali$my, ze stabilnos¢ dupleksu wzrasta co sugeruje mozliwos¢ ,zszycia” tej pary via
wiazanie wodorowe pomiedzy N3 ges®Ura a N1 guaniny (Rys.12).
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Rys.12. Modele oddziatywan par zasad z udziatem ges’Ura (A) i m%izoCyt (B).
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Nalezy podkresli¢, ze model zaproponowany dla pary ges’Ura-Gua ma identyczna geometrie
pary (przesuniecie ges’U w strone matego rowka) jak rozwazany w literaturze model
stabilizujacy oddziatywania wahadtowej pary mnm’s’U-G (Rys.4). Stanowi to dodatkowe
potwierdzenie silnej tendencji ges’U do rozpoznawania G jako trzeciej litery kodonu.

Vill. Podsumowanie

Gtéwne osiggniecia naukowe zgtoszone jako podstawa do przewodu habilitacyjnego:

1) Wyselekcjonowanie nowego systemu utleniajgcego P(lll) - P(V) w syntezie
oligomeréw RNA modyfikowanych 5-metyloaminometylo-2-tiourydyng (mnm’s®U)
i 2-tiourydyng/2-tiourydynami (s?U) metoda amidofosforynowg - skutecznie

eliminujgcego uboczne reakcje utlenienia (s*>0?%) i/lub oksydatywnej desulfuracji
(s>>H?) jakie zachodzg przy zastosowaniu standardowych warunkéw utlenienia.

2) Synteza oligomerdw RNA modyfikowanych 5-karboksymetyloaminometylourydynami
cmnmSU, cmnm’s?U  oraz 5-taurynometylourydynami thU, mm’s’U. Badania
obejmowaty wyselekcjonowanie grup ochronnych funkcji karboksylowej oraz
sulfonowej, ustalenie metodyki wprowadzania taricucha bocznego w potozenie C-5,
wykazanie skutecznosci zaproponowanego modelu modyfikowanych jednostek
monomerycznych w syntezie i deprotekcji oligorybonukleotydéw oraz rozwigzanie
problemu desulfuracji oligomeréw modyfikowanych 2-tiourydynami cmnm’s?U
i tm’s’U na etapie utlenienia fosforynu do fosforany jak réwniez w procesie
deprotekcji oligomerdéw.

3) Wprowadzenie nowego syntonu — 5-piwaloiloksymetylourydyny (Pivom>U)
i 2-tiourydyny (Pivom>s’U) do syntezy réznorodnie 5-podstawionych urydyn
i 2-tiourydyn. Uzytecznoé¢ Pivom°U i Pivom>s’U w reakcjach podstawienia
PivO- = -NH,, -NHR, -NR;, -OR, -SR, -CN zostata potwierdzona w syntezie dwudziestu
5-podstawionych  urydyn/2-tiourydyn, w tym dziesieciu natywnych 5-
aminometylourydyn nmSU, nmSSZU, mnmSU, mnmSSZU, cmnmSU, cmnmSSZU, thU,
rmsszu, inm>U i cnm°U.

4) Odkrycie nowej prekursorowej czasteczki RNA — Pivom>U-RNA i wykazanie jej
uzytecznos$ci w post-syntetycznej syntezie oligorybonukleotydow modyfikowanych
natywnymi 5-aminometylourydynami nmSU, mnmSU, cmnmSU, tm5U, inm°U i
cnm®U.

5) Synteza i charakterystyka nowo-odkrytych 5-aminometylo S-geranylo-2-tiourydyn
(mnmSgeSZU, cmnmsgeSZU). Wykazanie réznic we wtasciwosciach fizykochemicznych
pomiedzy geranylowymi nukleozydami a macierzystymi 2-tiourydynami.

6) Synteza oligomeréw RNA i DNA zawierajgcych reszte S-geranylo-2-tiouracylu w
trzech strategiach (bezposrednie wtgczenie amidofosforynu gesZU/gessz, post-
syntetycza geranylacja s?Ura-RNA/DNA w roztworze i na fazie statej). Okreslenie
ryzyka pracy syntetycznej z gesZU—modyfikowanymi oligomerami RNA i DNA w
warunkach alkalicznej deprotekcji oligomerdw. Wykazanie niepoprawnosci protokotu
deprotekcji gesZT—DNA prezentowanego w literaturze (Chem.Commun., 2015).
Zastosowanie ge-RNA i ge-DNA do wyznaczenia ich wtasciwosci fizykochemicznych i
hybrydyzacyjnych (kooperacja, prof. Nawrot, CBMiM, PAN, tddz) i poréwnanie tych
wtasciwosci z danymi uzyskanymi dla oligomerdw zawierajacych s?Ura i Ura
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pozwolito sformutowaé¢ generalny wniosek, ze rolg biologiczng xnmsgeszu
zlokalizowanych w pozycji wahadtowej tRNA jest przesuniecie preferencji odczytu
trzeciej litery kodonu z A do G.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO — BADAWCZYCH

