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Informacyjny kwas rybonukleinowy organizméw eukariotycznych i niektorych wiruséw
posiada na swoim koncu 5’ unikalng struktur¢ zwang kapem. Powstaje ona na wczesnym etapie
transkrypcji i uczestniczy w wielu waznych procesach, takich jak splicing, poliadenylacja czy
transport do cytoplazmy, gdzie posredniczy we wlaczaniu mRNA w proces translacji. Kap przyczynia
si¢ rowniez do ochrony przed degradacja enzymatyczng eukariotycznego mRNA.

Od lat projektuje i otrzymuje si¢ analogi konca 5° mRNA, ktore mogg wptywac na réznorodne
procesy molekularne, w ktorych kap uczestniczy. Wsrod wielu proponowanych modyfikacji, kilka
odegralo istotng role¢ w badaniach mechanizméw oraz znalazlo zastosowanie praktyczne. Wskazac tu
nalezy analogi typu ARCA, umozliwiajagce tylko poprawne wbudowanie kapu w transkrypt, co ma
szczegdlny wplyw na poprawe efektywnosci translacji. Waznymi okazaty sie rowniez modyfikacje
wprowadzane w mostek fosforanowy, umozliwiajgc otrzymanie analogéw kapu o zwigkszonej
odpornosci na degradacje enzymatyczng, ulatwiajac tym samym ich potencjalne praktyczne
zastosowane. Otrzymano roéwniez N2-modyfikowane zwiazki wykazujace zwigkszong inhibicje
procesu translacji, co stanowi wazny aspekt w terapeutycznym zastosowaniu nukleotydow.

Analogi kapu modyfikuje sie rowniez tak, by staly si¢ narzgdziem molekularnym
umozliwiajacym zastosowanie nowych technik biochemicznych czy biofizycznych do badan
mechanizméw procesow, w ktore koniec 5> mRNA jest zaangazowany. Co wigcej, pozadana jest
zmiana struktury kapu w sposob pozwalajacy na selektywne dolaczenie czasteczek wspomagajacych
jego translokacje przez btong komorkows. Kap ze wzgledu na obecno$¢ grup fosforanowych nie
wykazuje zdolnosci do przenikania do wnetrza komorki, co pociaga za sobg ograniczone zastosowanie
w badaniach in vivo. Najlepszym miejscem do wprowadzenia tego typu modyfikacji, niezaktdcajagcym
podstawowych funkcji petnionych przez kap, jest drugi nukleotyd. Dotychczas zaproponowano rézne
modyfikacje umozliwiajace tylko pojedyncza funkcjonalizacje analogu konca 5° mRNA, miedzy
innymi znacznikami fluorescencyjnymi czy spinowymi, uzyskujac sondy molekularne.

W odpowiedzi na zapotrzebowanie na nowego typu analogi konca 5° mRNA podje¢tam si¢
syntezy podwojnie funkcjonalizowanych, w obrebie drugiego nukleotydu, dinukleotydowych
analogéw kapu, co jest tematem i gltéwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej. Podwojna
modyfikacja struktury kapu umozliwi dolaczenie dwoch roéznych czasteczek do analogu konca 5’
MRNA. Zaplanowane zostalo miedzy innymi wyposazenie analogu w czgsteczke peptydu, ktory



umozliwi transport analogu przez btong komorkowsa oraz znacznika fluorescencyjnego, utatwiajacego
$ledzenie lokalizacji komorkowe]j zwigzku.

Synteza zaplanowanych analogéw konca 5° mRNA rozpoczgta sie od uzyskania podwdjnie
modyfikowanych monofosforandw guanozyny, ktére nastepnie zostaly przeksztalcone w
dinukleotydy. Finalnym etapem byto dotaczenie do analogéw kapu modelowych zwiazkow oraz
takich, ktore pelni¢ beda okreslong funkcje. Selektywna funkcjonalizacja zostata osiagnigta poprzez
zastosowanie odmiennych metod sprzegania. W tym celu wybrane grupy funkcyjne (grupa
karboksylowa, ugrupowanie alkinowe oraz grupa tiolowa) wprowadzone zostaly w trzy réozne miejsca
drugiego nukleozydu. Otrzymane analogi posiadaty dwie z trzech wymienionych grup, co wiecej,
kazda z nich miata przypisang pozycj¢ w guanozynie. Grupa karboksylowa pochodzaca od kwasu
lewulinowego wprowadzonego w pozycje 2’,3’-cis diolu rybozy umozliwita dotaczenie
pierwszorzedowej aminy poprzez wigzanie amidowe. Propargilamina, znajdujaca si¢ w pozycji N2
guanozyny, posiadajaca ugrupowanie alkinowe pozwolita zastosowaé reakcje cykloaddycji z
zwigzkiem zawierajacym azydek. Natomiast grupa tiolowa zlokalizowana w purynie w pozycji C6 w
wyniku utlenienia w obecnosci drugiego tiolu utworzyta wiagzanie disiarczkowe. Wspomniane metody
sprzegania opierajg si¢ na kowalencyjnym wigzaniu czasteczek, ale tylko jedna z nich wykazuje
wilasciwosci redoks - mostek disiarczkowy. Zastosowanie tego typu wiazania w funkcjonalizacji
analogow kapu moze okazaé si¢ niezwykle uzyteczne, poniewaz po dostarczaniu analogéw kapu do
wnetrza komorki, gdzie panuja warunki redukujace, moze nastapi¢ kontrolowane cigcie wigzania
disiarczkowego i uwolnienie potaczonych czgsteczek w niezmienionych formach.

