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Glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma multiforme, GBM) jest najczgstszym,
najbardziej ztosliwym, zle rokujagcym pierwotnym guzem moézgu. GBM charakteryzuje
si¢ naciekajagcym charakterem wzrostu, obfitym unaczynieniem oraz szybkim i
agresywnym przebiegiem klinicznym. Niezmiennie od wielu lat standardem w leczeniu
glejakow pozostaje leczenie operacyjne wspomagane radio- i chemioterapia. Ze
wzgledu na jego lokalizacje oraz znaczng opornos¢ na konwencjonalne terapie
rokowanie pacjentow z glioblastomg jest bardzo zte, a wspotczynnik wyleczen niski.
Poszukiwanie nowych celow terapii oraz skutecznych narzedzi terapeutycznych

leczenia nowotworow stanowi aktualne wyzwanie dla medycyny oraz nauki.

MikroRNA (miRNA) odgrywaja kluczowa role w wielu procesach komorkowych,
takich jak: wzrost, r6znicowanie, podzialy komorkowe, apoptoza oraz sygnalizacja
komorkowa. Ich odkrycie okazato si¢ przetomem w diagnostyce i prognozowaniu wielu
choréb. Nadal jednak jesteSmy dalecy od zrozumienia mechanizmdéw regulacji
komorkowej z udzialem miRNA, a zatem réwniez od ich wykorzystania jako

potencjalne cele terapeutyczne.

Zgodnie z przyjetym modelem specyficzno$¢ miRNA zakodowana jest w ich sekwencji.
Postuluje si¢, ze do rozpoznania sekwencji targetowej przez miRNA wystarczy
komplementarnos¢ sekwencji wynoszaca zaledwie 7 nt (obejmujaca rejon ‘seed’
miRNA) [1]. Zastanawiajace jest w jaki sposob tak krotka sekwencja moze zapewnic
specyficznos¢ dzialania miRNA. W Swietle wczesniejszych badan, ktore wskazuja, ze
sekwencje o dlugosci 10 nukleotydow i krotsze nie sg unikalne w genomie ludzkim,
watpliwe jest aby oddziatywania miRNA-mRNA obejmujace zaledwie parg

nukleotydéw mogty zagwarantowac specyficzno$¢ dziatania miRNA.

Pierwsze przestanki mowigce o tym, ze nie tylko sekwencja miRNA determinuje ich
funkcje zostaly dostarczone przy okazji weryfikacji wytypowanych w analizie
bioinformatycznej potencjalnych sekwencji docelowych dla miRNA. Ponad polowa
sekwencji mRNA wskazanych przez algorytmy bazujace jedynie na sekwencji nie
pokrywa si¢ z danymi eksperymentalnymi. Udowodniono réwniez, ze na efektywnos¢
rozpoznawania mRNA przez miRNA oprocz sekwencji wplywa struktura mRNA.
Najnowsze doniesienia wskazuja, ze miRNA wystepuja w komorce w nadmiarze w

stosunku biatek Ago oraz, ze moga one samodzielnie rozpoznawac transkrypty. Ponadto
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obecno$¢ w miRNA wewnatrzczasteczkowych rejondw komplementarno$ci oraz
motywow GNRA Iub UNCG (N = A/U/G/C, R = A/G) promujacych zwijanie RNA
oraz determinujgcych stabilno$¢ powstajacych spinek wskazuja, ze miRNA niezwigzane
z kompleksem RISC mogg samoistnie przyjmowaé struktur¢ spinki do wloséw [2, 3].
Motyw spinki RNA znany jest jako miejsce kontaktu RNA z innymi kwasami
nukleinowymi i biatkami [4]. Sugeruje to, ze struktura miRNA moze mie¢ przetozenie

na ich funkcje.

Poznanie struktury miRNA moze przyczyni¢ si¢ do zrozumienia mechanizmow
regulacji komérkowej zaleznych od miRNA oraz patogenezy choréb u podtoza ktorych
leza te krotkie niekodujace RNA, w tym nowotworéw glejowych mozgu. Prébujac
zrozumie¢ wielofunkcyjnos¢, a zarazem specyficznos$¢ miRNA postanowitam
sprawdzi¢ czy miRNA tworzg struktur¢ i w jaki sposob przektada si¢ ona na ich

wlasciwosci 1 funkcje.

Kierujac si¢ chgcig zrozumienia molekularnych podstaw nowotworéw glejowych
wytypowalam miRNA swoiste dla guzow modzgu oraz zweryfikowatam ich uzyteczno$¢
jako celow terapeutycznych GBM. Okres$litam ich strukture oraz wlasciwosci 1 funkcje
w niej zakodowane. W odpowiedzi na brak skutecznych metod leczenia nowotworow
glejowych mozgu zaprojektowalam katalityczne kwasy nukleinowe skierowane na
miRNA oraz ich prekursory, ocenitam ich specyficznos¢, aktywno$¢ 1 uzyteczno$¢ w

terapii.

Postawione cele realizowalam w nastepujacych etapach:

- wykonalam analize¢ mikromacierzowa profilu miRNA w tkankach zlosliwych guzow
moézgu, tkankach obrzezy oraz tkankach zdrowych, a nastgpnie wytypowatam miRNA,
ktérych poziom jest istotnie zmieniony w tkankach guza w poréwnaniu z tkankag

zdrowa,

- wykonalam metaanalize wytypowanych miRNA, wybralam miRNA o istotnym
znaczeniu dla rozwoju GBM oraz ocenitam ich uzyteczno$¢ jako celow terapii guzoéw

mozgu,

- z uzyciem specyficznych nukleaz (rybonukleazy T1, V1 oraz nukleazy S1, RNazy H
w obecnosci oligonukleotydow DNA), jonéw otowiu, spektroskopii NMR, CD oraz UV

okreslitam struktur¢ wybranych miRNA oraz ich prekursorow,
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- okreslitam $rednie stgzenie pojedynczego miRNA w komorce, a dla wybranych
miRNA state rownowagi oraz przedstawilam przestanki wskazujace, ze miRNA moga

wystepowa¢ w komorce w postaci spinki do wtosow lub dupleksu,
- pokazalam zaleznos$¢ okresu pottrwania miRNA od ich struktury,
- okreslitam zdolno$¢ miRNA do oddzialywania z biatkami,

- zaprojektowatam rybozymy oraz DNAzymy skierowane na miR-21, miR-10b, miR-
15b oraz ich prekursory, okreslitam ich specyficznos$¢, aktywnos¢ in vitro oraz in vivo a

takze ich uzyteczno$¢ w terapii guzoéw mozgu.

Istotnym osiggnieciem pracy jest:
- wytypowanie nowych celow terapii GBM,

- okre$lenie struktury dojrzatych miRNA oraz zaproponowanie alternatywnego do

ogolnie przyjetego modelu ich dziatania,

- zaprojektowanie specyficznych i skutecznych narz¢dzi obnizajacych poziom miRNA

w komorkach GBM.
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AA gwiezdziak anaplastyczny

AML ostra biataczka limfoblastyczna

amp’ gen oporno$ci na ampicyline

APS nadsiarczan amonu

ASD spektrum autystyczne

ATP adenozynotrojfosforan

cAMP cykliczny adenozynomonofosforan
BrEt bromek etydyny

BSA albumina z surowicy wotowej

CD dichroizm kotowy

cpm liczba czasteczek f emitowanych w ciggu minuty
CCL przewlekta biataczka limfocytarna
DLBCL chtoniak rozlany z duzych komoérek B
DM zapalenie skoérno-migsniowe

DMD dystrofia mi¢gsniowa Duchenne’a
DMSO dimetylosulfotlenek

DNA kwas deoksyrybonukleinowy
DNAzym deoksyrybozym

DTT ditiotreitol

EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy
FBS ptodowa surowica bydlgca

FL chtoniak grudkowy

GAPDH dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego
GFP bialko zielonej fluorescencji

GTP guanozynotrojfosforan

HC rak watrobowokomorkowy

HNSCC rak plaskonabtonkowy glowy i szyi

MCS miejsce wielokrotnego klonowania

MTT bromek 3-[4,5-dimetylotiazol-2-yol]-2,5-difenylotetrazolowy
NB neuroblastoma

NM miopatia nemalinowa

NMR magnetyczny rezonans jadrowy

NSCLC niedrobnokomoérkowy rak ptuc
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nt reszty nukleotydowe

OAA skapogwiazdziak anaplastyczny

oC rak jajnika

oD gestos¢ optyczna

OSCC rak ptaskonabtonkowy jamy ustnej
PAA poliakryloamid

PBC pierwotna zotciowa marsko$¢ watroby
PCR reakcja tancuchowa polimerazy

PCT brodawkowaty rak tarczycy

PDAC gruczolak przewodu trzustkowego
PEG glikol polietylenowy

PNK kinaza polinukleotydowa faga T4
PM zapalenie wielomig$niowe

PMSF fluorek fenylometylosulfonylu

pz para zasad

RBS miejsce wigzania rybosomu
Real-Time PCR reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
RNA kwas rybonukleinowy

RNaza rybonukleaza

rpm obroty na minutg

rybozym HH RNAzym typu gtowy mtotka

SDS s6l sodowa siarczanu dodecylu

SOC surowiczy rak jajnika

TEMED tetrametylenodwuamina

TLR receptory ‘toll-like’

Tris hydroksymetyloaminometan

u jednostka aktywnos$ci enzymatyczne;j
ucC wrzodziejace zapalenie jelita grubego
ULM migs$niak macicy

UTR region nie podlegajacy translacji
WHO Swiatowa Organizacja Zdrowia
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1. Réznorodno$¢ swiata RNA

W 1956 roku, zaledwie trzy lata po zaproponowaniu modelu struktury DNA, Lazarus
Astrachan i Ken Volkin zaobserwowali w bakteriach zainfekowanych bakteriofagami,
RNA bedace kopiag DNA fagowego [5, 6]. W 1961 roku Francois Jacob i Jacques
Monod zauwazyli, ze informacja genetyczna znajdujaca si¢ w jadrze w postaci DNA
jest przepisywana na RNA, ktéry nastepnie kierowany jest z jadra do cytoplazmy, gdzie
stuzy jako matryca do syntezy bialka [7, 8]. Nazwali go informacyjnym RNA
(messenger RNA, mRNA), a za odkrycie to, w 1965 roku otrzymali Nagrode Nobla.

Zaproponowany w 1958 roku przez Francisa Crick’a dogmat biologii molekularnej
zaktada jednokierunkowy przeptyw informacji genetycznej od DNA przez RNA do
bialek. Zgodnie z nim biatka sg sktadnikami budulcowymi komorek oraz czynnikami
wykonawczymi i regulatorowymi praktycznie wszystkich proceséw komoérkowych, z
kolei RNA przypisywano jedynie role posrednika w procesie biosyntezy biatka (mRNA,
tRNA) oraz szkieletu scalajacego multienzymatyczne kompleksy (rybosomy,
spliceosomy) [7, 8].

MRNA syntetyzowane s3, zgodnie z reguta komplementarno$ci sekwencji, na
matrycach kwasow deoksyrybonukleinowych w procesie transkrypcji i s3 matryca do
syntezy biatka [9, 10]. tRNA ulegajg aktywacji poprzez przylaczenie przy koncu 3’
odpowiedniego aminokwasu z udzialem syntetaz aminoacylo-tRNA, a nastgpnie
migruja do rybosomdéw gdzie po rozpoznaniu odpowiedniego kodonu przekazuja
aminokwas do nowo syntetyzowanego biatka [11, 12]. Ttumacza w ten sposob
informacj¢ zapisang w postaci sekwencji nukleotydow na jezyk bialek. Rybosomalne
RNA stanowig z kolei strukturalng podstawe rybosomoéw oraz katalizujg tworzenie
wigzania peptydowego [13]. snRNA wystepujg w jadrze gdzie uczestniczg w wycinaniu
intronéw z prekursorow mRNA (splicing), snoRNA w jaderku zaangazowane s3 w
obrobke RNA, polegajaca gtéwnie na modyfikacji rRNA, rzadziej snRNA i mRNA [14,
15].

Wraz z poznaniem genomow zaobserwowano, ze ponad 98 % wszystkich transkryptow
wystepujacych w komoérkach ludzkich jest zrédtem niekodujacych RNA (ncRNA) oraz

ze ich udzial w catkowitej puli RNA koreluje ze stopniem ztozono$ci organizmu [16-

11
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19]. Pojawily si¢ doniesienia, ze RNA spetniajg w komorce nie tylko role posrednika w
przekazywaniu informacji genetycznej pomi¢edzy DNA i biatkami, ale Ze sa réwniez
katalizatorami i regulatorami, co przez wiele lat uznawane bylo za wylgczng domeng
biatek [7, 8]. Okazalo sie, ze komorkowe mechanizmy sterujace sg bardziej ztozone niz
pierwotnie sagdzono oraz, ze W wielu przypadkach sa zalezne od miRNA (Tabela 1.1)
[19].

Tabela 1.1
Podziat i przyktady funkcji niekodujacych RNA (na podstawie [20]).

Niekodujace RNA
konstytutywne regulatorowe
1. Translacja 1. Transkrypcja
- translacja informacji genetycznej (tRNA) - regulacja ekspresji genéow podlegajacych
- tworzenie wigzan peptydowych (rRNA) imprintingowi (H19, IPW, LIT1)
- kontrola jakosci translacji (tmRNA) - zmiana struktury chromatyny zwigzana z
2. Dojrzewanie RNA inaktywacja chromosomu X i kompensacjg dawki
- wycinanie introndw z pre-mRNA gendéw u eukariota (roX, Xist/Tsix)
(shRNA) 2. Zmiany posttranskrypcyjne
- modyfikacje RNA (snoRNA) - regulacja ekspresji poprzez zmiany struktury
- dojrzewanie RNA (RNaza MRP) mRNA (ryboprzetaczniki)
3. Replikacja - interakcje z docelowym mMRNA na zasadzie
- synteza telomerowego DNA (telomerazy antysensu (DsrA, MicF, miRNA)
RNA) 3. Aktywnos¢ biatek
4. Lokalizacja biatek - interakcje RNA-bialko zmieniajace zdolnosci
- translokacja biatek przez btony u bakterii katalityczne biatek (6S RNA, SRA RNA)
i eukariota (4.5S RNA, 7SL RNA) 4. Lokalizacja RNA
- wplyw na lokalizacjc mRNA i pre-miRNA
poprzez specyficzng lokalizacje ncRNA (hsr-o,
Xlsirt, BC1, BC200)

Synteza i1 degradacja RNA wymaga znacznie mniej energii niz produkcja i degradacja
biatek. Mniejsza stabilnos¢ RNA w pordwnaniu ze stabilno$cig czasteczki biatkowej
jest korzystna w sytuacji, kiedy RNA pekliagcy funkcje sygnatu przejsciowego,
powinien zosta¢ gwaltownie zniszczony. Sterowanie procesami komorkowymi z

udzialem ncRNA moze zatem nie$¢ za sobg oszczedno$¢ energii na poziomie komorki.

12
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Niekodujace regulatorowe RNA warunkuja prawidtowy przebieg kazdego z etapow
przeptywu informacji genetycznej [21]. Wsrod nich znajduja sig¢ takie, ktore petnig
swoje funkcje poprzez oddziatywanie z komplementarng sekwencja docelowg oraz
takie, ktore do swojej aktywno$ci wymagajg udziatu biatek wigzgcych RNA [22]. Znane
sa dlugie niekodujace RNA regulujace poziom metylacji chromatyny, w efekcie
wptywajace na struktur¢ konkretnych domen chromosomalnych Iub catych
chromosomow. Przykladem jest Khpsl, antysensowy transkrypt o dlugosci 1290 nt.
Pokrywa si¢ on z regionem T-DMR (ang. tissue-dependent differentially methylated
region) zlokalizowanym w obrgbie wyspy CpG genu Sphkl kodujacego kinaze
sfingozyny (SPHK1), enzym katalizujacy powstanie fosforanu sfingozyny,
zaangazowanego m.in. w mitogeneze¢ [23]. Stwierdzono, ze Kphsl indukuje
demetylacj¢ miejsc CG oraz metylacj¢ cytozyn, tzw. non-CG, zlokalizowanych w
poblizu T-DMR, w efekcie wptywa na ekspresje Sphkl [24]. Innym przyktadem
regulacji epigenetycznej z udzialem dlugich niekodujacych RNA (IncRNA) jest
inaktywacja chromosomu X u samic ssakow, ktéra zapobiega kumulacji produktow
kodowanych przez geny umiejscowione na tym chromosomie [25]. Kluczowg rolg w
tym procesie odgrywa Xist RNA (ang. X inactive-specific transcript), transkrypt rejonu
DNA zwanego XIC (ang. X-inactivation center) podlegajacy sktadaniu i poliadenylacji.
Xist RNA wskazuje miejsce wyciszenia poprzez hybrydyzacje do DNA, a nastgpnie
dochodzi do przylaczania biatek odpowiedzialnych za modyfikacje i remodelowanie
chromatyny [26, 27]. Ekspresja Xist RNA z allelu matczynego zalezy od ekspresji
innego niekodujacego RNA — Tsix, ktory czesciowo pokrywa si¢ z Xist w orientacji
antysensowej. Tsix najprawdopodobniej hamuje transkrypcje Xist, indukujac

modyfikacj¢ chromatyny [28].

Inne niekodujace regulatorowe RNA wigzg docelowe mMRNA w orientacji
antysensowej, powodujac tym samym specyficzng 1 bardzo wydajna regulacje ekspresji
genu na poziomie translacji [21]. W zaleznosci od lokalizacji miejsca wigzania
regulatorowego RNA, efektem ich dzialania moze by¢ albo represja lub stymulacja
translacji. Sztandarowym przyktadem sa krotkie (~ 20 nt) dwuniciowe RNA zwane
siRNA, ktore wplywaja na poziom ekspresji gendw, tzw. interferencj¢ RNA (RNA1).
Proces ten polega na hydrolizie badz blokadzie sterycznej docelowego RNA, a jego
wysoka specyficznos$¢ zapewnia komplementarno$¢ sekwencji siRNA i docelowego

RNA [29]. Podobnie, miRNA wigzg na zasadzie komplementarnosci sekwencji

13
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docelowe mRNA, w efekcie blokuja ich translacj¢ [30]. miRNA stanowia duza grupe
antysensowych RNA podlegajacych regulacji w zaleznosci od stopnia rozwoju i
zroznicowania komorek, dziatajacych w uktadzie trans i petnigcych kluczowg role w

kontroli ekspresji genow [31].

Niekodujace regiony UTR mRNA tworza motywy strukturalne zdolne do wigzania
niskoczasteczkowych metabolitow regulujace ekspresje genéw W ukladzie cis.
Nazwano je ryboprzetgcznikami (przetgcznikami RNA, ang. riboswitches) [32, 33]. W
obrebie struktury drugorzedowej wszystkich poznanych do tej pory ryboprzetacznikow
mozna wyr6ézni¢ trzon, centralng multipetle oraz dodatkowe elementy strukturalne o
charakterze spinki do wlosow. W wigzanie ligandu zaangazowane s3 rejony
jednoniciowe [34]. Oprocz nich ryboprzetaczniki posiadaja rowniez platforme
ekspresyjng. Przylaczenie ligandu do ryboprzetacznika indukuje zmiany
konformacyjne, ktore przenoszone sg na platforme¢ ekspresyjna, co prowadzi do

modulacji poziomu ekspresji okre§lonego genu [35].