Badania opisane w publikacjach A1-A11 oraz B1,B2 dotyczg syntezy modyfikowanych
oligorybonukleotydéw oraz ich wykorzystania jako narzedzi do okreslenia wptywu
modyfikowanych nukleozydéw na strukture/dynamike konformacyjng tRNA jak réwniez do
wyjasnienia roli jakg petnig w homo- i heterotopowych oddziatywaniach tych biopolimeréw
z partnerami cykli komérkowych. Badania te mozna podzieli¢ na dwa zasadnicze kierunki:
1) badania nad mechanizmem procesu translacji/regulacji ekspresji informacji genetycznej
oraz 2) badania nad selekcjg inhibitoréw namnazania patogenéw (HIV-1, Staphylococcus
aureus). Do realizacji wspomnianych zagadnien wykorzystane zostaty chemicznie
wytworzone oligorybonukleotydy o sekwencji ramienia antykodonu (ASL) tRNAY®?
z cztowieka, tRNA™® z drozdzy oraz tRNA*® z bakterii S.qureus i E.coli, zawierajace
modyfikowane jednostki w miejscach strategicznych dla ich aktywnosci biologicznej (pozycje
32, 34, 37 petli antykodonu oraz 39 i 40 trzonu antykodonu).

Okreslenie strukturalnych uwarunkowan aktywnosci tRNA w procesie translacji byto
realizowane w oparciu o skorelowany cykl badan biochemiczno-biofizycznych, ktérego
zasadniczymi sktadowymi byto okreslenie stabilnosci termicznych ASL, badania strukturalne
ASL w roztworze, pomiary efektywnos$ci wigzania ASL do rybosomu oraz wyznaczenie
modelu oddziatywan w obszarze minihelisy kodon-antykodon =z zastosowaniem
krystalicznych komplekséw 30S rybosom-mRNA-ASL. Na tej podstawie okreslono role
biologiczng kilkunastu modyfikowanych rybonukleozydéw, w tym pseudourydyny (¥so),
5-metylocytydyny (m>Cag), 2-tiocytydyny (s°Csz), inozyny (1s4), 5-metoksykarbonylometylo-2-
tiourydyny (mcm>s?Usq) i 2-metylotio-6-treonylokarbamoiloadenozyny (ms’t®As;).

Niezwykle istotne byty badania z udziatem syntetycznego 17-meru o sekwencji ramienia
antykodonu ludzkiego tRNAY*?yuy (ASLY*?) modyfikowanego mcm’s®Uss, ms?t®As; i g (W
tym znakowanego biotyng), ktéry jest primerem dla odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1.
Ustalilismy, ze status chemiczny modyfikacji wystepujacych w ramieniu antykodonu
ludzkiego tRNAY,yy ma wptyw na efektywnos$¢ wiazania ASL z biatkiem NCp7 wirusa
i konsekwentnie, na efektywno$¢ tworzenia kompleksu tRNALyS’g—thIa I RNA wirusa.
W zwigzku z odkryciem tej zaleznosci, hipermodyfikowane fragmenty ASLY*? zostaty
wykorzystane do opracowania testow umozliwiajgcych wyselekcjonowanie inhibitoréw
odwrotnej transkrypcji wirusa HIV-1 (wspodtpraca z prof. P. Agrisem , The RNA Institute,
University At Albany-SUNY, Albany, USA i firmg TRANA DISCOVERY, Inc., Cary; USA).
Zrealizowana z moim udziatem, synteza DY647-znakowanego oligomeru ASLY Lureus
zawierajacego  mnm>Us, t°A;; oraz specyficzng wylgcznie dla bakteryjnych tRNA
2-tiocytydyne (s’Cs;), umozliwita przeprowadzenie badain nad selekcjg inhibitoréw
namnazania bakterii S.aureus (wspoétpraca z firmg TRANA DISCOVERY, Inc., Cary; USA).
W rezultacie tych badan, z puli blisko 60000 niskoczgsteczkowych zwigzkdéw
wyselekcjonowano cztery, ktére okazaty sie efektywnie hamowac synteze biatek S.aureus.
Pozostata cze$s¢ moich prac dotyczy wykorzystania modyfikowanych rybonukleozydéw
w badaniach aktywnosci enzymoéw modyfikujgcych tRNA (wspodtpraca z prof. R. Falnes,
University of Oslo, Department of Mol. Biosc., Oslo, Norwegia), aktywnosci katalitycznej
DNA-zyméw oraz badan transformacji 2-tiourydyn w warunkach stresu oksydacyjnego
w komorce (wspodtpraca z prof. B. Nawrot, CBMiM, PAN, tédz).
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Ponadto jestem wspdtautorkg czterech prac przegladowych  opublikowanych
w czasopismach krajowych (B3-B6), dotyczacych budowy i funkcji cytozolowych
i mitochondrialnych tRNA oraz strategii mitochondrialnej terapii genowej.
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