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Popularnonaukowy opis badan

Nukleotydy sg organicznymi molekutami wystepujagcymi w komérkach zywych organizmow. Sg no$nikami
informacji genetycznej, dostarczajg energii komdrce i mozna je znalez¢ w kofaktorach, a cykliczne odmiany
nukleotyddéw uczestniczg w sygnalizacji komérkowej. Poziom nukleotydéw w komorce jest Scisle regulowany
przez enzymy z grupy fosfohydrolaz wtgczajgc w to pirofosfatazy oraz nukleazy. Dysfunkcje tych enzymdéw mogg
prowadzi¢ zaréwno do niedoboru kluczowych nukleotyddw, jak i do nagromadzenia ich w stezeniach
toksycznych, a w konsekwencji do rozwoju stanéw patologicznych. Jednym z kluczowych elementéw regulacji
puli nukleotyddéw jest kontrola ich stopnia fosforylacji. Wazng klasg enzymoéw zaangazowanych w ten proces sg
pirofosfatazy katalizujgce reakcje hydrolizy wigzania pirofosforanowego wystepujgcego w nukleotydach.
Zaburzenia aktywnosci pirofosfataz powigzano z rozwojem choréb nowotworowych czy nerwowo-mies$niowych
i zidentyfikowano je jako cele terapeutyczne dla tych choréb. Od wielu lat na $wiecie prowadzone sg badania
nad poznaniem struktur i mechanizméw dziatania pirofosfataz istotnych w kontekscie medycznym oraz
poszukiwane sg matoczgsteczkowe ligandy modulujgce ich aktywnos¢, ktore mogg byé pomocne w zrozumieniu
mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje aktywnosci pirofosfataz, jak i daé poczatek nowym terapiom.
Od ponad dwdch dekad rozwijane sy wysokoprzepustowe metody przesiewowe (ang. High-Throughput
Screening, HTS), ktore sg stosowane jako standardowe techniki poszukiwania lekéw w przemysle
farmaceutycznym oraz jako metody do identyfikacji matoczasteczkowych zwigzkéw oddziatujgcych z badanym
celem.

W ramach Projektu wytworzytem narzedzia badawcze (tzw. sondy molekularne) w oparciu o chemicznie
modyfikowane nukleotydy zawierajgce ugrupowanie fluorofosforanowe. Opracowatem trzy wydajne metody
syntezy nukleotyddw i oligonukleotydéw znakowanych grupg fluorofosforanowg w pozycji 5’. Obecnos¢ atomu
fluoru w czgsteczce nukleotydu okazata sie korzystna z dwdéch powoddéw. Po pierwsze zwigzki te mozna byto
zastosowad jako sondy molekularne w badaniach °F NMR. Po drugie fluoromonofosforany nukleotyddéw byty
podatne na hydrolize enzymatyczng z uwolnieniem jonéw fluorkowych. Fakt ten wykorzystatem do opracowania
wysokoprzepustowego badania przesiewowego, gdzie substratem jest fluorofosforanowy analog nukleotydu,
a detekcja postepu reakcji enzymatycznej odbywa sie poprzez zastosowanie sondy fluorogenicznej selektywnie
reagujacej z jonami fluorkowymi. Metode HTS zastosowatem do zbadania trzech enzymdw z grupy pirofosfataz.
Nieprawidtowe dziatanie tych enzymoéw jest skorelowane z réznymi schorzeniami jak np. rdzeniowa atrofia
miesniowa (ang. spinal muscular atrophy, SMA), a zwigzki hamujgce aktywnos¢ enzymatyczng sg identyfikowane
jako terapeutyki. Dzieki opracowanej metodzie HTS wykonatem badania przesiewowe ponad 140 rdznych,
chemicznie modyfikowanych nukleotyddw, co pozwolito na identyfikacje wielu silnych inhibitoréow jak i rzucito
nowe S$wiatto na biologiczng role tych enzymdéw w degradacji mRNA. Innym aspektem mojego projektu
doktorskiego byto wykorzystanie fluorofosforylowanych oligonukleotydéw jako sond molekularnych do badania
zmian konformacyjnych i oddziatywan tych czasteczek. Metode °F NMR zastosowatem w badaniach stabilno$ci
tworzenia sie podwdjnych nici DNA, do wykrywania niekomplementarnosci w nici hybrydyzujacej,
do monitorowania tworzenia sie i rozplatania nici pod wptywem temperatury oraz zmian pH oraz do badania
oddziatywan biatko-ligand. Mam nadzieje, ze znakowane fluorofosforanem nukleotydy mogtyby w przysztosci
postuzy¢ do wysokoprzepustowego poszukiwania ligandéw wigzacych struktury G-kwadruplekséw lub
i-motywéw metodami *°F NMR.