Zmiana struktury mRNA indukowania wigzaniem niskoczasteczkowego metabolitu
moze wywola¢ dwojakie konsekwencje w regulacji ekspresji genu. Pierwsze polegaja
na inhibicji translacji, gdzie modulacji podlega dostgpno$¢ sekwencji Shine-Dalgarno
oraz kodonu AUG. Jesli region ten uwiklany jest w struktur¢ drugorzedowa jest on
niedostepny dla rybosomu, co prowadzi do zahamowania translacji. Jego uwolnienie
indukuje ekspresje biatka. Wigzanie metabolitu umozliwia przejScie z jednego stanu
konformacyjnego w drugi — uwolnienie lub zwigzanie miejsca wigzania rybosomu
(RBS). Podobnie terminator przyjmuje strukture spinki do wtosoéw, po ktorej wystepuje
charakterystyczna sekwencja poli U. Struktura spinki atenuacyjnej powstaje w wyniku
niedoboru ligandu, natomiast zwigzanie metabolitu powoduje jej rozplecenie i

umozliwia transkrypcje petnej dlugosci mRNA [36].

Komplementarno$§¢ sekwencji gwarantuje wysoka precyzje¢ regulacji opartej na
tworzeniu duplekséw RNA-RNA. Regulacyjna rola ncRNA nie jest jednak ograniczona
wylacznie do oddzialywan z innymi kwasami nukleinowymi. Moga one réwniez
bezposrednio wiaza¢ biatka, zmienia¢ ich strukturg, a w efekcie modulowaé ich
aktywno$¢ enzymatyczng lub zdolno$¢ wigzania ligandow [37]. Przyktadem
modulatorow aktywnosci biatek tego typu sg miedzy innymi: 6S RNA z E. coli oraz
SRA RNA ssakéw [37, 38]. Struktura drugo- i trzeciorzgdowa tych ncRNA determinuje

ich swoisto$¢ wigzania biatek.
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2. Struktura RNA

Kwas rybonukleinowy (RNA) jest polimerem zbudowanym z rybonukleotydow. Kazdy
z nich sklada si¢ z zasady azotowej (guaniny, cytozyny, adeniny lub uracylu)
potaczonej wigzaniem N-glikozydowym z D-rybofuranozg oraz grupy fosforanowe;j
taczacej wigzaniami 5',3'-fosfodiestrowymi poszczegdlne rybonukleozydy (Rysunek
2.1). Stabilno$¢ estrow fosforanowych potaczona z ich znaczng elastycznoscig oraz
skomplikowana sie¢ oddziatywan miedzy poszczegolnymi rybonukleotydami sprawiaja,

ze RNA mogg przyjmowac skomplikowane struktury przestrzenne [39].

RNA wykazuje hierarchiczno$¢ budowy (Rysunek 2.2). Pierwszy poziom organizacji
RNA to sekwencja zasad przylaczonych do szkieletu cukrowo-fosforanowego. W
tworzenie struktury wyzszego rzedu (drugo- i trzeciorzgdowej) zaangazowane sg
oddziatywania warstwowe oraz wigzania wodorowe. Oddzialywania warstwowe
powstaja w wyniku dziatania sit dyspersyjnych Londona, oddziatywania migdzy
tadunkami czastkowymi pierscieni zasad oraz sit hydrofobowych w rozpuszczalniku
[40]. Wigzania wodorowe tworzone sa przez donory i akceptory protonu zasad
azotowych oraz rybozy. W kazdej zasadzie wystgpuja trzy krawedzie, ktore
odzwierciedlaja wystgpowanie potencjalnych donoréw i akceptoréw wigzan
wodorowych, przez ktoére moze zosta¢ utworzone oddziatywanie z inng zasada [41]. W
tworzeniu podwojnej helisy uczestnicza pary zasad AU oraz GC, a takze tzw. chwiejna
para (wobble pair) GU oddziatujace krawedziami Watsona-Cricka. W oddziatywania
RNA-RNA dalekiego zasiggu, oraz w wigzanie biatek 1 ligandow z reguly
zaangazowane sg inne krawedzie [42]. Akceptorami wigzan wodorowych moga by¢
réwniez atomy OP1, OP2, O2', O3', O4' Iub OS5’ szkieletu cukrowo-fosforanowego
czasteczki, donorami np. ugrupowanie 2'OH, co daje jeszcze wigksza rdéznorodnos¢

odziatywan, a w efekcie rowniez form strukturalnych RNA [43] (Rysunek 2.1).

Oddziatujace ze sobg zasady moga rézni¢ si¢ orientacja wigzania glikozydowego w
stosunku do oddziatywania wodorowego. Wyrézniamy konformacje cCis (wigzania
glikozydowe s3 zorientowane po tej samej stronie wigzania wodorowego) i trans
(wigzania glikozydowe znajduja si¢ po przeciwnej stronie wigzania wodorowego).
Rodzaje krawedzi oraz polozenie wigzania glikozydowego staly si¢ podstawag

klasyfikacji par zasad, ktora opisuje dwanascie mozliwych typow oddziatywan [42].
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Konformacja nukleotydu w obrebie RNA lub DNA jest zdefiniowana przez sze$¢ katow
torsyjnych rdzenia fosforanowo-cukrowego a, B, y, 6, € oraz (, glikozydowy kat
torsyjny ¥, orientacj¢ pseudorotacji cukru furanozowego P (0-360°) oraz amplitud¢ @
[44]. Pseudorotacja furanozy ogranicza si¢ do dwoch konfromerow C3’-endo (0-36°, A-
helisa) oraz C2'-endo (144-180°, B-helisa) [44]. Wigkszoé¢ nukleotydow w czasteczce
RNA wystepuje w konformacji C3’-endo. Konformacja C2'-endo rybozy wystepuje
rzadziej, a jej obecno$¢ moze Spowalnia¢ zwijanie czgsteczki [45]. Zwykle wystepuje
ona w obrebie miejsc katalitycznych, m.in. ryboprzetacznikow, katalitycznych RNA,
samowycinajagcych si¢ intronéw oraz duzych rybosomalnych RNA [44-46].
Zidentyfikowano 46 odrebnych konformeréw opisujacych rozklad katow torsyjnych i
geometri¢ jednostki fosforanowo-cukrowej [46]. Zmiana choc¢by jednego kata

torsyjnego prowadzi do lokalnych zmian, dajac czasteczki réznigce si¢ wlasciwosciami

[46].

Specyficzna konformacja rdzenia fosforanowo-cukrowego determinuje wiasnosci
katalitycznych RNA, ich zdolno$¢ wigzania kwasow nukleinowych oraz oddziatywania
z biatkami [46]. Regulowana jest ona w komodrce w sposéob zalezny od gradientu jonow
magnezu. Rezultatem réznorodno$ci warunkéw wewnatrzkomorkowych sg olbrzymie
mozliwo$ci wplywania na strukture czasteczki, co daje przewage adaptacyjng wielu

funkcjonalnym RNA [47].
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Rysunek 2.1

A. Wzér strukturalny tetranukleotydu r(AUGC), B. Schemat wiazan wodorowych typu Watsona-Cricka
w parach zasad A:U i G:C oraz chwiejnej parze G:U. Strzatkami zaznaczono dodatkowe mozliwe miejsca
oddziatywan, akceptory protonéw (zielone strzatki), donory protonéw (pomaranczowe strzatki).

16




STRUKTURA | FUNKCJE MALYCH RNA

G G
A
uC . UC
G
5’-CCGGCGGUAGUUCAG Gccec,j:
% &Y
CCUGGUAGAACGGCGGAC Cla g%
u C_
UGUAGAUCCGCAUGUCGC > o s = ,_CGGC":
S Cau
UGGUUCAAAUCCGGCCCG seg “oaly
u
CCGGACCA oo ot
"~ce
A
A CC
/\/
Struktura pierwszorzedowa Struktura drugorzedowa Struktura trzeciorzedowa
Rysunek 2.2

Schemat przedstawiajacy hierarchiczno$é budowy tRNA™" (1J1U) [48].

Oddzialywania warstwowe 1 wigzania wodorowe ograniczaja ekspozycje
hydrofobowych powierzchni zasad do polarnego rozpuszczalnika, w efekcie
determinujg strukture drugo- i trzeciorzgdowa czasteczki RNA [35]. Strukturg
drugorzedowa definiujemy jako regiony podwojnej helisy utworzone przez pary zasad
typu Watsona-Cricka, potaczone przez regiony niesparowane [40]. Element taczacy
konce helisy - koniec 3’ jednej nici z koncem 5’ drugiej nici, to petla terminalna spinki
do wlosow. Dwa regiony jednoniciowe, taczace dwa segmenty podwojnej helisy,
tworza petle wewnetrzng, a w przypadku gdy region niesparowany wystepuje tylko po
jednej stronie okresla si¢ go jako wybrzuszenie. Polaczone trzy lub wigcej segmenty
dwuniciowe tworza ztacze [40]. Przyktady elementéw struktury drugorzedowej

przedstawiono na Rysunku 2.3.

Nukleotydy w odcinkach jednoniciowych i niesparowanych elementach struktury
drugorzedowej maja duze mozliwosci aranzacji w przestrzeni. Ich konformacja zalezy
od strukturalnego kontekstu, wzajemnego wptywu reszt niesparowanych i par zasad w
helisie oraz oddzialywan warstwowych nukleotydow zamykajacych helisy [35].
Elementy struktury drugorzedowej, segmenty helikalne 1 niehelikalne oddziatujg ze
sobg tworzac uktad przestrzenny, strukture trzeciorzedowa RNA (Rysunek 2.4) [49].
Niesparowane nukleotydy moga uczestniczy¢ w oddziatywaniu warstwowym z helisg
lub zosta¢ wypchnigte w kierunku roztworu. Zginanie tancucha fosforanowo-
cukrowego zwigzane z obecnoscig fragmentéw niesparowanych, takich jak

wybrzuszenia, moze prowadzi¢ do zblizenia ujemnie natadowanych reszt
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fosforanowych, w efekcie powstania miejsc wigzania jonow metali oraz ligandoéw [50].
Zwijanie RNA (ang. RNA folding) kierowane jest przez maksymalizacje oddziatywan
warstwowych  zasad, zapewniajacych odseparowanie  wigkszosci  pierscieni
hydrofobowych od roztworu oraz stabilizacj¢ elektrostatyczng tancucha fosforanowo-
cukrowego [51]. Efektem zwijania RNA w roztworze jest zbior czasteczek
przyjmujacych rozne mozliwe stany konformacyjne, znajdujace si¢ w stanie rownowagi
dynamicznej. Podazaja one rdéznymi $ciezkami do przyjecia struktury optymalnej
(Rysunek 2.5) [52].

A B C D E F G H
5' 5 3 5 3 § 3 s 3 § 2 5 3
3 3 5 5 3 3 5 3 5 3 5 3 5
I J K L M
5 3
5' 3 % 5 3
% | = 8 5'
4 ni ! g 5' 3
5 3 3 5 § 3 5 3 3 3 5 3 5
Rysunek 2.3

Niektore elementy struktury drugorzedowej RNA. A. odcinek jednoniciowy, B. helisa, C. struktura typu
spinka do wlosoéw, D. jednoniciowe konce 3’, E. jednoniciowe konce 5', F. niesymetryczne wybrzuszenie
obustronne, G. wybrzuszenie jednostronne, H. symetryczne wybrzuszenie obustronne, I. kontakt petli z
wybrzuszeniem (ang. hairpin loop-bulge contact), J. kontakt dwoch struktur typu spinka do wtosow (ang.
kissing hairpins), K. pseudowezet (ang. pseudoknot), L. potgczenie trzech helis (ang. three-way junction),
M. potaczenie czterech helis (ang. four-way junction) [40].
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Rysunek 2.4
Struktura drugorzedowa (po lewej) oraz trzeciorzedowa (po prawej) motywow wystepujacych
powszechnie w RNA. A. Skrgcony zwrot (ang. kink turn), B. petla T, C. petla C, D. skret U, E. petla 6-
nukleotydowa, F. ostry skret (ang. hook turn), G. ang. tandem sheared, H. ang. sarcin-ricin, I. ang. A-
minor, J. petla E, K. ang. G-ribo, L. potaczenie trzech helis: rodzina A, M. rodzina B, N. rodzina C, O.
receptor czteronukleotydowych petli/platforma AA/motyw A-minor [53].
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Rysunek 2.5

Krajobraz energii swobodnej dla czasteczki RNA podczas procesu zwijania. A. RNA po transkrypcji. B.
RNA w konformacji natywnej. Strzatki obrazuja rézne mozliwosci, jakimi moze przebiega¢ proces
zwijania RNA. Ksztatt krajobrazu zalezy od wzglednych warto$ci energii specyficznych konformacji oraz
kinetycznych barier migdzy nimi, obrazowanymi w postaci wzniesieni i zaglebien [52].
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3. Korelacja sekwencji, struktury i funkcji RNA

Proces zwijania RNA jest $ci$le uporzadkowany, dzieki czemu na podstawie sekwencji
RNA, z duzym prawdopodobienstwem, mozemy przewidzie¢ jego strukturg
drugorzgdowa [54]. Przykladowo obecnos¢ wewnatrzczasteczkowych —rejonow
komplementarnosci wskazuje, ze moga by¢ one zaangazowanie w tworzenie rejonow
halikalnych. Dodatkowo, jesli oddzielone sg one petly mozemy spodziewac sie, ze

utworzg strukture spinki do wloséw.

Innym determinantem struktury RNA sg sekwencje UNCG oraz GNRA (N = dowolny
nukleotyd, R = puryna) [55]. Ich obecnos¢ w DNA/RNA wskazuje, ze z duzym
prawdopodobienstwem przyjmuje on stabilng strukture spinki do wiltoséw [3, 56].
Energia spinek do wlosow warunkowana jest glowne oddziatywaniami
niekanonicznymi wystepujacymi w petli, a jedynie w nieznacznym stopniu zalezy od
sekwencji fragmentu heliakalnego i miesci si¢ w przedziale 1.2 do 4.5 kcal/mol [55].
Spinki, w szczegdlnosci te posiadajace czteronukleotydowe petle, sa powszechnie
wystepujagcym motywem struktury drugorzedowej kwasow nukleinowych [57]. Ich
obecno$¢ stwierdzono m.in. w katalitycznych RNA, mRNA oraz ryboprzetacznikach.
Ponadto, struktur¢ spinki do wlosow moga przyjmowac znacznie krdotsze RNA,

przyktadowo zaledwie 12-, a nawet 8-nukleotydowe RNA [55, 56].

Spinki do wloséw s3 waznym motywem funkcjonalnym kwaséw nukleinowych.
Zaangazowane s3 one w oddziatywania z innymi RNA (przykladowo oddziatywania
petli tymidynowej i pseudourydynowej tRNA [58]), a takze biatkami (np. petla B Ul
SnRNA) [59].

Sekwencje GNRA oddziatuja najczesciej z waskim rowkiem helisy [60], GAAA z kolei
rozpoznaja niesparowania w obrebie rejonow helikalnych [61]. Pokazano, ze nawet
bardzo krotkie (~20 nt) spinki RNA, mini- 1 mikrohelisy tRNA, sa czasteczkami
funkcjonalnymi, w tym przypadku podlegaja aminoacylacji z udzialem syntetaz

aminoacylo-tRNA [62].

Zalezno$¢ struktury od sekwencji obserwujemy rowniez na przyktadzie RNA bogatych
w puryny. Tworzg one stabilne struktury, ktore determinujg ich funkcje. Czesto sg to
tetrady guanozynowe lub adenozynowe zlokalizowane w rejonach promotorowych [63].
Przykladem jest sekwencja promotora genu C-myc zawierajaca sze$¢ traktow guanozyny

[64]. Przyjmuje on alternatywne struktury zaleznie od tego, ktore trakty guanozynowe
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uczestniczg w formowaniu szkieletu kwadrupleksu. W zaleznosci od typu utworzonego
kwadrupleksu dochodzi do ekspresji c-myc badz jej zahamowania [65]. Obecnos¢ tej
struktury stwierdzono réwniez w promotorach innych protoonkogendéw, co budzi

zainteresowanie z punktu widzenia mozliwosci regulacji ich ekspresji [66].

Sekwencje bogate w reszty guanozyny przyjmujace struktury kwadrupleksu wystepuja
rowniez w telomerach [67]. Nie koduja one Zzadnych genow ale sa eclementem
strukturalnym chromosomu zapewniajacym jego stabilno$¢. Inny przyktad to tetrady
RNA HIV1, ktore wptywaja na efektywno$¢ sktadania czgstek wirusowych [68]. Z
kolei sekwencja Shine-Dalgarno, GGAGGA, przyjmuje posta¢ wyeksponowanej
platformy oddzialujacej z 16S rRNA, a jej prawidlowe uksztattowanie warunkuje

inicjacje translacji [69].

Kolejnym przyktadem ilustrujagcym zalezno$¢ struktury i funkcji RNA sg transferowe
RNA. Struktury wszystkich znanych tRNA mozna przedstawi¢ w formie "liscia
koniczyny" [11]. Wyrézniamy cztery ramiona tRNA: rami¢ DHU (D) przyjmujace
strukture spinki z dihydroksyuracylem, warunkujace specyficzno$¢ wigzania
aminokwasu do danego tRNA, rami¢ akceptorowe tworzone przez sparowane zasady
koncoéw 3' 1 5', oprocz niesparowanego konca CCA-3', do ktérego przylaczane sa
aktywowane chemicznie aminokwasy, rami¢ pseudourydynowe (T), ktore rozpoznaje
rybosom i umocowuje tRNA na matrycy, petla antykodonowa odpowiedzialna za
rozpoznanie 1 zwigzanie z kodonem w mRNA oraz rami¢ zmienne. Tworzenie
komplementarnych par migdzy nukleotydami petli DHU i petli TPC umozliwia
czasteczce tRNA przybranie konformacji przestrzennej (struktury III-rzgdowej),
przypominajacej odwrocong litere L, zawierajaca na jednym koncu antykodon, a na
drugim miejsce akceptorowe dla aminokwasu. Wigzanie odpowiednich tRNA przez
aaRS w istotnym stopniu zalezy od struktury petli antykodonu tych tRNA.
Przyktadowo, petla antykodonu tRNACM dzigki dwoém niekanonicznym parom zasad
tworzonym przez cztery nukleotydy petli antykodonu przyjmuje charakterystyczng
struktur¢ rozpoznawang jedynie przez GInRS (Rysunek 3.1) [70]. Petla antykodonu
innego tRNA, tRNA", przyjmuje znaczaco odmienng strukture. U36, trzecia zasada
antykodonu tRNA"™ oddzialuje z U33 petli antykodonu. Dodatkowo tworzy sie
niekanoniczna para A38-C32. Towarzyszy temu wypetlenie A37 i G34, co z kolei

gwarantuje specyficzno$¢ oddziatywania z I1eRS (Rysunek 3.1) [70].
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Rysunek 3.1

Schemat obrazujacy oddzialywania w obrebie petli antykodonu tRNA®™ (po lewej) oraz tRNA" (po
prawej) w kompleksie z syntetazami aminoacylo-tRNA, odpowiednio GInRS i IeRS [70].

Istotnym elementem modulujacym strukturg, a w efekcie réwniez specyficzno$é
poszczegolnych tRNA sg modyfikacje potranskrypcyjne [71, 72]. Moga one zmieniac
struktur¢ tRNA w takim stopniu, ze przestaje by¢ ona rozpoznawana przez czynnik EF-
Tu niezbedny podczas wydluzania nowosyntetyzowanego tancucha biatkowego.
Przyktadem takiej modyfikacji jest 2’rybozylowana adenozyna w pozycji 64 tRNA
inicjatorowego drozdzy, ktora dziata jak negatywny efektor elongacji translacji
zawegzajacy funkcje tego modyfikowanego tRNA do inicjacji translacji [73].
Modyfikowany tRNAM®, w przeciwienstwie do jego niemodyfikowanego
odpowiednika, nie wigze si¢ z EF-Tu i nie moze by¢ wlaczony podczas elongacji
tancucha biatka [73].

