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»Badania nad synteza i wprowadzaniem w lancuch oligonukleotydowy cyklicznej pochodnej
Ne®-treonylokarbamoilo-adenozyny i jej analogow”

Unikatowy charakter czasteczek transferowych kwasow rybonukleinowych (tRNA) spowodowany
jest obecnosciag w ich sekwencjach ponad 100-tu réznorodnie modyfikowanych nukleozydow. Modyfikacje
maja istotne znacznie dla prawidtowego przebiegu procesu dekodowania informacji genetycznej i biosyntezy
biatek, co sprawia, ze sa ciagle obiektem szeroko zakrojonych badan chemikéw i biochemikéw. Najwigcej
réznorodnie modyfikowanych nukleozydow wystepuje w domenie petli antykodonowej tRNA (Rys. 1a), a ich
obecno$¢ decyduje o poprawnosci oddziatywania antykodonu tRNA z kodonem mRNA. Do tego typu
modyfikacji nalezy NO-treonylokarbamoiloadenozyna (t°A), zawierajaca tancuchows postaé vr-treoniny
(Rys. 1b) - nukleozyd znany i badany od przeszto 40 lat, zlokalizowany w pozycji sasiadujacej od 3’- konca
z antykodonem w czagsteczkach wielu tRNA.

Waznym doniesieniem dotyczacym t°A byly opublikowane przez zesp6t T. Suzuki (Nat. Chem. Biol.
2013) wyniki badan wykazujace, ze fragment nukleozydu obejmujacy tancuchowa resztg -treoniny wystepuje
w komoérce w postaci cyklicznej 0 strukturze oksazolonu, a nowy nukleozyd nazwano cykliczng
NS-treonylokarbamoiloadenozyng (ct’A) (Rys. 1c). Okazato sig, ze Ct®A nie byla wczesniej identyfikowana,
poniewaz ulegata fatwo hydrolizie do t°A w dotychczas stosowanych, zbyt alkalicznych, warunkach izolacji
nukleozydu z puli komoérkowego tRNA. Dopiero zastosowana przez zespot Suzuki nowa procedura izolacyjna,
w neutralnych warunkach, pozwolita na wydzielenie nukleozydu w formie cyklicznej.

a) Transferowy kwas

rybonukleinowy (tRNA) d)
b) .tancucHowa C) .CYKLICZNA" POSTAC PIERSCIEN OH
POSTAC AMINOKWASU HYDANTOINY
AMINOKWASU O STRUKTURZE OKSAZOLONU
o 04 CH } NH
HNJJ\NITOH o /&O
I'\ H N
N N
4
<N | N’) -H,0 N N
HO. (l I
0 >
Petia 6 N N
antykodonu \ HO OH ft°A HO
O
%A z faiicuchowa L-treonina, Struktura postulowana przez
znany i badana od przeszio 40 lat Zespol T. Suzuki, 2013 r 6
HO OH ct°A

Rys. 1. a) Struktura tRNA, b) struktura t8A z otwartq formg L-treoniny, c) struktura ctA z resztq
r-treoniny w postaci estru o strukturze oksazolonu, d) ct®A zawierajgca reszte r-treoniny w
formie pierscienia hydantoiny potwierdzona za pomocq analizy rentgenograficznej krysztatow
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W $wietle odkrycia ct®A, wydaje sie, ze dotychczasowe wnioski wynikajgce z réznorodnych badan
biologicznej roli ,tafcuchowej” t°A powinny zosta¢ zweryfikowane. Fakt ten sprawia, ze Ct®A stanowi
interesujacy 1 aktualny obiekt badan nad modyfikacjami tRNA.

Zainspirowani odkryciem nowego nukleozydu rozpoczeliémy badania nad ct®A i mozliwosciami jej
wbudowywania w tanicuch oligonukleotydowy. Wstepne badania nad synteza a takze stabilnoscia cyklicznego
nukleozydu w zréznicowanych warunkach zostaty opublikowane w Bioorg. Med. Chem. Lett., 2014, 24, 2703-
2706). Nasze dalsze prace nad syntezg Ct®A, zakoficzone pomyslng krystalizacjg nukleozydu i jego badaniami
rentgenostrukturalnymi, jednoznacznie wykazaly, ze cze$¢ aminokwasowa w syntetycznej ct®A nie wystepuje
w_postulowanej przez T. Suzuki postaci o strukturze oksazolonu (Rys. 1c), a w _izomerycznej formie o
strukturze pierscienia hydantoiny (Rys. 1d). Ponadto, badania przeprowadzone we wspotpracy z Zespotem T.
Suzuki potwierdzity identyczno$¢ strukturalng zsyntezowanej przez nas Ct®A, zawierajgcej pierScien
hydantoiny z nukleozydem ct®A wyizolowanym z puli czasteczek tRNA E.coli.

Odkrycie to spowodowato konieczno$¢ innego spojrzenia na badania bedgce przedmiotem mojej pracy
doktorskiej. W tym kontekscie program badawczy obejmuje szereg zadan majacych na celu optymalizacje
syntezy cyklicznego nukleozydu, szeroka charakterystyke tworzenia i reaktywnosci pierscienia hydantoiny w
Ct®A, a takze opracowanie sposobu inkorporacji ct’A w fancuch oligonukleotydowy. Opracowanie metody
otrzymywania ct®A-modyfikowanych oligonukleotydéw stworzy mozliwo$é pozyskiwania oligomerowych
narzedzi do badania biologicznej roli natywnej ct?A w procesie dekodowania informacji genetycznej.
Prowadzone sa rowniez badania nad synteza cyklicznych analogéw innych nukleozydéw modyfikowanych
resztami aminokwasOw wystepujacych w naturze - 2-tiometylowej pochodnej t°A (ms?®A) i nukleozydu
zawierajgcego reszte glicyny (g°A). Syntetyczne ms?ct®A i cg®A zostang wykorzystane jako wzorce do
poszukiwania cyklicznych nukleozydéw w puli koméorkowych tRNA.



