,,Opracowanie nowej metody syntezy oligorybonukleotydéw modyfikowanych 5-aminometylourydynami (xnm®°U)
i 5-aminometylo-2-tiourydynami  (xnm®s2U)  via post-syntetyczne  podstawienie  nukleofilowe  5-
piwaloiloksymetylourydyny/2-tiourydyny”

Urydyny i 2-tiourydyny zawierajace grupe 5-aminometylowa (xnm°U/xnm°s2U) wystepujaw  sekwencjach
transportowych RNA (tRNA) zaréwno organizméw prokariotycznych jak i eukariotycznych.l> Modyfikacje te
zlokalizowane sg w pozycji 34 (tzw. pozycja wahadtowa, pierwsza litera antykodonu) ramienia antykodonu cytozolowych
i mitochondrialnych tRNA (mt-tRNA), gdzie petnig zasadniczg funkcje w procesie dekodowania informacji genetycznej.
Poprzez aranzacje odpowiedniej konformacji petli antykodonu, wptywaja one na stabilnos¢ rybosomalnego kompleksu
MRNA-tRNA, co w konsekwencji determinuje efektywne i prawidlowe rozpoznanie kodondw zakorczonych puryng
(NNA/NNG). Wykazano, ze w niektorych przypadkach brak modyfikacji moze powodowa¢ catkowite zahamowanie
procesu translacji, a w efekcie pojawienie sie symptoméw chorobowych.6.7 Dla przyktadu, brak 5-taurynometylo-2-
tiourydyny w sekwencjach ludzkiego, mitochondrialnego tRNALYS jest przyczyna pojawienia sie mitochondriopatii
MERRF.8 W tym wzgledzie, chemicznie modyfikowane fragmenty tRNA, w szczegdlnosci sekwencje ramienia
antykodonu, stanowig atrakcyjne modele do badar uwarunkowan strukturalnych determinujacych funkcjonalno$¢ tRNA
w procesach komadrkowych.12 Brak wystarczajacej dostepnosci do czasteczek tRNA/mMt-tRNA izolowanych z materiatu
biologicznego, w mniejszym stopniu réwniez ograniczona dostepnos¢ syntetyczna, powoduja, ze jedynie dla waskiej
grupy modyfikowanych nukleozyddw opisano w literaturze zalezno$¢ miedzy ich strukturg a funkcjg tRNA.

Oligorybonukleotydy modyfikowane urydynami/2-tiourydynami typu xnm°U/xnm®s2U maja réwniez istotne znacznie w
kontekscie otrzymywania terapeutycznych kwasoéw nukleinowych.8-11 Znaczaca role w tym aspekcie odgrywa obecno$é
atomu azotu w strukturze modyfikacji xnm°PU/xnm°s2U. Mozliwo$¢ protonowania ugrupowania aminowego neutralizuje
fadunek ujemny grup fosforanowych oligomerdw, przez co znaczaco zwieksza ich biodostepnos¢. Co wiecej obecnosé
grup(y) aminowej wptywa na zwiekszenie selektywnosci i powinowactwa oligomeru wzgledem patogennej czasteczki
RNA/DNA, jak réwniez zwieksza jej odporno$¢ na degradacje enzymatyczng w medium komoérkowym. Dodatkowo,
modyfikacje zawierajace funkcje 2-tiokarbonylowa (xnm®s2U) zwiekszaja stabilno$é struktur helikalnych.12

Pomimo, iz istnieje wiele mozliwosci zastosowania oligorybonukleotydéw modyfikowanych urydynami/2-tiourydynami
typu xnm2U/xnm®s2U, to w literaturze nie ma wielu przyktadow opisujacych ich efektywna synteze.1.13-16 Dotychczas
stosowane sg trzy metody syntezy fragmentow RNA modyfikowanych xnm®U/xnmPs2U: chemiczna, enzymatyczna i
semienzymatyczna, przy czym tylko metoda chemiczna umozliwia synteze oligomeru w wiekszej skali, jak rowniez jest
jedyna - jak do tej pory - metoda umozliwiajaca wprowadzenie nukleozydéw 2-tiopirymidynowych xnm°s2U w
sekwencje RNA.

Badania zaplanowane w ramach projektu sa proba wiaczenia sie w aktualny nurt badan nad syntezg modyfikowanych
fragmentéw RNA. Program badan obejmuje opracowanie efektywnej syntezy oligorybonukleotydéw modyfikowanych 5-
podstawionymi urydynami i 2-tiourydynami typu xnmU/xnm®s2U na drodze post-syntetycznej transformacji 5-
piwaloiloksymetylourydyny (Pivom®U) i 5-piwaloiloksymetylo-2-tiourydyny (Pivom®s2U). Proponowana metoda zaktada
wykorzystanie grupy piwaloiloksylowej, umieszczonej w pozycji pseudobenzylowej w strukturze Pivom®U/Pivom®s2U
jako grupy opuszczajacej w reakcjach nukleofilowego podstawienia z szeregiem réznorodnych nukleofili azotowych. W
rezultacie, synteza jednego prekursorowego oligomeru modyfikowanego Pivom®U lub Pivom®s2U stworzy mozliwo$é
otrzymania kilkunastu réznych produktéw, w zaleznosci od uzytego odczynnika nukleofilowego. W ramach badan
zostang przetestowane nastepujgce odczynniki o charakterze nukleofilowym: amoniak, aminy I-rzedowe, aminy Il-
rzedowe: alifatyczne i cykliczne oraz sole tetra-n-butyloamoniowe aminokwasow.

Jako model do opracowania warunkéw post-syntetycznej transformacji PivomSU/Pivom®s2U - xnm°U/xnmPs2U
planujemy wykorzystanie krotkiego oligomeru o sekwencji  5’-GUPivom®UAC-3’/5’-GUPivom®s2UAC-3’,
zawierajacego wszystkie jednostki kanoniczne. Synteza prekursorowych oligorybonukleotydéw modyfikowanych
Pivom®U/Pivom®s2U zostanie przeprowadzona zgodnie z manualnym protokotem metody amidofosforynowe;.

W ramach projektu planowana jest rowniez synteza 17-meru o sekwencji ramienia antykodonu tRNALYSt .
modyfikowanego w pozycji 34 jednostka 5-metyloaminometylo-2-tiourydynowa (mnm°s2U) via post-syntetyczna
transformacja Pivom®s2U. Ponadto, zostang przeprowadzone badania nad wiaczeniem kilku jednostek Pivom®U w
fancuch RNA oraz ich post-syntetyczng transformacjg z wybranym nukleofilem, dajgce mozliwo$¢ zastosowania
proponowanej metodyki do otrzymywania oligomeréw o lepszych wiasciwos$ciach terapeutycznych w stosunku do
pojedynczo modyfikowanego fragmentu RNA.
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