Podczas wigzania tRNA z rybosomem struktura petli antykodonu poszczegdlnych
tRNA jest zblizona. Pokazano, ze modyfikacje w obrebie tRNA porzadkuja strukture
tych czasteczek, usztywniaja ja, a takze ze zmniejszenie dynamiki ramienia
akceptorowego tRNA ulatwia wigzanie tRNA do rybosomalnego RNA. W efekcie czyni
proces translacji bardziej wydajnym energetycznie. Przyktadowo 2-tiourydyna (s*V)
silniej niz urydyna wigze adenozyne, zatem jej obecno$¢ w rejonie dwuniciowym petli
antykodonu z reguly zwigksza trwato§¢ termiczng tRNA [74]. Znane s3 rowniez
modyfikacje zar6wno w obrebie petli jak 1 trzonu ramienia antykodonu, ktore nie

wplywaja znaczaco na entalpie tRNA, jednak mimo tego zmniejszaja dynamike
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konformacyjna petli i utatwiaja wigzanie kodonu [75-77]. Przyktadem jest tiourydyna w
pozycji 34 (s°Uss) w petli antykodonu tRNA™® [77]. Podobny wplyw na strukture tRNA
wywiera inny modyfikowany nukleotyd, pseudourydyna (y). Z reguty obecnos$¢ y w
trzonie ramienia antykodonu zwicksza jego stabilno$¢ termiczng, utatwia wigzanie
rybosomu i antykodonu. Nie jest to jednak reguta. W niektorych przypadkach, wpltyw
modyfikowanych nukleotydéow na strukture¢ tRNA zalezy od ich lokalizacji oraz
kontekstu sekwencyjnego. Przyktadowo, jesli Wss sgsiaduje z Tsq nie obserwujemy
wzrostu trwato$ci tRNA [78].

Ciekawe przypadki regulacji sekwencji, struktury, a przez to rowniez funkcji tRNA
zaobserwowano u organizmow zyjacych w wysokich 1 umiarkowanie niskich
temperaturach. Organizmy termofilne posiadaja s?Tss, ktora usztywnia strukture
ramienia antykodonu i zwigksza trwato$¢ termiczng czasteczki tRNA [79], z kolei
organizmy mezofilne dihydrourydyn¢ (D) zwigkszajaca motoryke tRNA. Modyfikacje
te umozliwiaja prawidtowy przebieg translacji nawet w warunkach termicznych

odbiegajacych od optimum [80].

Przytoczone przyktady dowodzg istnienia $cistej korelacji miedzy strukturg oraz funkcja
RNA oraz ztozonych mechanizméw regulacji opartych na dynamice struktury RNA. W
badaniach nad funkcjonalnymi RNA istotng role odgrywa znajomo$¢ ich struktury
przestrzennej. To ona stanowi szkielet dla ich biologicznej funkcji. Najdoktadniejszymi
metodami poznania struktury trzeciorzgdowej RNA sa krystalografia rentgenowska 1

NMR [81, 82]

Pierwsza poznana nha poziomie atomowym struktura RNA — drozdzowe tRNAP™,
zostata rozwigzana W 1974 roku [83]. Obecnie znanych jest ponad 600 sekwencji i
struktur tRNA pochodzacych z ponad 100 gatunkow (http://trnadb.bioinf.uni-
leipzig.de/). Taka ilo$¢ danych strukturalnych stwarza mozliwos$¢ analizy zalezno$ci
miedzy sekwencja, strukturg i wiasciwosciami biologicznymi tych RNA. Podobnie,
poznanie w 1994 roku struktury rybozymu typu ,glowa milotka”, pozwolito
zaproponowa¢ mechanizm reakcji ktorg on katalizuje [84]. Przyktady te oraz wiele
innych dowodza, ze podobnie jak w przypadku biatek, funkcja RNA zalezy od
przyjmowanej przez nie struktury. Ponadto struktura RNA jest dynamiczna, podlega
zmianom w odpowiedzi na r6znego rodzaju bodzce komodrkowe, a bogactwo ich form
strukturalnych determinuje wielofunkcyjnos¢ tych czasteczek oraz ukazuje ogrom

mozliwosci regulacji ich funkcji [85-87]. Liczba poznanych struktur RNA,
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zdeponowanych w bazie PDB rosnie wyktadniczo w czasie, co koreluje ze stopniem

zrozumienia funkcji tych RNA (Rysunek 3.2).
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Rysunek 3.2

Wykres obrazujacy wyktadniczy przyrost liczby poznanych, zdeponowanych w bazie PDB struktur RNA
w czasie wraz z przyktadami struktur trzeciorzedowych niekodujacych RNA: A. tRNA™ z drozdzy (kod
PDB: 5TNA) [83], B. 5S RNA z E. coli (kod PDB: 1C2X) [88], C. rybozym typu ,,glowa mtotka”
(zaznaczony na czerwono) w kompleksie z substratem (zaznaczony na czarno) (kod PDB: 20EU) [84],
D. ryboprzetacznik adeninowy (kod PDB: 1Y26) [89], E. bakteryjna rybonukleaza P (kod PDB: 3Q1Q)
[90]. Stan na 2015-01-23.
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4. mikroRNA
4.1. Biogeneza

Geny dla miRNA s3a czes$cig sekwencji kodujacych biatka (introndéw lub egzonow) lub
funkcjonujg jako samodzielne jednostki transkrypcyjne [91-93]. Ulegaja one
transkrypcji z udziatem polimerazy RNA II lub III do pri-miRNA o dlugos$ci siegajacej
kilku  tysigcy nukleotydow  (Rysunek 4.1) [94, 95]. Posiadaja one
wewnatrzczasteczkowe regiony komplementarnosci, w efekcie tworza potaczone ze
sobg struktury spinek do wilosoéw. Przy koncu 5’ pri-miRNA przylaczana jest 7-
metyloguanozyna, koniec 3’ podlega poliadenylacji [96]. W dojrzewanie pri-miRNA
zaangazowane sg dwa enzymy z rodziny rybonukleaz typu III: Drosha i Dicer. Drosha
oraz bialko DGCR8 (ang. Di George syndrome critical region gene 8) tworza
funkcjonalny enzymatyczny kompleks jadrowy nazywany mikroprocesorem [97].
Postuluje si¢, ze biatko DGCRS uczestniczy w rozpoznaniu pri-miRNA jeszcze przed
jego zwigzaniem z Drosha. Wiaze ono jednoniciowe konce pri-miRNA i ukierunkowuje
katalityczng domene rybonukleazy Drosha na hydrolize transkryptow do fragmentow o
dhugosci ~60-100 nukleotydow, tzw. pre-miRNA [98]. pre-miRNA rowniez przyjmuja
strukture spinek do wlosow i w takiej postaci, z udzialem transportera eksportyny 5

wspotdziatajacej z biatkiem Ran, przenoszone s do cytoplazmy [99].

W cytoplazmie, pre-miRNA ulega dalszemu dojrzewaniu z udzialem enzymu Dicer
powigzanego z biatkami Argonaut (Ago) i TRBP (ang. transactivating response RNA-
binding protein) [100]. Dicer posiada sze$¢ domen: domen¢ odpowiedzialng za
wigzanie dsRNA, dwie domeny katalityczne o aktywnosci RNazy III, domeng¢ PAZ
wigzaca m.in. biatka z rodziny Agronaut, domeng o aktywnosci helikazy oraz DUF283
[97]. Dicer rozpoznaje zarowno rejony dwuniciowe jak i jednoniciowe niesparowane
konce pre-miRNA, a nastepnie hydrolizuje czasteczke u podstawy jej petli [97, 100]. W
efekcie powstaja dwuniciowe RNA o dhlugosci ~20 nukleotydow (dupleks miRNA-
miRNA*). Jedna z nici dupleksu, pasazerka ulega degradacji, druga, wiodaca jest
czasteczka funkcjonalng. W niektorych przypadkach obie nici wlaczane sa do
kompleksu RISC (ang. microRNA induced silencing complex) [101, 102].

Znane sg rowniez miRNA, zwane niekanonicznymi, ktore powstaja z pominig¢ciem
niektorych elementéw opisanego powyzej szlaku biogenezy miRNA, zwykle

rybonukleazy Drosha oraz bialkka DGCRS, rzadziej rybonukleazy Dicer [103].
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Przyktadowo, u Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegance, pdzniej rowniez u
kregowcOdw zaobserwowano, ze zrodtem miRNA mogg by¢ introny [104, 105].
Powstajg one z udzialem spliceosoméw, ktore w tym przypadku zastepuja aktywnosc
Drosha i DGCRS. Ich produkty przypominajg spinki pre-miRNA, transportowane sg
one do cytoplazmy z udziatem eksortyny 5, gdzie dojrzewaja z udziatlem rybonukleazy
Dicer (Rysunek 4.1) [104].

Zrédtem miRNA moga by¢ takze mate jaderkowe RNA (snoRNA). snoRNA
uczestniczg w obrobce RNA polegajacej gtownie na modyfikacjach rRNA, rzadziej
SNRNA i mRNA [14, 15] oraz zaangazowane sa w dojrzewanie pre-rfRNA i pre-mRNA
[106]. Stosunkowo niedawno zaobserwowano, ze moga rowniez tworzy¢ kompleksy z
biatkami Ago. Przyktadem jest ludzki snoRNA, ACA45, przypominajacy dwie ztaczone
ze soba spinki pre-miRNA. Rozpoznawane s3 one przez Dicer, a jego produkt
uczestniczy w wyciszaniu ekspresji gendw poprzez destabilizacj¢ mRNA oraz regulacje
inicjacji jego translacji [107, 108]. P6zniej odkryto, ze rowniez inne endogenne RNA
przypominajace spinki pre-miRNA moga ulega¢ obrobce z udzialem Dicer 1 by¢
zrodtem funkcjonalnych miRNA, przyktadowo miR-320 oraz miR-484 (Rysunek 4.1)
[109].

miRNA mogg by¢ takze produktem ubocznym dojrzewania lub degradacji tRNA [110].
Powstaja one z udzialem tRNazy Z lub Dicer, niezaleznie od Drosha i DGCRS. Po raz
pierwszy zaobserwowano je w komodrkach zarazonych wirusem HIV. Byt to fragment
tRNA"®, rozpoznajacy genomowe RNA wirusa, dziatajacy jako starter dla odwrotnej
transkryptazy [110]. Pozniej zidentyfikowano 17 kolejnych 18-22 nt RNA o sekwencji
identycznej do koncow 3’ 15 dojrzatych tRNA (Rysunek 4.1) [110].

Innego typu przyktadem niekanonicznego szlaku biogenezy miRNA jest dojrzewanie
miR-451, ktory powstaje niezaleznie od rybonukleazy Dicer [111]. Pri-miR-451 ulega
obrobce z udzialem Drosha/DGCRS do pre-miRNA o dlugosci zaledwie 18 nt, ktory nie
jest substratem dla rybonukleazy Dicer ale jest bezposrednio wiaczany do kompleksu
RISC [112].

Zrédtem miRNA moga by¢ rowniez transkrypty wirusowe. Do tej pory poznano ponad
300 miRNA pochodzenia wirusowego [113]. Zdarza sig, ze dojrzewajg one niezaleznie
od Drosha, zawsze jednak z udzialem rybonukleazy Dicer [114, 115]. Zauwazono

znaczne podobienstwo sekwencji, w szczegolnosci w rejonie ‘seed’, miRNA
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pochodzenia wirusowego i miRNA gospodarza, przyktadowo SFVagm-miR-S4 i hsa-
miR-155 oraz SFVagm-miR-S6 i hsa- miR-132 [116, 117]. Wirusowe miRNA hamuja
odpowiedz immunologiczng komorki umozliwiajac tym samym ich dluzsze przetrwanie

W organizmie gospodarza [118].

geny miRNA, genom wirusowy C
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Rysunek 4.1
Schemat biogenezy miRNA.

Kanoniczny szlak biogenezy miRNA zaktada, ze produkty transkrypcji genow miRNA ulegaja obrobee z
udziatem rybonukleazy Drosha, a nastepnie Dicer (A). Zrodtem miRNA moga by¢ rowniez introny, ktore
wycinane sg z udzialem spliceosomu, a nastepnie dojrzewaja z udziatem rybonukleazy Dicer (B), tRNA
procedowane do miRNA z udzialem tRNazy Z i/lub Dicer (C) oraz inne niekodujace RNA (snRNA,
snoRNA) bedace substratem dla Dicer (D).

4.2. Funkcja

Dojrzale miRNA wiaczane sag do kompleksu RISC, ktorego gtéwnym elementem sa
biatka dwoch rodzin, Argonaute oraz GW182. Koniec aminowy biatek GW 182 zawiera
miejsca wigzania Ago, koniec karboksylowy z kolei stanowi platform¢ wigzania
kompleksu deadenylujacego, biatek NOT1 oraz PAN3 [119]. miRISC wiaze docelowe

transkrypty [120], do czego zgodnie z kanonicznym modelem dziatania, wymagana jest

28




STRUKTURA | FUNKCJE MALYCH RNA

pelna komplementarnosc¢ rejonu ‘seed” miRNA (2-7 nukleotyd) i targetowego mRNA w
obrebie jego 3’UTR [1]. Pdzniejsze badania pokazaly, ze migdzy rejonem ‘seed’
miRNA i mRNA dopuszczalne sg oddziatywania nickanoniczne, a nawet niesparowania
[121]. Co wigcej, dowiedziono, ze w wigzanice mRNA mogg by¢ roOwniez zaangazowane
nukleotydy spoza rejonu ‘seed’, w szczegolnosci nukleotydy 9-12 miRNA [1]. Ponadto,
miejsca wigzania miRNA nie znajduja si¢, jak sadzono pierwotnie, jedynie w 3’UTR

mRNA, ale rowniez w 5’UTR [122], a nawet jego rejonach kodujgcych [123].

Zwigzanie miRISC z docelowym mRNA powoduje zahamowanie translacji [124].
Szacuje si¢, ze w 84 % jest ono efektem degradacji mRNA poprzedzonej deadenylacja
MRNA [125]. Kompleks miRISC moze oddzialywa¢ z czynnikami uczestniczacymi w
usuwaniu czapeczki (ang. cap) z konca 5° mRNA, co sugeruje, ze zahamowanie
translacji moze by¢ rowniez efektem degradacji mRNA bedacej nastepstwem odciecia

m’G znajdujacego sie przy koficu 5° mRNA (Rysunek 4.2) [125].

Inhibicja translacji nie musi by¢ skutkiem obnizenia poziomu mRNA [126]. Zwigzanie
miRISC do mMRNA moze ogranicza¢ rozpoznawanie czapeczki przez czynniki inicjujace
translacje [127] oraz przylaczanie podjednostki rybosomalnej 60S [128], a w efekcie
zahamowanie inicjacji translacji. Z kolei, obecno$¢ miRNA w frakcji polisomalnej oraz
bezposrednie oddzialywanie miRNA z cytoplazmatyczmi rRNA, jak w przypadku miR-
206 z 18S oraz 28S rRNA, wskazuja, ze inhibicja translacji moze odbywac¢ si¢ na
pozniejszych etapach syntezy biatka [129]. miRNA mogg rowniez oddziatywac
bezposrednio z wolnymi rybosomami w cytoplazmie [121]. Przyktadowo,

obserwowano kompleksy miR-206 z 18S oraz 28S rRNA [130].

Funkcja miRNA nie ogranicza si¢ jedynie do hamowania biosyntezy biatka. Moga one
indukowa¢ translacj¢ wybranych mRNA. Przyktadowo, podczas aresztu cyklu
komorkowego w fazie GO/G1 czy stresu komérkowego, miR-10b oddziatuje z 5’UTR
mRNA kodujacym jedno z biatek rybosomalnych, a w efekcie zwigksza wydajnos¢ jego
translacji [122]. Znane sa rowniez przypadki, w ktorych zwigzanie miRNA do mRNA
stymuluje przylaczenie podjednostek rybosomalnych i aktywacje translacji (Rysunek
4.2) [131].
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Rysunek 4.2

Kanoniczne model dziatania miRNA: A. inhibicja i B. aktywacja translacji.

4.3. miRNA w nowotworach glejowych mézgu u ludzi

Glejaki sg najczestszymi pierwotnymi nowotworami centralnego uktadu nerwowego. W
zalezno$ci od typu komoérki gleju z ktorej biorg poczatek klasyfikujemy je jako:
gwiazdziaki (rozwijajace si¢ z astrocytow), skapodrzewiaki (z oligodendrocytow) lub
wysciotczaki (z epenymocytow). Ze wzgledu na stopien ztosliwosci biologicznej
dzielone sa na glejaki niskoztosliwe o niskim potencjale proliferacyjnym, wolno
rosngce, mato inwazyjne, o stosunkowo dobrych rokowaniach (I i II stopien zto§liwosci
biologicznej wg WHO) oraz glejaki wysokoztosliwe charakteryzujace si¢ obfitym
unaczynieniem, intensywng proliferacja, naciekaniem sgsiadujacych tkanek, bardzo Zle
rokujace (IIT 1 IV stopien wg WHO) [132].

Glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma multiforme, GBM) jest najczesciej
wystepujacym pierwotnym guzem mozgu, stanowi ponad 50 % wszystkich glejakow 1
cechuje si¢ najwyzszym stopniem ztos$liwosci biologicznej (IV stopien wg WHO) [132].
GBM ma naciekajacy charakter wzrostu, obfite unaczynienie oraz szybki i agresywny
przebieg kliniczny. GBM charakteryzuje si¢ wystgpowaniem stabo zréznicowanych
neoplastycznych komorek astrocytarnych, komorkowej i jadrowej atypii, intensywnej
aktywnosci mitotycznej, neoangiogenezy, zakrzepicy naczyniowej, o0graniczonej
apoptozy oraz ognisk martwicy. Hiperproliferacja naczyniowa oraz nekroza stanowig

podstawowe kryteria diagnostyczne pozwalajace na odroznienie GBM od glejakow
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nizszego stopnia ztosliwosci [133]. GBM najczeSciej wystgpuja w  czesci
nadnamiotowej jamy czaszki — w okolicy czolowej, ciemieniowej, skroniowej i
potylicznej, rzadko w moézdzku [134]. Ze wzgledu na jego lokalizacje oraz znaczng
oporno$¢ na konwencjonalne terapie rokowanie pacjentdow z glioblastomg jest bardzo

zte, a wspotczynnik wyleczen niski [135].

GBM dzielimy na pierwotne i wtorne. Pierwsze z nich dotycza gldwnie pacjentow w
podesztym wieku, podczas gdy znacznie rzadsze wtorne dotykaja zwykle pacjentow
przed 45 rokiem zycia. Pierwotne rozwijajg si¢ de novo z komoérek glejowych,
charakteryzuja si¢ agresywnym przebiegiem z krotka historig kliniczng wynoszaca
zwykle ponizej szesciu miesigcy. Glejaki wielopostaciowe wtorne pochodzg z guzéw
szeregu astrocytarnego (gwiazdziakow) nizszego stopnia ztosliwosci WHO na skutek
ich transformacji 1 zezlosliwienia. Pomimo roznic w patogenezie, GBM pierwotne i

wtorne sg zblizone pod wzgledem morfologicznym i klinicznym [136].