Otrzymane mono- i dinukleotydy poddatam funkcjonalizacji wyselekcjonowanymi
czasteczkami, ktorymi byty: prosty, alifatyczny tiol (1-heksanotiol), znacznik fluorescencyjny
(pochodna etylenodiaminowa dansylu) oraz peptydy Nz-(Ala); i N3-TAT. O ile dotgczanie z
wykorzystaniem reakcji tworzenia wigzania amidowego oraz reakcji cykloaddycji znane jest i
stosowane w chemii nukleotydow, to niewiele wiadomo o syntezie wigzania disiarczkowego. Waznym
wiec celem pracy bylo rowniez opracowanie metody umozliwiajacej otrzymanie takiego wigzania na
poziomie nukleozydu, mononukleotydu oraz dinukleotydu, w tym analogu kapu, zawierajacych 6-
tioguanozyne.

Po przeprowadzeniu wielu prob wykorzystujacych rézne metody syntezy asymetrycznych
disulfidow udato mi si¢ opracowac¢ metody funkcjonalizacji poprzez mostek disiarczkowy oraz izolacji
i oczyszczania otrzymanych produktow zawierajacych 6-tioguanozyne. Nukleozyd udato sie
sfunkcjonalizowaé przy uzyciu metod wykorzystujacych utleniacze oraz sulfenylowe pochodne, a
dotaczanymi zwigzkami byly proste tiole alifatyczne oraz takie zawierajace dodatkowe grupy
funkcyjne, roéznie podstawione tiole aromatyczne oraz znacznik fluorescencyjny. Natomiast 5°-
monofosfran  6-tioguanozyny oraz jego dinukleotydowe pochodne, w tym analog kapu,
sfunkcjonalizowano poprzez mostek disiarczkowy wykorzystujac metode wymiany migdzy disulfidem
a tiolem. Umozliwito to dotaczenie do monofosforanu zwigzkow takich jak proste tiole alifatyczne i
takie posiadajagce dodatkowe grupy funkcyjne a takze tiol aromatyczny. Natomiast w przypadku
dinukleotydow oprocz prostych tioli alifatyczne oraz takich posiadajacych dodatkowe grupy funkcyjne
dotaczono znaczniki fluorescencyjne.

Osiggniecie to umozliwito kontynuowanie badan i dgzenie do osiggnigcia gldwnego celu
pracy, czyli otrzymanie podwojnie funkcjonalizowanych dinukleotydowych analogow kapu.
Zsyntezowane i wyizolowane trzy podwojnie modyfikowane dinukleotydowe analogi konca 5’
mRNA: 57,5 -trifosforan P1-7-metyloguanozyno-P3-N2-propargilo-{2°,3’-O-[1-(2-
karboksyetylo)etylideno]} guanozyny, 5°,5’-trifosforan P1-7-metyloguanozyno-P3-2°,3’-0-(1-(2-
karboksyetylo)  etylideno)-6-tioguanozyny,  5°,5’-trifosforan ~ P1-7-metyloguanozyno-P3-N2-



propargilo-6-tioguanozyny mozna bylo funkcjonalizowa¢ w wyniku dwoch strategii, co wynika z
obecnosci dwoch wprowadzonych modyfikacji. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze do
analogu kapu nalezy najpierw dotgczy¢é wybrany zwigzek poprzez wigzanie amidowe, a nastepnie
nalezy przeprowadzi¢ synteze pierscienia triazolowego albo wigzania disiarczkowego.

W ten sposdb otrzymatam i wyizolowatam trzy podwojnie funkcjonalizowane dinukleotydowe
analogi konca 5 mRNA. Do 5°,5’-trifosforanu P1-7-metyloguanozyno-P3-N2-propargilo-{2’,3’-O-[1-
(2-karboksyetylo)etylideno] } guanozyny dotaczytam znacznik fluorescencyjny (dansyl
etylenodiaminy) za pomoca wigzania amidowego do znajdujacego si¢ na rybozie kwasu lewulinowego
oraz peptydy: modelowy peptyd (Ns;-Ala-Ala-Ala-NH,) oraz peptyd penetrujacy btone komorkowsa
(N3z-Tat), umiejscowione w obrgbie egzocyklicznej grupy aminowej, dotaczone w wyniku reakcji
dipolarnej cykloaddycji Huisgena. Do 5°,5’-trifosforanu P1-7-metyloguanozyno-P3-2’,3’-O-(1-(2-
karboksy etylo)etylideno)-6-tioguanozyny  dotgczytam  znacznik  fluorescencyjny  (dansyl
etylenodiaminy) za pomoca wigzania amidowego przez znajdujacy si¢ na rybozie kwas lewulinowy
oraz modelowy tiol (1-heksanotiol) do grupy tiolowej znajdujacej si¢ w pozycji C6 guaniny poprzez
mostek disiarczkowy.

Waznym osiagnigciem niniejszej rozprawy doktorskiej byto sprawdzenie uzytecznos$ci tego
typu modyfikacji w badaniach biologicznych. Otrzymany podwdjnie funkcjonalizowany analog kapu,
posiadajacy peptyd penetrujacy btone komdrkowa oraz znacznik fluorescencyjny, zostal przebadany
pod katem zdolno$ci translokacji przez blonge komoérkowa. Eksperymenty pokazaty, ze
funkcjonalizowany analog jest zdolny do wniknig¢cia do wnetrza komorek raka piersi MCF-7 po 24 h
inkubacji. Co wigcej, analog ten wptywa tylko na kap zalezng translacj¢ w systemie in vitro w lizacie z
retikulocytow kroliczych oraz in vivo w komoérkach MCF-7, co zostalo szerzej omdéwione w
opublikowanej w Bioconjugate Chemistry pracy z tego roku.



