Synteza i badanie wtasciwosci mononukleotydowych analogow konca 5° mRNA
zawierajacych podstawniki benzylowe przytagczone poprzez ugrupowanie
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Sciezka syntezy

Koniec 5 mRNA (kap) jest wazna biologicznie strukturg zaangazowana w proces ekspresji
genow, co czyni go istotnym miejscem modyfikacji zwiazanych z kontrolowaniem procesow
metabolizmu RNA oraz produkcji biatek.

Dotychczasowe badania analogow tej struktury wykazaty, ze wprowadzenie ugrupowania
triazolowego w obrebie tancucha fosforanowego badz zamiana grupy N7-metylowej na grupe
benzylowa moze znaczaco wptywac na ich wtasciwosci biologiczne. Opisane w literaturze analogi
wykazujg zwiekszone powinowactwo do biatka inicjujacego translacje - elF4El2]) zostaty rowniez
scharakteryzowane jako matoczasteczkowe inhibitory 5’-nukleotydazy - cNIIIBLI.

Celem tego projektu byto otrzymanie i charakteryzacja analogow strukturalnych monofosforanu
N7-metyloguanozyny, przy wykorzystaniu reakcji cykloaddycji azydkowo-alkinowej katalizowanej
jonami miedzi(l) (CuAAC). W otrzymywanych zwiazkach do azotu N7 guanozyny poprzez linker
metylenowy i ugrupowanie 1,2,3-triazolowe przytaczona byta grupa benzylowa zawierajaca
dodatkowe podstawniki takie jak: atomy halogenow, grupy metylowe czy proste grupy funkcyjne.
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Rysunek 1. Po lewej: struktura monofosforanu 7-metyloguanozyny (m’GMP), po prawej: ogolny wzor
strukturalny otrzymanych zwiazkow (R-Bn-Tr-’GMP).

Pierwszym etapem projektu byto przygotowanie substratow do reakcji cykloaddycji, w tym celu
wykonano reakcje N’-alkilacji monofosforanu guanozyny przy wykorzystaniu bromku
propargilowego zabezpieczonego grupa trimetylosilanowa. Kolejnym krokiem byto otrzymanie
szeregu azydkow benzylowych w reakcji substytucji nukleofilowej wybranych bromkow
benzylowych z azydkiem sodu.

Kluczowa reakcja wykorzystywang w syntezie byta cykloaddycja Huisgena, nalezaca do szerokiej
grupy reakcji ,.click”. Etap ten rozpoczynano od zdjecia grupy ochronnej TMS z alkinowej
pochodnej nukleotydu przy uzyciu jonow fluorkowych, nastepnie do wodnego roztworu nukleotydu
dodawano stechiometryczng ilosc¢ azydku benzylowego rozpuszczonego w DMF. Koncowym krokiem
byto dodanie do mieszaniny reakcyjnej roztworow siarczanu(Vl) miedzi(ll) i askorbinianu sodu w
celu wygenerowania katalitycznych ilosci jonow miedzi(l).

Reakcja cykloaddycji Huisgena w obecnosci jonow miedzi(l) jest niezwykle szybka i
stereoselektywna, w podanych warunkach substraty tacza sie z wysoka wydajnosciag poprzez trwaty
uktad 1,2,3-triazolowy.
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Rysunek 2. Schemat cykloaadycji azydkowo-alkinowej katalizowanej jonami miedzi(l) - CuAAC.

Otrzymane ZwigzKi
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Charakteryzacja zwiazkow

Wtasciwosci biologiczne

Postep reakcji byt monitorowany przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej w
odwroconym uktadzie faz (RP-HPLC). Otrzymane zwiazki zostaty scharakteryzowane dzieki
zastosowaniu  spektrometrii  mas wysokiej rozdzielczosci (HRMS) oraz spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR).
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Rysunek 3. Po lewej: Chromatogramy RP-HPLC z syntezy zwiazku 5a : A - zabezpieczony substrat,
B - substrat po odbezpieczeniu, C - mieszanina reakcyjna przed dodaniem katalizatora, D - zakonczona
reakcja. Po prawej: Widmo "H NMR oczyszczonego zwiazku 5a.

Scharakteryzowane zwiazki poddano serii badan biochemicznych, przeprowadzono pomiary
majace na celu sprawdzenie czy otrzymane zwigzki mogg stanowic inhibitory dla enzymow
zwigzanych z metabolizmem RNA - fosfataz z rodziny HIT. W tym celu wykorzystano opracowang w
naszym laboratorium metode HTS oparta na 5’-fluorofosforanach nukleozydow i sondzie
fluorescencyjnejl®l. W wyniku przeprowadzonych badan mozliwe byto ocenienie jaki typ interakcji
zachodzi pomiedzy danymi zwiazkami a enzymami, a takze obliczenie wartosci parametru IC, dla
poszczegolnych analogow.
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Rysunek 4. Po lewej: procentowe wartosci inhibicji enzymu AtFhit przez poszczegolne analogi w
warunkach eksperymentu (20 pM inhibitora), po prawej: krzywe miareczkowania enzymu AtFhit
wybranymi zwigzkami.
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Badania zostaty sfinansowane ze srodkow Fundacji na rzecz Nauki Polskiej w ramach projektu TEAM/2016-2/13.

e Uzyskatem z bardzo dobrymi wydajnosciami dziewietnascie nowych mononukleotydowych analogow
kapu zawierajacych pierscien 1,2,3-triazolowy.

e Struktury zwigzkow zostaty potwierdzone metodami NMR oraz HRMS.

e Wprowadzenie ugrupowania triazolowego w obrebie zasady azotowej znacznie zmienia wtasciwosci
biologiczne zwiazku. Istnieje mozliwosc potencjalnego wykorzystania otrzymanych zwiazkow jako
inhibitorow fosfataz zaangazowanych w metabolizm RNA.