Objawy neurologiczne w przebiegu guzow mozgu Stanowiag nastgpstwa wzmozonego
ci$nienia $rodczaszkowego, bedacego wynikiem ograniczonych mozliwo$ci wzrostu
nieprawidlowe] masy w obrebie czaszki, oraz tworza zespol objawdéw wynikajacych
bezposrednio z uszkodzenia okreslonych struktur w mozgu. Sg to bole gtowy, wymioty,
zaburzenia $wiadomos$ci, orientacji, niedowlady, zmiany osobowos$ci, nastroju oraz
spowolnienie psycho-ruchowe. Czesciej zaleza od lokalizacji guza niz od jego specyfiki
histologicznej. Brak specyficznych objawow sprawia, ze nowotwor jest trudny w
diagnozie, zwykle wykrywany dopiero w zaawansowanym stadium choroby, w
wickszosci przypadkow z uzyciem rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance
imaging, RMI). Nowe narzedzia oraz metody diagnozy, m. in. spektroskopia rezonansu
magnetycznego, oObrazowanie perfuzji i dyfuzji mozgowe] metoda rezonansu
magnetycznego, zastosowanie F18-fluorodeoksyglukozy w pozytonowej tomografii
emisyjnej, pozwalaja na diagnoz¢ nowotworu juz na wczesnym etapie jego rozwoju
[133]. Problemem pozostaje jednak niska $wiadomo$¢ oraz niech¢é spoteczenstwa do
wykonywania badan profilaktycznych, jak rowniez brak adekwatnego finansowania

leczenia.

Niezmiennie od wielu lat standardem w leczeniu glejakow pozostaje leczenie
operacyjne wspomagane radio- i chemioterapig. Maksymalna cytoredukcja guza (> 98
% guza) przedluza zycie, nawet do 9-12 miesigcy. Poprawia rowniez odpowiedz

pacjenta na radio- i chemioterapi¢. Jednakze czesto ze wzgledu na umiejscowienie guza
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oraz jego naciekowy charakter interwencja chirurgiczna nie jest mozliwa. W przypadku
glejakow wysokoztosliwych (WHO 1II i IV) radioterapia (RT) stosowana jest jako
pierwsze leczenie uzupelniajagce po zabiegu chirurgicznym. Z kolei standardem w
chemioterapii jest temozolomid (TMZ) oraz karmustyna (gliadel) [137, 138]. W
przypadku nawrotow choroby, w grupie pacjentow leczonych TMZ oraz RT obserwuje
si¢ szybszy i bardziej agresywny wzrost nowotworu, ktory dodatkowo wykazuje

znaczng opornos¢ na leczenie [139].

W ostatnich latach zidentyfikowano wiele nowych obiecujacych celow terapeutycznych
oraz potencjalnych terapeutykow. Nowe podejscia oparte sa o takie narzedzia jak
inhibitory matoczasteczkowe, przeciwciala monoklonalne oraz szczepionki peptydowe
stosowane w celu regulacji szlakow komorkowych kluczowych dla rozwoju
nowotworu, angiogenezy, a takze zniesienia lekoopornosci komodrek nowotworowych.
Badania kliniczne nie przyniosty jednak oczekiwanych rezultatdw w postaci
efektywnego zahamowania proliferacji komorek glejakow [140]. Powodow
niepowodzenia upatruje si¢ w aktywacji alternatywnych szlakéw przekazywania
sygnatow z ominigciem wylgczonego przez inhibitor czynnika [136]. Pomimo, ze nowe
podejscia poczatkowo rokowaty bardzo dobrze, wigkszo$¢ z nich zostata odrzucona juz
na etapie badan klinicznych. Dlatego glejaki niezmiennie pozostaja jednymi z
najtrudniejszych w leczeniu, najgorzej rokujagcymi nowotworami, ze Srednim czasem

przezycia wynoszacym mniej niz rok [141].

Wobec braku skutecznych metod leczenia glejakow, ich opornosci na leczenie,
wyzwaniem s3 badania nad nowymi celami terapii oraz podejSciami w leczeniu GBM.
Pierwszym etapem projektowania terapii jest identyfikacja celow terapeutycznych,
ktérych ,,wylaczenie” daje szans¢ na zatrzymywanie patologicznych proceséw, w tym
ograniczenie proliferacji komorek i uruchomienie proceséw apoptozy. Zastosowanie
wysokoprzepustowych technik sekwencjonowania DNA, mikromiacierzy cDNA oraz
metod proteomicznych dostarczyto nowej wiedzy na temat patogenezy glejakow oraz
pozwolito na identyfikacje potencjalnych celow terapeutycznych [142]. Obecnie, sporo
uwagi koncentruje si¢ na czynnikach transkrypcyjnych, biatkach macierzy
zewnatrzkomoérkowej, biatkach opiekunczych oraz miRNA, jako nowych obiecujacych
celach terapii GBM. Przewaga tych ostatnich nad pozostalymi jest ich zdolno$¢
regulacji ekspresji niemal na kazdym jej etapie. miRNA moga regulowac ekspresje

nawet 90 % genoéw, a w konsekwencji wplywac na szereg proceséw komorkowy, takich
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jak: wzrost, réznicowanie komorek, apoptoza, czy sygnalizacja komoérkowa [1].
Zaburzenie poziomu miRNA zmienia ekspresje docelowych mRNA. Szacuje sig¢, ze jest

ono podtozem ponad 390 chordb (http://cmbi.bjmu.edu.cn/hmdd). Najwiekszg grupe

sposrod nich stanowig choroby nowotworowe, w tym guzy mdzgu.

miRNA wskazywane najcze$ciej w literaturze jako wystepujace na podwyzszonym
poziomie w GBM w pordéwnaniu z proba kontrolng to miR-21, miR-10b oraz miR-25,
na nizszym poziomie miR-139 oraz miR-218 (Tabela 4.1). Stwierdzono, ze podobnie
jak w zdrowym mozgu podczas jego rozwoju, tak w guzie w roznych stadiach jego
zaawansowania poziom poszczegdlnych miRNA ulega dynamicznym zmianom. Profil
miRNA w GBM wskazuje stopien zaawansowania choroby, a takze moze utatwi¢
prognozowanie oraz dobor odpowiedniej terapii. W oparciu o poziom poszczegdlnych
miRNA podzielono GBM na pi¢¢ klas [143]. Wytypowano rowniez miRNA o
najwyzszej wartos$ci prognostycznej dla GBM [144]. Wskazano, ze diagnoza GBM jest
rowniez mozliwa na podstawie analizy miRNA z krwi oraz ptynu moézgowo-

rdzeniowego pacjentow [145].

Analiza funkcjonalna poszczegolnych miRNA swoistych dla GBM wskazuje, ze moga
one pehi¢ rolg zarowno onkogenéw jak i supresorOw nowotworzenia, odpowiadaja za
wyksztatcenie opornosci na chemio- i radioterapi¢, stymuluja neoangiogenez¢ oraz
proliferacj¢ komorek, a takze regulujg cykl komorkowy i apoptoze (Tabela 4.1 i 4.2)
[141, 144-158].

Tabela 4.1
Wybrane miRNA, ktorych poziom jest zmieniony w GBM w poréwnaniu z kontrolng [141, 144-158].

miRNA, ktérych stezenie w GBM jest wyzsze niz| miRNA, ktorych stezenie w GBM jest nizsze niz
w prébie kontrolnej w prébie kontrolnej

miR-9, miR-10a, miR-10b, miR-15b, miR-16, miR-| miR-128a (miR-128-1), miR-129-5p, miR-132,
17-5p, miR-20a, miR-21, miR-25, miR-92b, miR-|miR-136, miR-137, miR-138, miR-139-5p, miR-
93, miR106a, miR-106b, miR-130a, miR-130b,|153, miR-154*, miR-181a, miR-203, miR-218,
miR-155, miR-182, miR-196b, miR-210, miR-451, | miR-323 (miR-323a), miR-328

miR-7, miR-124, miR-124a
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Tabela 4.2
Rola wybranych miRNA w GBM [141, 144-158].

Proces/szlak regulowany | Przyklady miRNA
przez miRNA

Wzrost 1 rdznicowanie miR-7, miR-9/miR-9*, miR10a/miR-10a*/miR-10b, miR-17-92, miR-
CSCs (ang. cancer stem | 124a/miR-137, miR-125a/miR-125b, miR-302-367, miR-326
cells)

Cykl komorkowy miR-21, miR-15b, miR-34a, miR-221/miR-222

Proliferacja oraz apoptoza | miR-21, miR-26a, miR-101, miR-128, miR-156b-5p, miR-153, miR-
181a/miR-181b, miR-196a/miR-196b, miR-218, miR-381, miR-451, let-7a

Neoangiogeneza miR-93, miR-296

Opornos¢ komorek na miR-21, miR-125b-2, miR-195, miR-455-3p, miR-10a
radio- i chemioterapig

Poznanie swoistego dla GBM profilu ekspresji miRNA dostarcza przestanki §wiadczace
o0 zaangazowaniu poszczegolnych miRNA w patogenezie GBM. Znaczgco zwigksza to
mozliwosci diagnozy i prognozowania tych nowotworow. Nadal jednak jestesmy dalecy
od zrozumienia mechanizmoéw regulacji komoérkowej z udzialem miRNA, a zatem

réwniez od wykorzystania miRNA jako potencjalne cele terapeutyczne.

Zgodnie z przyjetym modelem funkcjonowania miRNA specyficzno$¢ ich dziatania
zakodowana jest w ich sekwencji. Postuluje si¢, ze do rozpoznania sekwencji targetowe;j
przez miRNA wystarczy komplementarnos¢ sekwencji wynoszaca zaledwie 7 nt
(obejmujgca rejon ‘seed” MIRNA) [1]. W Swietle wczeSniejszych badan, ktore
wskazuja, ze sekwencje o dlugosci 10 nukleotydéw i krétsze nie sg unikalne w genomie
ludzkim, watpliwe jest, aby oddzialywania miRNA-mRNA obejmujace zaledwie pare
nukleotydow mogly zagwarantowaé specyficznos$¢ dziatania miRNA. Zrozumienie
funkcji miRNA utrudnia dodatkowo fakt, ze przecigtny ludzki miRNA moze
rozpoznawac i regulowaé ekspresje nawet 100-1000 réznych targetow (Tabela 4.3).
Potencjalne miejsca rozpoznawania targetu znajduja si¢ zarowno w rejonach, ktore nie

ulegajg translacji (5’ oraz 3’UTR), jak rowniez w tych kodujacych biatko (Rysunek
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4.3). Ponadto, ekspresja jednego mRNA moze podlega¢ regulacji nawet przez 1000
r6znych miRNA (Rysunek 4.4).

Tabela 4.3
Przyktady miRNA oraz liczba sekwencji mRNA, ktore potencjalnie reguluja, wg TargetScan [159].

MiRNA | Tlo&¢ potencjalnych
sekwencji mMRNA
regulowanych  przez
miRNA

miR-21 5203

miR-93 9 156

miR-296 6 180

miR-10b 7048

miR-15b 7048

5’UTR PTEN Region kodujacy PTEN 3’UTR PTEN
5’ cAGCcaUUACCCGGCUGegGUCeA 57 gUuGUUUcUCuuGaU;::::::;Q 5 ﬁ:::::::;GGuGCUGAaaUUGuu
[ I T Y A I O O | =110l [ O O O Irrrrne: A O I
aUCG--AAUaGuUCUGACuaCAacU 5’ AuCGAAUAGUCUgACUACAACU 5’ AUCGAAUAGUC UGACUacAACu 5’
Rysunek 4.3

Schemat przedstawiajacy przykladowe miejsca oddziatywania miR-21 oraz mRNA biatka PTEN w
obrebie 5° oraz 3’UTR oraz rejonu kodujacego. Sekwencje miR-21 zaznaczono na czerwono zaznaczono,
| - oddziatywania Watsona-Cricka, : - oddziatywania niekanoniczne.

1588:5' aCAACuacua-UUGuaAAGCUA 3' PTEN

(RN SHE
3' aGUUGuagucaGACuaUUCGAU 5' hsa-miR-21

257:5" ggAUUAAUAAAGAUGGCACUUUc 3' PTEN
I e A R AN
3' gaUGGACGUGCUUGUCGUGAAAc 5' hsa-miR-93

145:5' uuacccuauacaUCCACAGGGUu 3' PTEN
(RN RERREN
3' guguuuaagccaAGAUGUCCCAu 5' hsa-miR-10b

Rysunek 4.4

Potencjalne miejsca docelowe dla miR-21, miR-93 oraz miR-10b w obrebie mRNA biatka PTEN.
Sekwencje miRNA zaznaczono na czerwono, | - oddziatywania Watsona-Cricka, : - oddzialywania
niekanoniczne.

35



STRUKTURA | FUNKCJE MALYCH RNA

Pewnego rodzaju potwierdzeniem, ze nasza wiedza na temat funkcji miRNA nie jest
kompletna sg rozbieznosci wynikdw  otrzymanych z wuzyciem narzedzi
bioinformatycznych bazujacych jedynie na sekwencji RNA (TargetScan) oraz
wysokoprzepustowego profilowania mRNA oraz bialek [23]. Zaledwie 50 %
przewidzianych duplekséw miRNA-mRNA zostatlo potwierdzonych z uzyciem co
najmniej jednej innej metody eksperymentalnej [24-26]. Algorytmy uwzgledniajace
energi¢ wigzania miRNA-MRNA (RNAhybrid), motywy strukturalne oraz dostepnosc
sekwencji docelowej w obrebie targetu (mirWIP, PITA) dajg przewidywania o znacznie
wigkszym stopniu istotnosci [27]. Mozna zatem przypuszczaé, ze sekwencja nie jest

jedynym determinantem swoistosci dziatania miRNA [160].

Pokazano, ze aktywnos¢ miRNA w znacznym stopniu zalezy od dostepnosci sekwencji
docelowej, struktury mRNA [161] oraz jego zaangazowania w oddziatywania z
biatkami, m.in. Dndl oraz Pumilio [162, 163]. Modyfikacje potranskrypcyjne
wystepujace w sekwencjach targetowych wptywaja na ich dostgpnos¢ dla miRNA.
Zaobserwowano, ze transkrypty roznigce si¢ dlugoscig ogondéw poli-A znajdujacych sig¢
przy ich koncach 3’ r6znig si¢ zdolnoscig wigzania poszczegdlnych miRNA [164]. Z
kolei deaminacja adenozyn w obrgbie mRNA moze skutkowaé utworzeniem nowych
lub eliminacjg istniejgcych miejsc wigzania miRNA [165, 166]. Znane sa réwniez
przypadki, w ktorych miRNA wspotzawodnicza ze sobg o wigzanie targetu, co jest
skutkiem sasiedztwa ich miejsc docelowych w obregbie mRNA i co moze ograniczac
funkcjonowanie niektérych z nich [163, 167]. Aktywnos¢ niektorych miRNA jest
modulowana przez czasteczki bedace antagonistami miRNA, tj. koliste RNA [168],
pseudogeny [169], RNA wirusowe [170], fragmenty rRNA oraz tRNA [121, 171].

Ponadto, sekwencje niektorych miRNA wskazuja, ze mogg one funkcjonowaé poza
kanonicznym szlakiem, z pominigciem kompleksu RISC. Rozklad nukleotydow w
miRNA nie jest przypadkowy, a pewne motywy sekwencyjne sg nadreprezentowane
[172]. Znane s3 miRNA bogate w trakty AG oraz CU. Biatka rozpoznajace tego typu
powtorzenia w mRNA (ang. polypyrimidine and polypurine track-binding proteins)
odpowiadajg za ich alternatywne sktadanie (ang. splicing) i edytowanie oraz regulacje
ich translacji [173, 174]. Zwigzanie tych bialek do miRNA bogatych w puryny badz
pirymidyny moze spowodowaé ograniczenie dostepnosci tych miRNA, w efekcie

wplynaé na procesy komorkowe regulowane z ich udziatem (Rysunek 4.5).
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Inng ciekawa grupa sa miRNA bogate w powtorzenia CNG. Te trojnukleotydowe
powtdrzenia skorelowano wczesniej z chorobami neurodegeneracyjnymi, choroba
Huntingtona czy dystrofig miotoniczng typu I [175]. Trakty CNG zlokalizowane sg
zwykle w 3’ 1 5° UTR i przyjmujg struktur¢ spinki do wlosow [176], ktora oddziatuje z
biatkami MBNL-1 (ang. muscleblind-like splicing regulator 1) i CUGBP1 (ang. CUG-
binging protein 1) [177]. Zwiazanie bialka zmienia struktur¢ RNA, a w efekcie wplywa
na inicjacj¢ jego translacji [64]. Powtdrzenia CNG w miRNA moga by¢ potencjalnie
rozpoznawane przez biatka MBNL-1 i CUGBP1, co wskazuje na alternatywny
mechanizm patogenezy tej grupy choréb neurodegeneracyjnych (Rysunek 4.5).

Niektore miRNA posiadaja powtorzenia UGUGU, znane jako motywy stymulujace
odpowiedZ immunologiczng [178]. Wczesniej zauwazono, ze miRNA indukcjg rozwoj i
réznicowanie limfocytow B i T (miR-181a, miR-155) [179], proliferacj¢ monocytow i
komorek neutrofilnych (miR-17-5p, miR-20a, miR-106a, miR-223) [180, 181] oraz
uwolnienie cytokin zapalnych oraz IFN typu | (miR-146a, miR-155, miR-21) [182],
jednakze mechanizm zaleznej od miRNA odpowiedzi immunologicznej do tej pory
pozostaje niewyjasniony. Kwasy nukleinowe, przyktadowo dsRNA oraz ssRNA moga
stymulowa¢ odpowiedz immunologiczng u ssakow [183, 184] w sposob zalezny od ich
sekwencji [185]. Przyktadowo motyw UGUGU stymuluje wysoki poziom ekspresji
IFN-a, -B, -\ oraz interleukiny 1- B [186] i aktywuje TLR (ang. Toll-like receptors).
Postuluje, ze miRNA posiadajace powtorzenia UGUGU moga wywota¢ podobny efekt
(Rysunek 4.5).

Ponadto w miRNA znajduja si¢ tzw. motywy kierujace kwasy nukleinowe na $ciezke
degradacji (DSR, ang. determinant of selective removal). Wskazuje to, ze degradacja
mRNA moze odbywaé si¢ niezaleznie od kompleksu miRISC [187] oraz, ze miRNA
podobnie jak mRNA moga by¢ kierowane do cialek komorkowych (ang. procesing

bodies) i tam czasowo magazynowane [188] (Rysunek 4.5).

Co wigcej, obecnos¢ wewnatrzczasteczkowych rejondow komplementarnosci w obrebie
sekwencji MRNA wskazuje, ze mogg one samoistnie przyjmowac strukture. Badania in
silico wskazuja, ze ponad 70 % ludzkich [189], ssaczych [190] oraz roslinnych [191]
MiRNA moze przyjmowac strukture spinki o wtosow lub dupleksu. Ponadto, w grupie
wytypowanych spinek najczeSciej nadreprezentowanymi w obrebie ich petli sa
sekwencje UUCG, GAAA, GCAA, GAGA, GUGA, GGAA, CUUG, UUUG, znane
jako motywy stabilizujagcymi strukture spinki do wlosow [3]. Postulujg, ze obecnosé
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tych motywoéw w obrebie miRNA moze inicjowaé przyjmowanie przez nie Struktury

spinki do wlosow, co z kolei moze mie¢ przelozenie na ich funkcje.

Spinki do wlosow miRNA przypominajg swojg strukturg aptamery, co wskazuje, ze
podobnie jak one mogg bezposrednio, niezaleznie od kompleksu RISC, oddzialywa¢ z
biatkami i regulowac¢ w ten sposob ich aktywno$¢. Przyktadem sg miR-888 i miR-1464a,
ktére oddzialuja z jedng z domen wirusowego biatka Gag bedacego waznym elementem
strukturalnym wirusa HIV-1. Jego zwigzanie z wspomnianymi miRNA zaburza
sktadanie czgstek wirusowych [56]. Znane sg aptamery anty-Gag, ktore wywotuja
doktadnie taki sam efekt jak wspomniane miRNA [57, 58] (Rysunek 4.5).

Innym dowodem na to, ze miRNA moga oddzialywa¢ bezposrednio z biatkami spoza
kompleksu RISC sg miRNA rodziny miR-1/miR-206 [59]. U pacjentow ze
stwardnieniem zanikowym bocznym stwierdzono kompleksy TDP-43-miR-1 oraz TDP-
43-miR-201 [59]. Postuluje si¢, ze rozwdj choroby jest efektem zahamowania
aktywno$ci miRNA, bedacej z kolei skutkiem uwiktania miRNA w kompleks miRNA -
TDP-43. Nie ma jednak przestanek pozwalajacych jednoznacznie wykluczy¢, ze
choroba jest nastgpstwem zahamowania aktywno$ci biatka TDP-43 przez miRNA
(Rysunek 4.5).

A

HFN indukcja odpowiedzi

) TLR immunologicznej

GU
Uz_G,

miR-3682

biatka
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C
ccY UCU
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/\/ — = regulacja transkrypcji

ﬂ lub translacji
(CNG), DNA/MRNA

miR-888

—_— sktadanie czastek

wirusowych HIV-1
miR-888

regulacja aktywnosci biatek

> regulacja dostepnosci miRNA

miR-93, miR-21, miR-296

Rysunek 4.5
Potencjalne, niekanoniczne funkcje miRNA zalezne od sekwencji (A) oraz struktury miRNA (B).

IFN — interferon, DSR - motywy kierujgce kwasy nukleinowe na $ciezke degradacji (ang. determinant of
selective removal), MBNL-1 (ang. muscleblind-like splicing regulator 1), CUGBP1 (ang. CUG binding
protein 1), Tn-C —tenascyna C (ang. tenascin C), TLR — receptor Toll podobny (ang. Toll-like receptor).

W komorce wspotistnieja rézne mechanizmy zaleznej od miRNA regulacji ekspresji
genoéw. Ostatnie lata przyniosty znaczacy postep w poznaniu wielu sposrod nich.
Pojawity si¢ rowniez doniesienia $wiadczace o tym, ze miRNA moga funkcjonowac
poza kompleksem RISC. Nadal nie mamy jednak pelnego obrazu mozliwych funkcji
miRNA. Obserwujac podobienstwo sekwencji miRNA 1 innych krotkich RNA
(Rysunek 4.6) oraz majac na uwadze struktur¢ i funkcje tych drugich, mozna
wnioskowac, ze miRNA przyjmuja w komorce strukture, co potencjalnie przektada si¢
na ich wilasciwosci 1 funkcje. Poznanie struktury miRNA moze przyczyni¢ si¢ do
zrozumienia mechanizméw regulacji komorkowej, w ktore miRNA s3a zaangazowane
oraz patogenezy chorob u podioza ktoérych leza te krotkie niekodujace RNA. Probujac
zrozumie¢ wielofunkcyjno$¢, a zarazem specyficznos¢ miRNA postanowitam
sprawdzi¢ czy miRNA tworzg strukture i w jaki sposob przektada si¢ ona na ich

wlasciwosci 1 funkcje.
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Rysunek 4.6

Podobienstwo sekwencji wybranych miRNA i innych krotkich niekodujacych RNA.

A. hsa-tRNA®® i hsa-miR-607, B. hsa-5S RNA i hsa-miR-1193, C. kwadrupleksu GGAGGAGGAGGA i
hsa-miR-3960, D. mikrohelisy Ala [192] i hsa-miR-1296. Strukturg kwadrupleksu (C) okreslono metoda
magnetycznego rezonansu jadrowego (2RQJ) [193], struktury trzeciorzedowe tRNA®®, 55 rRNA oraz
mikrohelisy Ala okreslono z uzyciem RNAComposer [194] na podstawie ich struktur drugorzedowych.
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MATERIALY I METODY

1. Odczynniki
Tabela 1.1

Zestawienie odczynnikow stosowanych w pracy.

Odczynnik

Producent

Zestaw do transkrypcji T7 (MEGAshortscript T7 transcription kit), zestaw odczynnikow
do usuwania DNA (DNA-free™), kolumienki z Sephadexem G-50 (NucAway Spin
Columns)

Ambion

Bydleca surowica ptodowa (FBS), streptomycyna, pozywka EMEM, DMEM ATCC
Bacto-Agar, Bacto-Trypton, ekstrakt drozdzowy Difco
Standardy wielkosci biatek PageRuler, standardy wielkosci DNA (1 kpz, 100 pz), | Fermentas
zestaw do odwrotnej transkrypcji (RevertAid™ First Stand cDNA Synthesis Kit),
mieszanina dNTP, PEG 200, PEG 400, PEG 3350, PEG 4000, PEG 8000

Btony rentgenowskie Foton
Guanina Fluca
[y-2P]JATP (3000 Ci/mmol) ICN

Streptawidyna skoniugowana z alkaliczng fosfataza

GE Healthcare

Pozywka Opti-MEM, Lipofektamina 2000, TRIzol Reagent, BLOCK-IiT (SiRNA |Invitrogen

wyznakowany fluorescencyjnie), SYBR® Safe DNA gel stain

Chlorek magnezu, chlorek potasu, chlorek sodu, cytrynian sodu, wersenian zelaza, | Merck

wodorotlenek sodu, wodorotlenek potasu, DMSO, glicerol

Kwas borowy, kwas octowy, metanol, etanol, mocznik, chloroform Polskie
Odczynniki
Chemiczne

ATP, octan sodu Promega

Zestaw do izolacji plazmidowego DNA (Plasmid Maxi Kit), zestaw do oczyszczania | Qiagen

produktu reakcji PCR (QIAquic PCR Purification Kit)

PMSF (fluorek fenylometylosulfonowy) Serva

Btona nitrocelulozowa BA 85 Schleicher &
Schuell

Agaroza, kanamycyna LabEmpire

Akryloamid, bis-akryloamid (N’N’-metylenobisakrylamid), btekit bromofenolowy | Sigma

(3,3,5,5 -tetrabromofenolosulfoftaleina), chlorek wapnia, DTT, EDTA, fenol, glicyna,

glicerol, imidazol, N, N’-metylenobisakryloamid, APS, SDS, TEMED, Tris, Ficoll 400,

izopropanol, chloroform-izoamylowy, trypsyna-EDTA, pozywka RPMI-1640, roztwor

witamin do pozywki RPMI-1640, mieszanina antybiotykow do pozywki RPMI-1640

(Antibiotic-Antimycotic), PBS, Tween 20, BCIP/NBT, formaldehyd, formamid, N,N’-

dimetyloformamid, ampicylina, MTT, aneksyna V — FITC do detekcji apoptozy

(Annexin V_FITC Apoptosis Detection Kit)

inhibitor hsa-miR-21 LNA Exigon
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Tabela 1.2

Zestawienie enzymow wykorzystywanych w pracy.

Enzym Producent
Rekombinowany ludzki Dicer Finnzymes
Kinaza polinukleotydowa faga T4 Epicentre

Polimeraza Tagq, rybonukleaza H1 (RNaza H1), ligaza faga T4, ligaza DNA faga T4, Fermentas
rybonukleaza T1 (RNaza T1), rybonukleaza V1 (RNaza V1), nukleaza S1

ligaza DNA faga T4, enzymy restrykcyjne Hind 111, BamHI, EcoRl, Promega
ligaza RNA faga T4 New Englad
BioLabs

1.1. Oligorybonukleotydy

Pre-miR-21, miR-21, miR-10b, miR-15b, miR-93, miR-296 syntetyzowane byly w
firmie IBA GmbH, rybozymy skierowane na miR-21 i/lub pre-miR21 (miR21rz1-3),
miR-10Db i/lub pre-miR-10b (miR10brz1-3), miR-15b i/lub pre-miR-15b (miR15brz1-3),
rybozymy zmutowane w obrebie rdzenia katalitycznego (miR21rz1_mut,
miR10brz1_mut), krétkie substraty dla rybozymoéw miR21rz1-3 (pre-miR-21_S1, pre-
miR-21_S2, pre-miR-21_S3) przez firm¢ FutureSynthesis.

Pre-miR-21, pre-miR-10b oraz pre-miR-15b uzyskano réwniez w wyniku reakcji
transkrypcji in vitro na matrycach DNA (sekwencje kodujace pre-miR-21, pre-miR-10b
oraz pre-miR-15b wklonowana do wektora pT7T3-18U) z wykorzystaniem zestawu

odczynnikéw T7-MEGAshortscript™ firmy Ambion.

Inhibitor hsa-miR-21 LNA oraz wyznakowang fluorescencyjnie czasteczke dsRNA
(BLOCK-IT Fluorescent Oligo) zakupiono, odpowiednio w firmie Exiqon oraz

Invitrogen.
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Tabela 1.3

Rybozymy typu hammerhead stosowane do hydrolizy miR-21 i/lub pre-miR21, miR-10b i/lub pre-miR-
10b oraz miR-15b i/lub pre-miR-15b. Sekwencje rdzenia katalitycznego zaznaczono przez podkreslenie,
sekwencje TLR zaznaczono przez podwdjne podkreslenie.

Nazwa Sekwencja (5° — 3°) Specyficznos$é [Substrat
miR21rz1 CAGUCUCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAUAAGC AUC| pre-miR-21
miR-21
miR21rz2 CCAUGACUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAUUCAA GUC| pre-miR-21
miR21rz3 CCCAUCCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAACUGGU pre-miR-21
MIR21rzL TLRI- cyanceccanaGeUAUGGCAGUCUCUGAUGAGGCCGAAA! U ﬁ:ﬁég'f'ﬂ
GGCCGAAAUAAGC
miR21rz1_mut [CAGUCUCAGAUGCGGCCGAAAGGCCGUAAUAAGC AUC| pre-miR-21
miR-21
miR10brz1 CGGUUCCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAACAGGG GUC| pre-miR-10b
miR-10b
miR10brz2 UAUACGCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAUACCA AUC| pre-miR-10b
miR10brz3 UGCAUCCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAACCAUA GUC| pre-miR-10b
mMiR10brzl_mutiCGGUUCCAGAUGCGGCCGAAAGGCCGUAACAGGG GUC| pre-miR-10b
miR-10b
miR15brz1 IAACCAUCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAUGUGC AUC| pre-miR-15b
miR-15b
miR15brz2 CAUCUUCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAACUGUA GUC| pre-miR-15b
miR15brz3 AAUAAUCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAAUUCGC AUC| pre-miR-15b
TARrz GGGCUCACUGAUGACUCCGGUAGGACGAAAUCUGCC AUC| HIV TAR
Tabela 1.4
Zestawienie pozostatych oligorybonukleotydow stosowanych w pracy.
Nazwa Charakterystyka Sekwencja (5> — 3?)
pre-miR-21 Prekursor miR-21 UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAU
CUCAUGGCAACACCAGUCGAUGGGCUGUCUGACA
miR-21 Dojrzaty miRNA UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
miR-10b UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
miR-15b UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA
miR-93 CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG
miR-296 AGGGCCCCCCCUCAAUCCUGU
pre-miR-21_S1 | Sekwencja komplementarna | GCUUAUCAGACUG
do ramion miR21rz1
pre-miR-21_S2 | Sekwencja komplementarna | UUGAAUCUCAUGG
do ramion miR21rz2
pre-miR-21_S3 |Sekwencja komplementarna | ACCAGUCGAUGGG
do ramion miR21rz3
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1.2. Oligodeoksyrybonukleotydy

Oligonukleotydy DNA do klonowania sekwencji pre-miR-21 (miR21-1, miR21-2,
miR21-3, miR21-4), pre-miR-10b (miR10b-1, miR10b-2, miR10b-3, miR10b-4,
miR10b-5, miR10b-6), pre-miR-15b (miR15b-1, miR15b-2, miR15b-3, miR15b-4,
miR15b-5, mMiR15b-6) do plazmidu pT7T3al8, startery do reakcji PCR do syntezy
sekwencji kodujacej pre-miRNA wprowadzajace miejsce hydrolizy dla enzyméw
restrykcyjnych Hindlll oraz BamHI do klonowania do plazmidu pEGFP-N3,
odpowiednio dla pre-miR-21 (miR21foHindlll, miR21lreBamHI), pre-miR-10b
(miR10bfoHindlll,  miR10breEcoRI) oraz  pre-miR-15b  (miR15bfoHindlll,
miR15breEcoRl), startery do sekwencjonowania sekwencji wklonowanych do
plazmidow pT7T3-18U oraz pEGFP-N3 syntetyzowane byly w Instytucie Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie, oligodeoksyrybonukleotydy komplementarne do
réznych rejonéw miR-21 i/lub pre-miR-21 (01-012) wykorzystane w reakcji in vitro z
RNasg H1, DNAzymy skierowane na miR-21 i/lub pre-miR-21 (miR21dz1-5), miR-10b
i/lub pre-miR-10b (miR10bdz1-6), miR-15b i/lub pre-miR-15b (MiR15bdz1-10,
miR15brz5+, miR15brz6+), startery do reakcji PCR w czasie rzeczywistym w firmie
GenoMed.

Tabela 1.5

DNAzymy stosowane do hydrolizy miR-21 i/lub pre-miR21, miR-10b i/lub pre-miR-10b oraz miR-15b
i/lub pre-miR-15b. Podkreslono sekwencje rdzenia katalitycznego.

Nazwa Sekwencja (5> — 3°) Typ Specyficznosé¢| Substrat
miR21dzl |CATCAGTTCCGAGCCGGACGAGATAAGC DNAzym |AG| pre-miR-21
8-17° miR-21
miR21dz2 |CAGTCAAGGCTAGCTACAACGAATCAGTC DNAzym |GU| pre-miR-21
’10-23° miR-21
miR21dz3 |GATTCAAGGCTAGCTACAACGAAGTCAAC pre-miR-21
miR21dz4 |CCATCGAGGCTAGCTACAACGATGGTGTT pre-miR-21
miR21dz5 |TGTCAGAGGCTAGCTACAACGAAGCCCAT pre-miR-21
miR10bdzl |GUUCUAGGCTAGCTACAACGAAGGGUA DNAzym |GU| pre-miR-10b
’10-23° miR-10b
miR10bdz2 [CGGTTTCCGAGCCGGACGAACAGGG DNAzym |AG| pre-miR-10b
8-17° miR-10b
miR10bdz3 |TGTGATCCGAGCCGGACGAATACGG pre-miR-10b
miR10bdz4 |CTGTGAGGCTAGCTACAACGATATACG DNAzym |GU] pre-miR-10b
’10-23°
miR10bdz5 |TTCCCTCCGAGCCGGACGAAGAATC DNAzym |AG| pre-miR-10b
8-17°
miR10bdz6 |CATCGAGGCTAGCTACAACGACATATA DNAzym |GU] pre-miR-10b
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’10-23°
miR15bdzl |CAGTATCCGAGCCGGACGATTAAGG DNAzym |AG| pre-miR-15b
8-17°
miR15bdz2 |ACAGTAGGCTAGCTACAACGATTTAAG DNAzym |GU| pre-miR-15b
miR15bdz3 |CTGCTAGGCTAGCTACAACGAAGTACT 10-23° pre-miR-15b
miR15bdz4 |TGCTGTCCGAGCCGGACGAACAGTA DNAzym |AG| pre-miR-15b
miR15bdz5 |ATGTGTCCGAGCCGGACGAGCTACA 817 pre-miR-15b
miR15bdz5+ |CATGATGTGTCCGAGCCGGACGAGCTACA miR-15b
miR15bdz6 |TGTAAAGGCTAGCTACAACGACATGAT DNAzym |GU]| pre-miR-15b
mMiR15bdz6+ | TGTAAAGGCTAGCTACAACGACATGATGTGC | 1023 miR-13h
miR15bdz7 |CTTGATCCGAGCCGGACGAGTAGCA DNAzym |AG| pre-miR-15b
8-17°
miR15bdz8 |TCTTGAGGCTAGCTACAACGATGTAGC DNAzym |GU| pre-miR-15b
’10-23°
miR15bdz9 |CGCATTCCGAGCCGGACGATGACTG DNAzym |AG| pre-miR-15b
miR15bdz10 |[AATTTTCCGAGCCGGACGAAGAGCA 8-17 pre-miR-15b
Tabela 1.6
Zestawienie pozostatych oligodeoksyrybonukleotydéw stosowanych w pracy.
Nazwa Sekwencja (5’ — 3°) Charakterystyka
miR21-1 AATTCTGTCGGGTAGCTTATCAGACTGATGTTG Oligodeoksyrybonukleo
miR21-2 ACTGTTGAATCTCATGGCAACACCAGTCGATGGGCTGTCTGACAA ydy zaprpjektowane do
otrzymania matrycy do
miR21-3 AGCTTTGTCAGACAGCCCATCGACTGGTGTTG syntezy pre-miR-21, do
- klonowania do pT7T3-
miR21-4 CCATGAGATTCAACAGTCAACATCAGTCTGATAAGCTACCCGACAG a1
miR10b-1 AATTCCCAGAGGTTGTAACGTTGTCTATATATACCCTGTAGAAC  (Oligodeoksyrybonukleo
miR10b-2 CGAATTTGTGTGGTATCCGTATAGTCACAGATTCGATTCTAGGGE |V zapr(_)Jektowane do
otrzymania matrycy do
miR10b-3 IAATATATGGTCGATGCAAAAACTTCAA syntezy pre-miR-10Db,
iR10b AGCTTTGAAGTTTTTGCATCGACCATATATTCCCCTAGAATCGA do klonowania do
miR10b-4 pT7T3-18U
miR10b-5 ATCTGTGACTATACGGATACCACACAAATTCGGTTCTACAGGGT
miR10b-6 ATATATAGACAACGTTACAACCTCTGGG
miR15b-1 IAATTCTTGAGGCCTTAAAGTACTGTAGCAGCACATCATGGTTT Oligodeoksyrybonukleo
- ydy zaprojektowane do
- IACATGCTACAGTCAAGATGCGAATCATTATTTGCTGCT :
miR15b-2 otrzymania matrycy do
miR15b-3 CTAGAAATTTAAGGAAATTCATA syntezy pre-miR-15b,
iR15b AGCTTATGAATTTCCTTAAATTTCTAGAGCAGCAAATAATG do klonowania do
miR15b-4 pT7T3-18U
miR15b-5 ATTCGCATCTTGACTGTAGCATGTAAACCATGATGTGCTG
miR15b-6 CTACAGTACTTTAAGGCCTCAAG
miR21foHindIll [CGCAAGCTTATGTGTCGGGTAGCT Startery do PCR do
- syntezy sekwencji
CGAGGATCCTGTCAGACAGCCCAT o :
miR21reBamH kodujacej pre-miR-21,
wprowadzajace miejsce
hydrolizy dla Hindll1
oraz BamH|
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miR10bfoHindlll

CACAAGCTTCCAGAGGTTGTAA

Startery do PCR do

miR10breEcoRlI

CGCGAATTCTGAAGTTTTTGCA

syntezy sekwencji
kodujacej pre-miR-10b,
wprowadzajace miejsce
hydrolizy dla HindlI11
oraz BamH]

miR15bfoHindlll

CACAAGCTTTGAGGCCTTAAAG

Startery do PCR do

miR15breEcoRl

CGCGAATTCATGAATTTCCTTA

syntezy sekwencji
kodujacej pre-miR-15b,
wprowadzajace miejsce
hydrolizy dla Hindll1

oraz BamHI

01 GTCTGAT Oligodeoksyrybonukleo
tydy komplementarne

CATCAG
02 do réznych rejondéw
03 AGTCA miR-21 i/lub pre-miR-
— 21, stosowane w reakcji

04 in vitro z RNaza H1

05 GAGATTC

06 IATGAGA

07 TGGTG

08 IATCGAC

09 GATAAGC

010 CAGTCTG

011 IATCATGTC

012 CAACATC

T7start TAATACGACTCACTATAGGG Starter reakcji PCR
uzywany do
sekwencjonowania
sekwencji
wklonowanych do
plazmidu pT7T3-18U

PrimEGFP CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG Starter do
sekwencjonowania
sekwencji
wklonowanych do
plazmidu pEGFP-N3

miR-21-fo TAGCTTATCAGACTGATGTTGA Startery do Real-Time

miR-10b-fo TACCCTGTAGAACCGAATTTGTG PCR

miR-15b-fo TAGCAGCACATCATGGTTTACA
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2. Wektory ekspresyjne

pT7T3-18U (Amersham Pharmacia Biotech)

Wektor plamidowy pT7T3-U18 zawiera promotory dla polimerazy T3 i T7 RNA
polimerazy RNA oraz miejsce wielokrotnego klonowania (MSC, ang. Multiple Cloning
Site) znajdujace si¢ pomiedzy nimi (Rysunek 2.1). pT7T3-U18 jest wektorem
wielokopijnym, powielanym w szczepach propagacyjnych, w obecnosci ampicyliny (50
pug/ml).

pPEGFP-N3 (Clontech)

Wektor kodujacy wariant biatka zielonej fluorescencji (GFP, ang. Green Fluorescent
[195] CMV

Cytomegalovirus).

Protein) pod kontrola wczesnego promotora (ang. Human

Ulega wysokiej ekspresji w komorkach ssakow. Miejsce
wielokrotnego klonowania (znajduje si¢ pomigdzy promotorem CMV (Pcwy ) @
sekwencjg kodujacg EGFP (Rysunek 2.2). Geny wklonowane w MCS ulegajg ekspresji
razem z EGFP tworzac biatko fuzyjne. Wektor pEGFP-N3 jest przystosowany do
powielania w szczepie bakteryjnym E. coli DHS5a oraz TOP10 w obecnosci kanamycyny

(30 pg/ml).

HindIII

L,

_ Miejsce startu transktypcji
~._T3 polimerazy RNA

AATTAACCCTCACTAAAGGGAATAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCCCTATAGTGAGTCGTATT,

EcoRI

]

Miejsce startu transktypcji
T7 polimerazy RNA -~

T3 pi‘o‘motor MCS T7'p_1'-dmot0r

pI7T13-18U
2883 pz

amp*

Rysunek 2.1

Mapa wektora pT7T3-18U oraz sekwencja T3 promotora, T7 promotora oraz miejsca wielokrotnego
klonowania (MCS) z zaznaczonymi miejscami cig¢cia przez enzymy restrykcyjne, ktérych uzyto do
klonowania sekwencji pre-miRNA do wektora. MCS — miejsce wielokrotnego klonowania, amp’ — gen
opornos$ci na ampicyling.
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HindIIT BamHI

_ GCTAGCGCTACCEGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCEACGGTACCOCGGGCCCGOGATCCATCOCCACCATGGTE

.-~ EGFP

CMV IE promotor. , MCS L

pEGFP-N3
4700 pz

kan'/neo"

Rysunek 2.2

Mapa wektora pEGFP-N3 oraz sekwencja MCS z zaznaczonymi miejscami cigcia przez enzymy
restrykcyjne, ktorych uzyto do klonowania sekwencji pre-miRNA do wektora. MCS — miejsce
wielokrotnego klonowania, EGFP — mutant GFPmutl genu biatka zielonej fluorescencji, kan'/neo’ — gen
opornosci na kanamycyng i neomycyne.

3. Material biologiczny
3.1. Szczepy bakteryjne
Do propagacji wektorow ekspresyjnych uzyto:

Escherichia coli DH5a (Invitrogen) — F~ endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96
deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk my"), A—

Escherichia coli TOP10 (Invitrogen) - F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
080lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16
rpsL(StrT) endA1 A-

3.2. Linie komérkowe
W badaniach wykorzystano linie:
- ludzkich komoérek nabtonkowych z raka szyjki macicy HeLa (ATCC)

- ludzkich komoérek wyprowadzone z glejaka wielopostaciowego: T98G, U118 (ATCC)
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3.3. Material ludzki

Tkanki guzéw moézgu, obrzezy oraz ptyn moézgowo-rdzeniowy pozyskano z Katedry i
Kliniki Neurochirurgii i Neurotraumatologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola

Marcinkowskiego w Poznaniu.

Fragmenty moézgu od denatow pozyskano z Zakladu Patomorfologii Klinicznej

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Surowice krwi ludzkiej zakupiono w Sigma (produkt nr H4522, human serum from

human male AB plasma, sterile-filtered)

Materiat ludzki przechowywano w temperaturze -80 °C.

4. Przeciwciala

Przeciwciata I-rzedowe: monoklonalne przeciwciato anty-GFP, anty-PTEN, anty-
GAPDH (Santa Cruz Biotechnology)

Przeciwciata II-rzedowe: anty-mysie IgG skoniugowane z biotyng (Sigma)

5. Pozywki, bufory i roztwory

Pozywka ptynna LB

1 % baktotrypton

0.5 % ekstrakt drozdzowy

0.5 % NaCl

Sterylizowano przez autoklawowanie

Pozywka stata LB

1 % baktotrypton

0.5 % ekstrakt drozdzowy

0.5 % NaCl

1.5 % agar

Sterylizowano przez autoklawowanie

Pozywka SOC
2 % baktopepton

0.5 % ekstrakt drozdzowy
0.5 % NaCl

2.5 mM KCI

20 mM glukoza

50



MATERIALY I METODY

SOC sterylizowano przez autoklawowanie. Glukoz¢ dodawano po schlodzeniu roztworu
do temperatury 50 °C.

Pozywki do hodowli linii komérkowych

RPMI-1640 Medium (Sigma)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma/ATCC)

EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) (ATCC)

OptiMEM (Invitrogen)

Pozywki uzupetione byty 10 % ptodowa surowica bydleca (FBS), 1 % roztworem
antybiotykow oraz 1 % mieszaning witamin.

Bufor do elektroforezy kwaséw nukleinowych 10x TBE pH 8.3
0.5 M Tris-HCI

0.5 M H3BO;

10 mM EDTA

Bufor obcigzajacy 1x do elektroforezy kwaséw nukleinowych w zelach PAA
25 mM cytrynian sodu pH 5.0

1 mM EDTA

7 M mocznik

0.1 % biekit bromofenolowy

0.1 % cyjanol ksylenowy

Bufory obcigzajacy 6x do elektroforezy kwaséw nukleinowych w zelach agarozowych
30 % glicerol

0.25 % blekit bromofenolowy

0.25 % cyjanol ksylenowy

1x bufor TBE pH 8.3

Roztwor do barwienia kwasow nukleinowych w zelach PAA
40 % metanol

1 % kwas octowy

0.1 % bfekit toluidynowy

Roztwér do barwienia biatek w zelach PAA
50 % metanol

10 % kwas octowy

1.25 % biekit Coomassie Brillant Blue

Roztwoér odbarwiajacy po barwieniu bialek z uzyciem Coomassie Brillant Blue w
zelach PAA

10 % kwas octowy

40 % metanol
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Bufor lizujagcy RIPA

1 % Nonidet P40

0.5 % deoksycholan sodu
50 mM Tris-HCI pH 7.5
150 mM NaCl

5mM EDTA

Bufor obcigzajacy do elektroforezy biatek SBLU
62.5 mM Tris-HCI pH 8.3

5.9 M mocznik

2 % SDS

0.1MDTT

0.05 % biekit bromofenolowy

Bufor obcigzajacy do elektroforezy biatek SBL
62.5 mM Tris-HCI pH 8.3

2 % SDS

0.1MDTT

0.05 % blekit bromofenolowy

Bufor do elektrotransferu biatek TOWBIM
25 mM Tris-HCI pH 8.3

192 mM glicyna

20 % metanol

Roztwor do hydrolizy alkaliczne] RNA
50 mM NaOH
1mM EDTA

Bufory do rybonukleazy T1

I. 20 mM CH3;COONa pH 5.0
7 M mocznik
1 mM EDTA

I1. 100 mM Tris-HCI pH 7.5
10 MM EDTA

I11. 20 mM CH3;COONa pH 6.2
1 mM MgCl,

Bufor do rybonukleazy V1
50 mM Tris-HCl pH 7.5
100 mM NaCl

10 mM MgCl,
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Bufor do nukleazy S1

50 mM CH3COONa pH 4.5
28 mM NaCl

4.5 mM ZnSOq,

Bufor do rybonukleazy H
40 mM Tris-HCI pH 7.5
4 mM MgCl,
0.1mMDTT

20 mM KCI

Bufor do hybrydyzacji kwasOw nukleinowych 5x stezony
20 mM Tris-HCI pH 7.5
50 mM NaCl

Bufor do ligacji 5x

250 mM Tris-HCI pH 7.5
50 mM MgC|2

5mM ATP

5mMDTT

25 % PEG 8000

Bufor PBS

0.8 % NacCl

0.02 % KCI

0.144 % Na,HPO,4

0.024 % KH,POy, pH 7.4.

Bufory dostepne komercyjnie

Bufor do polimerazy Taq 10x stezony (Fermentas)
Bufor do EcoRI 10x stezony (Fermentas)

Bufor R 10x stezony (do HindIIl, Fermentas)

Bufor do kinazy polinukleotydowej faga T4 10x st¢zony (Epicentre)

Bufor do transkrypcji T7 in vitro 10x st¢zony (Ambion)
Bufor do odwrotnej transkrypcji 5x stezony (Fermentas)
Bufor do Real-Time PCR (Agilent Technologies)

Bufor do ligazy RNA faga T4 10x stezony (New England Biolabs)

Bufor do ligazy DNA faga T4 10x stezony (Promega)
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6. Metody izolacji, rozdzialu, syntezy oraz analizy struktury i aktywnosci

kwasow nukleinowych

6.1. Rozdzial elektroforetyczny kwaséw nukleinowych w denaturujacych zelach

poliakryloamidowych

Analize elektroforetyczng oligonukleotydbow DNA 1 RNA oraz transkryptow
prowadzono w 10 % i 20 % zelach poliakryloamidowych z 7 M mocznikiem (Tabela
6.1) o wymiarach 20 cm x 40 cm, 30 cm x 40 cm, 38 cm X 45 cm i grubosci 0.5 — 1 mm,
przy napieciu 1000 V - 2000 V i natezeniu 5 — 35 mA w temperaturze pokojowej [196].
Elektroforeze prowadzono w buforze 1x TBE. Proby nakladano na zel w buforze

obcigzajacym do PAA wstosunku 1:1. Elektroforez¢ poprzedzano 30 min

preelektroforeza.
Tabela 6.1
Sktad denaturujacych zeli poliakryloamidowych.

Sktadnik 10 % 20 %
40 % akryloamid/bisakryloamid (38:2) 25 ml 50 ml
mocznik 429 429
10x TBE 10 ml 10 ml
woda do 100 ml | do 100 ml
10 % APS 700 ul 700 pl
TEMED 35 35

6.2. Rozdzial elektroforetyczny kwasow nukleinowych w zelach agarozowych

Catkowity RNA izolowany z hodowli komérkowych lub produkty otrzymane metoda
PCR analizowano w 1 %, 1.5 % lub 2 % zelach agarozowych o wymiarach 11 cm X
7 cm i grubosci 0,5 cm w buforze 1x TBE [197] w obecnosci bromku etydyny lub
barwnika SYBR® Safe DNA (Tabela 6.2). Przed rozdziatem elektroforetycznym
preparaty obcigzano 1/6 objetosci buforu do elektroforezy agarozowej. Rozdziat
prowadzono w buforze 1x TBE przy natezeniu pradu 50 — 80 mA w temperaturze

pokojowej w obecno$ci markerow wielkosci DNA 1 kpz i 100 pz.

Tabela 6.2
Sktad zeli agarozowych.
Skladnik 1% 2%
Agaroza 054 1lg
1x bufor TBE 50 ml 50 ml
Bromek etydyny lub barwnik 0.5 0.5
SYBR" Safe DNA pg/ml pg/ml

54



MATERIALY I METODY

6.3. Identyfikacja kwaséw nukleinowych w Zelach i roztworach

RNA i DNA w zelach poliakryloamidowych identyfikowano w swietle UV [197] lub po
barwieniu roztworem biekitu toluidyny. Znakowany radioaktywnie RNA analizowano
za pomocg autoradiografii. Ekspozycje zeli prowadzono w temperaturze -70 °C stosujac
ekrany wzmacniajace i blony rentgenowskie RTG-XS. Optymalny czas ekspozycji
ustalano na podstawie pomiaru radioaktywnosci przy uzyciu licznika scyntylacyjnego
MicroBeta (Perkin Elmer) probek poddawanych elektroforezie [197]. Poziom hydrolizy
znakowanego materialu wyznaczano na podstawie pomiaru densytometrycznego przy
uzyciu urzadzenia odwzorowujacego FLA-5100 (FujiFilm) i oprogramowania
MultiGauge v.3.0.

Kwasy nukleinowe w zelach agarazowych wybarwionych bromkiem etydyny lub
SYBR® Safe DNA gel stain wizualizowano fluorescencyjnie przy wykorzystaniu

systemu do dokumentacji zeli GelDoc-it Gel Imaging System (UVP).

Stezenie kwasoéw nukleinowych w prébkach oznaczano na podstawie pomiarow
absorpcji przy dlugosci fali 260 nm z wykorzystaniem spektrofotometru Nanodrop

Spectrophotometer 2000C, alternatywnie spektrofotometru BioPhotometr (Eppendorf).
Przeliczniki stosowane do obliczenia st¢zenia kwaséw nukleinowych w roztworach:
ssSRNA: 1 OD/ml =40 pg/ml

ssDNA: 1 OD/ml =33 pg/ml

dsDNA: 1 OD/ml = 50 pg/ml

6.4. Izolacja calkowitego RNA z hodowli komérkowych

Izolacje catkowitego RNA prowadzono metodg z wykorzystaniem Trizolu zgodnie
z instrukcja zataczong przez producenta. Komorki z ptytek 4- lub 24-dotkowych
lizowano przy uzyciu 500 pl Trizolu przez 5 min w temperaturze pokojowej. Uzyskane
lizaty zbierano do 1.5ml probowek, a nastgpnie dodawano 100 pl mieszaniny
chloroform:alkohol izoamylowy (24:1), wytrzasano recznie przez 15s i inkubowano
2 min w temperaturze pokojowej. W celu rozdzielenia faz proby wirowano 15 min w 4
°C przy 12 000 rpm. Faze wodng przenoszono do nowej proboéwki. Zawarty w niej
materiat RNA wytragcano przez dodanie 250 pl izopropanolu i 15 min inkubacje w
temperaturze pokojowej. Po tym czasie proby wirowano przez 10 min w 4 °C przy 12

000 rpm, supernatant usuwano, a uzyskany osad przemywano 500 pul 70 % etanolu
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I wirowano jak poprzednio. Osad zawierajacy catkowity RNA suszono na powietrzu 5-
10 min, a nastgpnie rozpuszczono w 20 ul sterylnej, dejonizowanej wody. Stezenie

RNA oznaczano na podstawie pomiarow absorpcji przy dtugosci fali 260 nm.

W przypadku hodowli na 6-dotkowych ptytkach komorki lizowano stosujgc 1 ml
Trizolu, a catkowity RNA izolowano zgodnie z procedurg opisang powyzej zwickszajac

ilosci stosowanych odczynnikow.
6.5. lzolacja calkowitego RNA z tkanek guza oraz obrzezy guza

Izolacje catkowitego RNA prowadzono metodg z wykorzystaniem Trizolu zgodnie
z instrukcjg zataczona przez producenta. Otrzymane RNA traktowano DNaza I (DNA-
free DNase Treatement and Removal Reagent, Ambion) w celu usuni¢cia pozostatosci
DNA. Jakos$¢ otrzymanego RNA oceniano z uzyciem bioanalizera Agilent 2100 oraz
zestawu RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies). Do dalszych analiz wykorzystano
jedynie proby o wspotczynniku RIN (ang. RNA integrity number) >8.

6.6. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano =z wykorzystaniem zestawu
odczynnikow RevertAid First Stand ¢cDNA Synthesis Kit (Fermentas) zgodnie z
procedurg zalecang przez producenta. Sktad mieszaniny reakcyjnej i poszczegdlne etapy
reakcji przedstawiono w Tabeli 6.3. Matryce stanowit catkowity RNA wyizolowany z

hodowli komoérkowych.

Tabela 6.3
Sktad mieszaniny reakcyjnej i warunki odwrotnej transkrypcji.
Nr etapu Skladnik Tlosé Warunki
Matryca (catkowity RNA) 1-2 ug |5min 70 °C,
. nastepnie
Etap | Starter (random hexamer primer) 0.2 pg/ul 1wl . .
tap ( P ) hou " inkubacja na
Woda do 12 pl |lodzie 2 min
Bufor reakcyjny 5x 4 ul
- - : 5min 25°C
Inhibitor RNaz (RNAse Inhibitor RiboLock) 20
Etap Il 1wl
u/pl
dNTP mix 10 mM 2 ul
Etap 111 Odwrotna transkryptaza (M-MuLV RT) 200 u/ul |1 pl 10hn2|2n0?:5 <
Denaturacja - - 10 min 70 °C
Przechowywanie - - -20°C
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Uzyskany w wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji material DNA wykorzystywano
jako matryce do tancuchowej reakcji polimeryzacji (PCR).

6.7. Lancuchowa reakcja polimeryzacji (PCR) w czasie rzeczywistym

Matryce stanowit cDNA uzyskany w wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji. Wykonano
analize ilo§ciowa miRNA oraz ich prekursorow oraz normalizacj¢ wzglgdem 18S
rRNA. Analize iloSciowg przeprowadzono metoda kwantyfikacji wzglednej [198].
Kazda proba cDNA analizowana byla trzykrotnie w termocyklerze LightCycler 480
System (Roche). Mieszaning reakcyjng o objetosci 25 pl przygotowano z
wykorzystaniem zestawu odczynnikow DyNAmo HS Sybr Green qPCR Kit
(FINNZYMES) (Tabela 6.4). Do reakcji wykorzystano startery pozwalajace na
amplifikacje fragmentu cDNA, w warunkach opisanych w Tabeli 6.5.

Krzywe standardowe uzyskano poprzez amplifikacj¢ serii pigciu rozcienczen cDNA
(x1, x5, x25, x125, x625). Jakos¢ uzyskanych produktoéw PCR sprawdzano poprzez
analiz¢ krzywych topnienia. W razie nieregularnego przebiegu krzywych

przeprowadzano dodatkowa analize¢ jako$ciowa w Zelu agarozowym.

Tabela 6.4

Sktad mieszaniny do reakcji qPCR w objetosci 25 pl.

Skladnik Ilos¢

MasterMix (2x) 12.5 ul

ROX (barwnik referencyjny) | 0.25 pl

Starter 1, starter 2 0.3 pl (kazdy)
Matryca cDNA 2 ul
woda Do 25 pl
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Tabela 6.5
Warunki prowadzonych reakcji gPCR.

Etap Temperatura | Czas Liczba
powtorzen
Denaturacja wstepna 95°C 10 min 1
Denaturacja 95°C 15s 40-50
Wigzanie starteréw 57-62 °C 30s
Synteza 72 °C 30s
Oznaczanie krzywej 95°C 1min 1
topnienia 55°C 30s
55-95 °C 0.1°C/s
95°C 30s

6.8. Analiza mikromacierzowa

6.8.1. Przygotowanie kolekcji tkanek oraz danych na potrzeby analizy

mikromacierzowej

Tkanki zto§liwych guzéow moézgu oraz obrzezy guza pozyskano od 18 pacjentéw
Katedry i Kliniki Neurochirurgii i Neurotraumatologii Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w latach 2010-2011. Zebrano dane kliniczne
dotyczace dawcéw oraz sklasyfikowano histopatologicznie tkanki pozyskane od
pacjentow. Uzyskano zgode Komisji Bioetycznej dziatajacej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinowskiego w Poznaniu na wykorzystanie tkanek do

badan. Tkanki byty zamrazane bezposrednio po ich resekcji.

Jako zdrowa kontrole do eksperymentéw mikromacierzowych wykorzystano dostepne
komercyjnie catkowite RNA ze zdrowych mozgéw (FirstChoice® Human Brain
Reference RNA, Ambion). Zgodnie z informacja dostawcy material pozyskano z tkanek

pochodzacych z r6znych rejondw mézgu od wielu zdrowych dawcow.

Dodatkowo wykorzystano profil miRNA zdrowego mézgu uzyskany z wykorzystaniem
mikromacierzy, opublikowany w 2011 roku przez Hu oraz wspotpracownikow [199],
zdeponowany w bazie GEO (ang. the Gene Expression Omnibus database) pod
numerem dostepu GSE26545. Wyniki wilasne poréwnywano z profilami miRNA
otrzymanymi z uzyciem mikromacierzy na platformie Agilent Technologies (Human
miRNA Microarray 3.0) tkanek pochodzacych z zakretu czotowego gornego (ang.
superior frontal gyrus) zdrowych dawcow (GSM652746, GSM652747, GSM652748).
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6.8.2. Analiza miRNA z uzyciem mikromacierzy

Znakowanie miRNA oraz eksperyment mikromacierzowy zostal wykonany w Szkole
Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie zgodnie z procedurg rekomendowang
przez producenta mikromacierzy (Agilent Technologies). 100 ng RNA kazdej z prob
zostato poddane hybrydyzacji z ptytka mikromacierzowa (Agilent Human microRNA
Microarray 14.0, 8x15K, G4471A, Agilent Technologies). Pojedyncze szkietko
zawieratlo 866 ludzkich oraz 89 wirusowych miRNA zdeponowanych w Sanger
miRbase v14.0. Do analizy oraz wizualizacji wynikdw wykorzystano oprogramowanie
GeneSpring GX (Agilent Technologies). Otrzymane dane pochodzace z 20 prob guzoéw
moézgu oraz tkanek obrzezy guza analizowano tacznie z danymi zdeponowanych w
bazie GEO (GEO GSM652746, GSM652747, GSM652748) pochodzacymi z
eksperymentow  mikromacierzowych  uzyskanymi z  wykorzystaniem RNA
pochodzacego ze zdrowych mozgoéw. Kazdemu punktowi przyporzadkowano liczbe
okreslajaca nat¢zenie fluorescencji. Uzyskane w ten sposob dane liczbowe poddawane
zostaly normalizacji lokalnej (w obrgbie pojedynczej ptytki), nastepnie globalnej (w
obrgbie wszystkich mikromacierzy sktadajacych si¢ na eksperyment). Sprawdzono
jako$¢ mikromacierzy aby wykluczy¢ ewentualne defekty techniczne. Najpierw
odrzucono miRNA niedajace sygnalu w co najmniej 60 % badanych prob, nastepnie
miRNA nie dajace sygnatu w 50 % prob pomniejszonego zbioru elementow. Wstepna
normalizacja pozwolita zredukowac liczb¢ miRNA do 303. Na zredukowanym zestawie
miRNA przeprowadzono analiz¢ rdéznicowag ekspresji z wykorzystaniem pakietu
R/Bioconductor limma [200], zastosowano korekcje Benjamini-Hochberg (FDR). Za
punkt odcigcia (ang. p-value) przyjeto warto$¢ 0.05. Oznacza to, ze istnieje mniej niz 5

% szans, ze obserwowany wynik moze by¢ przypadkowy.

Analiz¢ funkcjonalng wykonano z uzyciem IPA (ang. Ingenuity Pathway Analysis,

http://www.ingenuity.com). Jej celem bylo porownanie wynikow wiasnych z wynikami

wczesniejszych eksperymentow profilowania miRNA w guzach glejowych mozgu oraz
przygotowanie interpretacji biologicznej uzyskanego profilu ekspresji miRNA w
guzach mézgu poprzez skorelowanie poziomu poszczegdlnych miRNA z ich targetami

oraz patologicznymi zmianami typowymi dla tego typu nowotworow.
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6.9. Synteza RNA

RNA (miRNA, pre-miRNA oraz rybozymy) zostaly zsyntetyzowane zgodnie ze
standardowa procedurg syntezy oligonukleotydow RNA przez firm¢ IBA oraz
FutureSyntesis. Pre-miRNA otrzymano dodatkowo w reakcji odwrotnej transkrypcji, w
ktorej jako matryce uzyto zliniowany z uzyciem enzymu HindIIl wektor pT7T3-18U
zawierajacy sekwencje pre-miRNA. Wektory przygotowano przez klonowanie dsDNA
poszczegdlnych pre-mRNA, przygotowanych przez kinazowanie a nastepnie
hybrydyzacje oligodeoksyrybonukleotydow, do zliniowanego z uzyciem HindIIIl oraz
EcoRI wektora pT7T3-18U. Schemat otrzymania pre-miRNA przedstawia Rysunek 6.1.

DNA

hybrydyzacja
klonowanie

Hindlll

EcoRlI
promotor T7

1 Hindlll

l transkrypcja

pre-miRNA

Rysunek 6.1

Schemat otrzymania pre-miRNA.

6.10. Znakowanie RNA oraz DNA
6.10.1. Znakowanie przy koncu 5’

Radioizotopowe znakowanie polegato na fosforylacji grupy hydroksylowej przy koncu
5’ kwasow nukleinowych [196]. Mieszaning reakcyjng (Tabela 6.6) inkubowano 45 min
w temperaturze 37 °C. Po zakonczeniu reakcji, znakowany RNA/DNA rozdzielano w
10 % zelu poliakrylamidowym, a nastgpnie identyfikowano przy pomocy

autoradiografii. Radioaktywne pasma zelu wycinano a kwasy nukleinowe wymywano z
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zelu woda lub buforem do elucji, w 4 °C przez 16 h. Po elucji RNA/DNA stracano 2.5
objetosciami 96 % etanolu i 1/10 obj¢tosci octanu sodu, pH 5.2 (dla RNA) lub pH 4.8
(dla DNA) [201]. Alternatywnie RNA/DNA po znakowaniu oczyszczano na kolumnie
wypetnionej ztozem Sephadex G50. Jako$¢ otrzymanego w ten sposéb RNA/DNA
oceniano na 10 % PAA. Ilo$¢ radioaktywnego RNA/DNA mierzono przy
wykorzystaniu licznika scyntylacyjnego MicroBeta (Perkin Elmer) i wyrazano w ilosci

rozpadow promieniotwérczych na minute (ang. counts per minute, cpm).

Tabela 6.6

Sktad buforu do znakowania kwaséw nukleinowych przy koncu 5°.

Skladnik Ilos¢

RNA/DNA 1 ng

Kinaza polinukleotydowa faga T4 |3 u

Bufor do kinazy 10x 1l
[y-2P] ATP (3000 Ci/mmol) 50 uCi
H.0 do 10 pl

6.10.2. Znakowanie przy koncu 3’

Znakowanie kwasow nukleinowych przy koncu 3’ przeprowadzono dwuetapowo.
Najpierw otrzymano znakowany izotopem [*P] w pozycji 5° 5°,3°-difosforan cytydyny
([5°-**P]pCp). Mieszaning reakcyjna (Tabela 6.7) inkubowano 45 min w temperaturze
37 °C. Nastgpnie inaktywowano enzym przez ogrzanie prob przez 5 min w
temperaturze 65 °C. W drugim etapie przeprowadzono znakowanie RNA/DNA z
wykorzystaniem ligazy RNA faga T4. Mieszaning reakcyjng (Tabela 6.8) inkubowano

16 h w temperaturze 4 °C.

Tabela 6.7

Sktad buforu do znakowania kwasow nukleinowych przy koncu 3’ — otrzymanie [5°-*?P]pCp.

Skladnik Hosé
Cp 100 pmoli
Kinaza polinukleotydowa T4 2u
Bufor do kinazy 10x 0.6 pl

[y-2P] ATP (3 000 Ci/mmol) | 30 uCi

H.O do 6 pl
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Tabela 6.8
Sktad buforu do znakowania kwasow nukleinowych przy koncu 3° — ligacja [5’-*?P]pCp i RNA/DNA.

Skladnik Iosé

RNA | pg
[5°-*P]pCp (z etapu 1) 6 ul
ATP 25 uM

ligaza RNA/DNA faga T4 2U

Bufor do ligazy 10x 1 ul

H,0 do 10 pl

Po zakonczeniu reakcji, kwasy nukleinowe rozdzielano w 10 % zelu PAA, a nastepnie
eluowano, stragcano 1 analizowano zgodnie z procedurami opisanymi powyzej.
Alternatywnie RNA/DNA po znakowaniu oczyszczano na kolumnie wypeltnionej

ztozem Sephadex G-50.

6.11. Analiza struktury miRNA oraz ich prekursoréw
6.11.1. Mapowanie enzymatyczne struktury RNA
6.11.1.1. Ograniczona hydroliza RNA z uzyciem specyficznych rybonukleaz

RNA znakowany przy koncu 3’ oraz 5’ (30 000 cpm) poddawano kontrolowanej
hydrolizie z udziatlem specyficznych nukleaz: RNazy T1, RNazy V1 oraz nukleazy S1
w obecnos$ci nieznakowanego RNA (Tabela 6.9). W Tabeli 6.10 przedstawiono wykaz
enzymoOw stosowanych w poszczegolnych reakcjach, zrodta ich pochodzenia,
specyficzno$¢ dzialania oraz warunki reakcji. Reakcje zatrzymywano przez dodanie 10
ul buforu obcigzajacego 1x do elektroforezy kwaséw nukleinowych w zelach PAA.
Produkty hydrolizy rozdzielano w 20 % zelu poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem.
Jako kontrole wykorzystywano RNA w wodzie oraz w buforach bez enzymu, a takze

RNA poddany hydrolizie alkalicznej.
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Tabela 6.9
Sktad mieszanin reakcyjnych do hydrolizy enzymatycznej RNA.

Skladnik Hydroliza z uzyciem RNazy T1 Hydroliza z Hydroliza z
warunki warunki natywne |warunki natywne R"Nzyc'e$1 uslyc'emﬂ
denaturujace (D) |(N1) (N2) azy nukieazy

[**P] RNA |30 000 cpm 30 000 cpm 30 000 cpm 30 000 cpm 30 000 cpm

RNA 10 nM 10 nM 10 nM 10 nM 10nM

Enzym RNaza T1 RNaza T1 RNaza T1 RNaza V1 Nukleaza S1
0.025 u/pl 0.01 uw/pl 0.01 u/ul 0.03125 u/ul 0.0011875 u/ul

0.025 uw/pl 0.025 u/pl 0.0625 u/pl 0.002375 uw/pul
0.05 u/pl 0.05 u/ul 0.125 u/pl 0.00475 w/pl
0.2 u/ul 0.0095 w/pl
Bufor Bufor T1 (D)* Bufor T1 (N1)* |Bufor T1 (N2)* |Bufor V1* Bufor S1*

*sktad buforow:
Bufor T1 (D): 20 mM CH3;COONa pH 5.0, 7 M mocznik, 1 mM EDTA
Bufor T1 (N1): 100 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM EDTA

Bufor T1 (N2): 20 mM CH3COONa pH 6.2, 1 mM MgCl,

Bufor V1: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,
Bufor S1: 50 mM CH3;COONa pH 4.5, 28 mM NaCl, 4.5 mM ZnSO,

Tabela 6.10

Wykaz enzymow stosowanych w reakcjach hydrolizy enzymatycznej RNA.

Enzym Pochodzenie Specyficznos¢ Warunki reakcji
RNaza T1 Aspergillus oryzae Gp | N 55 °C, 20 min, bufor T1(D)*
25 °C, 15 min, bufor TI(N1)*
20 °C, 15 min, bufor TI(N2)*
RNaza V1 | Aspergillus oryzae N | pN w odcinkach |37 °C, 30 min, bufor V1*
jednoniciowych
Nukleaza S1 |Jad kobry Naja naja oziana [N | pN w odcinkach |25 °C, 15 min, bufor S1*

dwuniciowych

*sktad buforow jak w Tabeli 6.9.

6.11.1.2. Hydroliza RNA z uzyciem RNazy H1 w obecnos$ci

oligodeosyrybonukleotydow

RNA (10 nM) oraz 30 000 cpm [**P]RNA znakowanego przy koncu 5° inkubowano z

1.25-, 2.5-, 5- i 10- krotnym nadmiarem odpowiednich oligodeoksyrybonukleotydow

komplementarnych do roéznych rejonéw miRNA oraz ich prekursorow. Sekwencje

oligodeoksyrybonukleotydéw przedstawiono w Tabeli 1.6. Reakcj¢ prowadzono w
buforze: 20 mM Tris-HCI pH 7.8, 40 mM KCI, 8 mM MgCl,, 1 mM DTT, w obecnosci

0.4 u RNazy H1 E. coli, w obje¢tosci 10 ul, w 37 °C, przez 10 min. W celu zahamowania
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reakcji dodawano 2 pl 0.5 M EDTA, a nastgpnie proby denaturowano w 65 °C przez 3
min i umieszczano na lodzie [202]. Produkty hydrolizy rozdzielano w 20 % zelu
poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem. Jako kontrole wykorzystywano RNA w wodzie
oraz buforze, a takze RNA poddany hydrolizie alkalicznej i enzymatycznej przy uzyciu

rybonukleazy T1.
6.11.2. Mapowanie chemiczne struktury RNA
6.11.2.1. Hydroliza alkaliczna RNA

RNA znakowany przy koncu 3’ lub 5 (60 000 cpm) w obecnosci 10 nM
nieznakowanego RNA poddawano hydrolizie w warunkach alkalicznych. Reakcja
przebiegata w temperaturze 95 °C przez 2 minuty w 50 mM NaOH oraz 10 mM EDTA.
Reakcje¢ zatrzymywano przez dodanie 10 pl buforu obcigzajacego 1x do elektroforezy
kwasow nukleinowych w Zelach PAA. Produkty hydrolizy rozdzielano w 20 % zelu

poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem. Jako kontrole wykorzystano RNA w wodzie.
6.11.2.2. Hydroliza RNA indukowana jonami otowiu

RNA znakowany przy koncu 3 Iub 5° (30 000 cpm) poddawano hydrolizie
indukowanej jonami otowiu. Reakcja przebiegata w temperaturze 25 °C przez 15 min w
obecnosci 10 nM nieznakowanego RNA w 50 mM Tris-HCl pH 7.5 z réznym
stezeniem olowiu: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0, 1.1 mM. Reakcje
zatrzymywano przez dodanie 10 pl buforu obcigzajacego 1x do elektroforezy kwasow
nukleinowych w zZelach PAA. Produkty hydrolizy rozdzielano w 20 % zelu
poliakrylamidowym z 7 M mocznikiem. Jako kontrole wykorzystywano RNA w wodzie
oraz RNA w 50 mM Tris-HCI pH 7.5, a takze RNA poddany hydrolizie alkalicznej jak i

enzymatycznej z uzyciem rybonukleazy T1.
6.11.3. Analiza struktury RNA z wykorzystaniem metod spektroskopowych

6.11.3.1.Wyznaczanie krzywych topnienia RNA z zastosowaniem spektroskopii
UV/Vis

Pomiary trwatosci termodynamicznej czgsteczek RNA prowadzono w $wietle UV przy
dhlugosci  fali 260 nm. RNA przygotowano w 150 mM NaCl, 10 mM
Na;HPO4/NaH;PO,4, 0.1 mM NaEDTA, pH 6.6. Zakres temperatur zawieral si¢ w
granicach od 5 °C do 85 °C, a szybko$¢ zmian temperatury wynosita 0.5 °C/min.

Pomiar absorbancji nastgpowat co pot minuty z uzyciem spektropolarymetru Jasco V-
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650. Krzywe topnienia oraz parametry termodynamiczne (entalpi¢, entropi¢ oraz

energi¢ swobodng) analizowano z uzyciem oprogramowania MeltWin 3.5.
6.11.3.2. Widma dichroizmu kolowego

Widma dichroizmu kotowego (CD) zostaty wykonane na spektropolarymetrze Jasco J-
815. Widma wykonano w trzech powtdrzeniach. Do pomiaru (zakres fal o dtugosci 200-
350 nm, pomiar co 0.5 nm, 4 zliczenia) stosowano probki RNA, ktérych absorbacja
wynosita pomiedzy 0.3-1.0. Proby byty topione oraz mierzone w 150 mM NaCl, 10 mM
Na;HPO4/NaH,PO,, 0.1 mM Na,EDTA, pH 6.6.

Widma CD zostaly znormalizowane zgodnie ze wzorem:
Ae = 0/(32.980 CLN)
A=¢CL

Ae = 0¢/(32.980AN)

Ag — molowa réznica absorpcji [cm® mmol™]
0 — pierwotna amplituda CD [mdeg]

C — stezenie probki [mol/1]

L - grubos¢ kuwety [cm]

N - liczba nukleotydow w RNA

Krzywe zaleznosci temperatury topnienia mierzono przy dlugosci fali 260 nm, przy
szybkosci ogrzewania 0.5 ° C/min od 10 do 75 °C z uzyciem spektropolarymetru Jasco

V-650. Widma analizowano za pomoca oprogramowania Origin 8.
6.11.3.3. Analiza RNA z uzyciem metod spektroskopii NMR

Widma NMR przedstawione w pracy zostaly wykonane na spektrometrze Bruker
AVANCE III 700 wyposazonym w QCI CryoProbe. Widma byly procesowane za
pomocg programu TOPSPIN 3.1 (Bruker Biospin) oraz analizowane z uzyciem takich
programow jak Cara, czy Felix. Pomiarow dokonywano w 3 mm kuwetach, w objetosci

proby 220 ul. RNA (0.026 — 0.75 mM) przygotowano w 150 mM NaCl, 10 mM
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Na;HPO4/NaH;PQ4, 0.1 mM EDTA. Przed analizag RNA denaturowano w 90 °C przez 5

min, a nast¢pnie powoli schtadzano do 4 °C.
Widma 1H NMR

Zalezno$¢ jednowymiarowych widm 1H NMR w H,O/D,0 (9:1, v/v) od temperatury
badano w roznych zakresach temperatur w zalezno$ci od probki. Najszerszy zakres

obejmowat temperatury od 2 °C do 45 °C.
Widma 2D NMR

Dwuwymiarowe widma 2D NOESY w H,0/D,0 (9:1, v/v) wykonano w temperaturze
15 °C z czasem mieszania (ang. mixing time) 150 ms z zastosowaniem sekwencji
impulsow WATERGATE do tlumienia sygnalu wody. Widma 2D 1H-15N HSQC
wykonano w temperaturze 7 °C oraz 15 °C z czasem mieszania 150 ms. Widma byty

analizowane z uzyciem oprogramowanie TopSpin 3.0 Bruker Software.
6.11.4. Przewidywanie struktury drugorzedowej oraz trzeciorzedowej RNA

Analize struktury II-rzegdowej miRNA oraz ich prekursoréw przeprowadzono z uzyciem

narzedzia RNAMetaServer (http://iimcb.genesilico.pl/rnametaserver), dajacego dostep

do 30 programéw do przewidywania struktury RNA. Energi¢ zwijania spinek miRNA
w 37 °C oraz 1 M NaCl wyznaczono Kkorzystajac z Mfold v.3.5
(http://mfold.bioinfo.rpi.edu). Struktury Ill-rzedowe miRNA oraz ich prekursorow

wymodelowano z uzyciem RNAComposer (http://rnacomposer.cs.put.poznan.pl) [194],

zwizualizowano z Jmol v.12.2.15 (http://www.jmol.orq).

6.11.5. Przygotowanie biblioteki sekwencji miRNA

Sekwencje miRNA pobrano z bazy miRBASE v.19 (17.10.2012), a nastgpnie sposrod
nich wyselekcjonowano te, ktore sg unikalne. Usunigto te, ktore figuruja w bazie pod
roznymi nazwami, ale maja identyczne sekwencje. W efekcie uzyskano biblioteke

sktadajacg si¢ z 2042 sekwencji ludzkich miRNA.

6.11.6. Wyznaczanie réwnowagi spinki do wloséw i duplekséw poszczegolnych

miRNA

Struktury o najnizszej energii, struktury suboptymalne, energie potencjalnych homo- i
heteroduplexow RNA oraz stezenia miRNA przy ktérych spinki do wlosow oraz
dupleksy miR-21, miR-93 oraz miR-296 wystepuja w rownowadze wyznaczono z
uzyciem RNAcofold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAcofold.cgi) [203, 204].
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Udziat spinek do wloséw i1 dupleksow miRNA w calkowitej puli miRNA przy
okreslonych stg¢zeniach miRNA wyznaczono z krzywych zalezno$ci dimeryzacji

miRNA od ich stezenia otrzymanych z wykorzystaniem RNAcofold.
6.11.7. Okreslenie trwalo$ci miRNA w lizatach z GBM

miR-21, miR-93 oraz miR-296 inkubowano w lizacie otrzymanym z GBM o stezeniu
biatek 0.01 mg/ml, w 37 °C, przez 15, 30, 60, 120 oraz 180 min, w przypadku miR-296
dodatkowo przez 8, 15, 24 and 40 h. Reakcje zatrzymywano przez umieszczenie prob w
lodzie i dodanie buforu obcigzajacego 1x do elektroforezy kwasow nukleinowych w
zelach PAA w stosunku 1:1. Produkty reakcji rozdzielano elektroforetycznie w 20 %
denaturujacym zelu PAA w buforze 1x TBE w temperaturze pokojowej. Okresy
pottrwania poszczegdlnych miRNA w lizacie z GBM obliczono z uzyciem GraphPad

Prism.
6.11.8. Analiza komplekséw miRNA-biatko

Analizowano zdolno$¢ miRNA (miR-21, miR-93, miR-296, miR-10b, miR-15b) oraz
pre-miR-21 do tworzenia komplekséw z biatkami lizatow otrzymanych z GBM oraz z
komorek T98G. Reakcje prowadzono w obecnosci inhibitora RNaz, wg schematu

przedstawionego w Tabeli 6.11, w buforach wskazanych w Tabeli 6.12.

Tabela 6.11

Sktad mieszaniny reakcyjnej podczas badania komplekséw miRNA -biatko.

Skltadnik Hos¢

[**P] miRNA/pre-miRNA | 10 000 cpm

miRNA/pre-miRNA 10 nM

tRNA 1ug

Bufor do wigzania Zgodnie z Tabela 6.12
Tabela 6.12

Wykaz oraz sktad buforow stosowanych podczas badania komplekséw miRNA-biatko.

Bufor Sklad

A 50 mM Hepes pH 7.0, 750 mM NaCl, 50 mM DTT, 50 mM EDTA, 5 % Triton X-
100
B 500 mM Tris pH 7.5, 250 mM NaCl, 250 mM KClI, 25 mM MgCl,

T1(N1) | 100 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM EDTA

T1(N2) | 20 mM CH;COONa pH 6.2, 1 mM MgCl,

V1 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,
s1 50 mM CH,COONa pH 4.5, 28 mM NaCl, 4.5 mM ZnSO,
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Inkubacj¢ prowadzono w objetosci 10 ul przez 40 min w 4 °C lub alternatywnie w
temperaturze pokojowej. Wyniki analizowano w 10 % natywnym zelu PAA. Zele

poddawano autoradiografii.

6.12. Analiza aktywnosci katalitycznych kwaséw nukleinowych

6.12.1. Projektowanie rybozyméw typu hammerhead oraz DNAzZyméw anty-
MiRNA

W obrebie sekwencji miRNA oraz pre-miRNA wytypowano potencjalne miejsca
hydrolizy z uzyciem rybozyméw typu hammerhead (AUC, GUC, GUA) oraz
DNAzymoéow ‘8-17° (AG) i ’10-23” (GU). Nastepnie zaprojektowano po trzy rybozymy
typu hammerhead odpowiednio dla pre-miR-21 (miR21rz1, miR21rz2, miR21rz3), pre-
miR-10b (miR10brz1, miR10brz2, miR10brz3) oraz pre-miR-15b (miR15brz1,
miR15brz2, miR15brz3). Rybozymy miR21rz1, miR10brz1 oraz miR15brz1
zaprojektowano w ten sposob aby rozpoznawaly roéwniez dojrzate miRNA,
odpowiednio miR-21, miR-10b oraz miR-15b. Zaprojektowano roéwniez dodatkowy
wariant rybozymu miR21rz1 mianowicie miR21rz1 TLR. Przy koncu 5’ rybozymu
dotaczono fragment RNA zawierajacy motyw receptora dla czteronukleotydowej petli
GAAA, ktora jest czescig ‘standardowego’ minimalnego rybozymu i stanowi wysoce
specyficzny element trzeciorzedowej struktury rybozymu. Dodatkowo zaprojektowano
rybozymy miR21rzl mut, miR10brzl mut posiadajace mutacje punktowe w obrebie
rdzenia katalitycznego znoszace aktywno$¢ rybozyméw odpowiednio miR21rz1 oraz

miR10brz1.

Dla pre-miR-21, pre-miR-10b oraz pre-miR-15b zaprojektowano rowniez DNAzymy
‘8-17" oraz ‘10-23°. Cze¢$¢ z nich (miR21dz1l, miR21dz2, miR10bdz1l, miR10bdz2,
miR15bdz5, miR15bdz6) rozpoznaje zaréwno pre-miRNA jak i ich formy dojrzate.

34 nt sekwencja rybozymow obejmuje 22 nt rdzen katalityczny o sekwencji 5°-
CUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAA-3* oraz zlokalizowane po obu stronach
sze$cionukleotydowe ramiona o sekwencjach komplementarnych do rejonu w obrebie
dojrzatych miR-21, miR-10b, miR-15b i/lub ich prekursoréw. 28 nt sekwencja
DNAzymow ‘8-17° obejmuje 14 nt rdzeh Kkatalityczny o sekwencji 5°-
TCCGAGCCGGACGA-3’, 29 nt sekwencja DNAzymoéw *10-23” obejmuje 15 nt rdzen
katalityczny o sekwencji 5’- GGCTAGCTACAACGA-3’. W obu grupach DNAzymow,
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rdzen Kkatalityczny graniczy z siedmionukleotydowymi ramionami o sekwencjach
komplementarnych do rejonu w obrebie miRNA i/lub ich prekursorow. Zaprojektowano
rowniez DNAzymy o wydtuzonych ramionach (miR15bdz5+, miR15bdz6+). Sekwencje
rybozyméw i DNAzymow oraz ich specyficzno$¢ przedstawiono odpowiednio w

Tabelach 1.41 1.5.
6.12.2. Analiza aktywnoSci rybozyméw oraz DNAzyméw in vitro

Aktywnos¢ katalityczna rybozymow typu hammerhead oraz DNAzyméw “8-17” i ’10-
23> badana byta w roznych warunkach reakcji w obecnosci radioizotopowo
znakowanego substratu miRNA lub pre-miRNA. Reakcj¢ prowadzono w 50 mM
buforze Tris-HCI pH 7.5. Pozostate sktadniki i czasy reakcji dobierano w zaleznosci od
badanych czynnikow fizyko-chemicznych. Mieszaniny reakcyjne zawierajace substrat
oraz odpowiedni rybozym lub DNAzym poddawano 2 minutowej denaturacji w 85 °C a
nastepnie schtadzano do temperatury 37 °C w termomikserze z predkoscig 2 °C/min lub
w lazni wodnej z predkoscig 0.5 °C/min. Reakcje hydrolizy indukowano poprzez
dodanie MgCl, w ilosci zapewniajacej odpowiednie stg¢zenie koncowe. Hydrolize
zatrzymywano przez umieszczenie prob w lodzie i dodanie buforu obcigzajacego 1x do
elektroforezy kwasow nukleinowych w zelach PAA w stosunku 1:1. Produkty reakcji
rozdzielano elektroforetycznie w 20 % denaturujacym zelu PAA w buforze 1x TBE w

temperaturze pokojowe;j.
6.12.2.1. Wplyw stezenia joné6w magnezu na aktywnos$¢ rybozymoéw i DNAzymow

Wplyw stezenia MgCl, na aktywnos$¢ hydrolityczng rybozymow oraz DNAzymow
badano w mieszaninie reakcyjnej o objetosci 10 pl zawierajacej 10 nM miRNA lub pre-
miRNA, 30 000 cpm odpowiedniego znakowanego przy koncu 5° substratu oraz 100
nM rybozymu lub DNAzymu, w 37 °C przez 30 min lub 16 h, odpowiednio w
przypadku miRNA i pre-miRNA. Reakcje¢ indukowano przez dodanie MgCl, w ilosci
zapewniajgcej stezenie koncowe 0, 0.5, 1, 5, 10 oraz 25 mM. Pozostate warunki reakcji

oraz rozdziatu prob po reakcji byty zgodne z opisem podanym powyze;.

6.12.2.2. Wplyw stezenia katalitycznych kwasow nukleinowych na reakcje
hydrolizy miRNA i pre-miRNA

W reakcjach uzyto state 10 nM stezenie miRNA lub pre-miRNA w obecnosci 30 000
cpm odpowiedniego znakowanego przy koncu 5’ substratu oraz rosngce stezenia

rybozyméw i DNAzymow: 31.25, 62.5, 125, 250, 500 nM. Reakcje prowadzono przez
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30 min lub 16 h, odpowiednio w przypadku miRNA i pre-miRNA, w temperaturze 37
°C w obecnosci 10 mM chlorku magnezu. Objetos¢ koncowa mieszaniny reakcyjnej

wynosita 10 ul. Pozostate etapy przeprowadzono zgodnie z opisem podanym powyzej

6.12.2.3. Wplyw warunkow denaturacji i renaturacji na wydajnos¢ hydrolizy RNA

przez rybozymy oraz DNAzymy

Reakcje prowadzono w stalym stezeniu rybozymu miR21rz1/DNAzymu miR21dz3
(250 nM), pre-miR21 (10 nM) w obecnosci 30 000 cpm [*?P]pre-miR-21, stalym
stezeniu Mg®* (10 mM), 50 mM Tris-HCI pH 7.5, w 10 ul, w 37 °C przez 15 h.
Analizowano wptyw réznych warunkow denaturacji, renaturacji oraz momentu
zainicjowania reakcji przez dodanie jondw magnezu na wydajnos¢ hydrolizy pre-miR-

21 przez kwasy nukleinowe. Zastosowane nastgpujace warianty reakcji:

1 — pre-miR-21 i rybozym/DNAzym denaturowano (85 °C, 3 min) oddzielnie,

potaczono po schtodzeniu do 37 °C, nastepnie suplementowano MgCly;

2 - pre-miR-21 i rybozym/DNAzym denaturowano (85 °C, 3 min) tacznie, schtodzono
do 37 °C, nastepnie suplementowano MgCly;

3 - pre-miR-21 i rybozym/DNAzym denaturowano (85 °C, 3 min) oddzielnie w

obecnosci Mg?*, po schtodzeniu do 37 °C proby potaczono i inkubowano dalej w 37 °C;

4 - pre-miR-21 oraz rybozym/DNAzym denaturowano (85 °C, 3 min) lacznie w

obecnosci MgCly, nastepnie schtodzono do 37 °C;

5 i 6 — proby niedenaturowane, suplementowane (5) badz niesuplementowane (6)
MgCly;
7 - pre-miR-21 oraz rybozym/DNAzym denaturowane (85 °C, 3 min) lgcznie,

niesuplementowane MgCly;

8 - pre-miR-21 (bez dodatku rybozym/DNAzymu) denaturowany (85 °C, 3 min), po
schtodzeniu do 37 °C suplementowany MgClo.

Hydroliz¢ zatrzymywano przez umieszczenie prob w lodzie 1 dodanie buforu
obcigzajacego 1x do elektroforezy kwasow nukleinowych w zelach PAA w stosunku
1:1. Produkty reakcji rozdzielano elektroforetycznie w 20 % denaturujagcym zelu PAA

w buforze 1x TBE w temperaturze pokojowe;.
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6.12.2.4. Wplyw stloczenia czasteczkowego oraz obecno$¢ jonéw

jednowarto$ciowych na wydajno$é hydrolizy pre-miR-21 przez rybozymy

W celu oceny przebiegu reakcji w obecnosci jonow jednowartosciowych lub czynnikow
imitujgcych stloczenie wewnagtrzkomorkowe (ang. molecular crowding), reakcje
prowadzono w stalym stezeniu pre-miR-21 (10 nM), w obecnosci 30 000 cpm [**P]pre-
miR-21 RNA, statym stg¢zeniu rybozymu miR21rz3 (250 nM), w 50 mM Tris-HCI, pH
7.5., w obecnosci 16 % PEG 200, 16 % PEG 400, 16 % PEG 3350, 16 % PEG 4000, 40
mM spermina, 40 mM spermidyny lub 5 % MPD. Mieszaniny reakcyjne poddawano 3
minutowej denaturacji w 85 °C a nastgpnie schtadzano do temperatury 37 °C w
termomikserze z predkoscia 2 °C/min. Reakcje indukowano przez suplementacje
mieszaniny reakcyjnej MgCl, do stezenia 10 mM, zamiennie 10 mM NaCl, 10 mM
NH4Cl, 10 mM LiCl. Reakcje prowadzono przez 16 h, w temperaturze 37 °C.
Stosowano réwniez zamiennie zamiast buforu Tris-HCI 20 mM kakodylan sodu, pH
5.5, a takze dodatek 10 mM heksaaminy kobaltu. Reakcje bez jonéw Mg?* oraz bez
rybozymu traktowano jako reakcje kontrolne. Reakcje zatrzymywano przez
umieszczenie prob w lodzie i dodanie buforu obcigzajacego 1x do elektroforezy
kwasow nukleinowych w zelach PAA w stosunku 1:1. Produkty reakcji rozdzielano
elektroforetycznie w 20 % denaturujagcym zelu PAA w buforze 1x TBE w temperaturze

pokojowe;j.

6.12.3. Analiza aktywnoSci rybozymoéw w Srodowisku komorkowym z

wykorzystaniem ukladu reporterowego opartego na biatkku EGFP

Do okreslenia wydajno$ci hydrolizy pre-miR-21 z uzyciem zaprojektowanych
rybozymow, w liniach komorkowych, wykorzystano system reporterowy oparty na
biatku zielonej fluorescencji (GFP). Do wektora pEGFP-N3 (BD Biosciences
Clontech), pod promotorem cytomegalowirusa (CMV), w ramce odczytu dla biatka
EGFP wklonowano sekwencj¢ kodujaca pre-miR-21. Hodowlg linii komoérkowej HeLa
lub T98G prowadzono na szalkach 24 dotkowych, w pozywce odpowiednio RPMI-1640
(Sigma) lub EMEM (ATCC) suplementowanej 10 % FBS (Gibko), 1 % mieszaning
witamin i 1 % mieszaning antybiotykow (Sigma), w 37 °C, w 5 % CO,. Po osiagnigciu
70 % konfluencji lini¢ transfekowano plazmidem pEGFP-N3 zawierajagcym sekwencje
pre-miR-21 (0.8 pg/dotek) oraz katalitycznymi kwasami nukleinowymi, w ilosciach
pozwalajacych na osiagniecie nastgpujacych stezen koncowych w pozywce: 31.25,

62.5, 125, 250 nM. Kwasy nukleinowe wprowadzane byly do komorek z
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wykorzystaniem Lipofektaminy 2000 (Invitrogen), zgodnie z protokotem producenta.
Przed transfekcja komorki przemywano buforem PBS oraz dostarczono S$wiezej
niesuplementowanej pozywki. Wydajnos¢ hydrolizy transkryptow zawierajacych
sekwencj¢ pre-miR21 oraz mRNA biatka EGFP z uzyciem katalitycznych kwasow
nukleinowych oceniono 24 h od transfekcji na podstawie obserwacji linii komorkowej z
uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego Leica, pomiaru fluorescencji biatka EGFP z
uzyciem Multi-mode Microplate Reader BioTek Synergy2 oraz poziomu biatka EGFP
na podstawie analizy Western blot. Hydroliza mRNA w obr¢bie sekwencji pre-miR-21
uniemozliwia syntez¢ biatka EGFP. W efekcie obserwujemy obnizony poziom tego
biatka oraz spadek fluorescencji w komoérkach traktowanych rybozymem w stosunku do
kontroli bez rybozymu. Komorki transfekowane jedynie plazmidem, a takze traktowane
rownocze$nie plazmidem oraz plazmidem 1 rybozymem niewykazujacym

komplementarnosci do pre-miR-21 (TARrz) traktowano jako kontrole.

6.12.4. Wpltyw rybozyméw oraz DNAzymow na endogenng pul¢ miRNA oraz pre-

miRNA w liniach komérkowych

Hodowlg linii komorkowej T98G prowadzono na szalkach 24 dotkowych w pozywce
EMEM (ATCC) suplementowanej 10 % FBS (Gibko), 1 % witaminami i 1 %
antybiotykami (ATCC), w 37 °C, w 5 % COa. Po osiagnigciu 70 % konfluencji komorki
transfekowano z uzyciem rybozymow i DNAzymow w ilosci zapewniajacej 100 nM
stezenie koncowe (w 200 pl pozywki). Kwasy nukleinowe wprowadzane byly do
komorek z wykorzystaniem Lipofectaminy 2000 (Invitrogen), zgodnie z protokotem
producenta. Przed transfekcja komorki przemywano buforem PBS oraz dostarczono
$wiezej niesuplementowanej pozywki EMEM. Po 24 h od transfekcji izolowano RNA z
uzyciem TRI Reagent® (Molecular Research Center). Proby traktowano DNA-free™
Kit (Applied Biosystems) w celu usunigcia DNA oraz jondw dwuwartosciowych.
Stezenie oraz czysto$¢ otrzymanego RNA oceniono przy pomocy NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific), jakos¢ w 10 % zelu poliakrylamidowym z 7 M
mocznikiem. Przeprowadzono poliadenylacje miRNA oraz odwrotng transkrypcje z
wykorzystaniem mIiRNA 1st-Strand cDNA Synthesis Kit (Stratagene). Pomiar
ilo§ciowy miR-21, miR-10b, miR-15b, ich prekursorow oraz R18S RNA jako referencji
wykonano z uzyciem techniki Real-time PCR. Poréwnujac poziom miRNA oraz pre-

miRNA wzgledem R18S RNA w probach traktowanych rybozymami i DNAzymami i
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probach kontrolnych oceniono wplyw badanych katalitycznych kwaséw nukleinowych

na poziom endogennej puli miRNA oraz ich prekursoréw w komorkach T98G.

6.13. Trwalo$¢ rybozyméw oraz DNAzymow anty-miRNA w ekstrakcie z tkanki

nowotworowej, plynie mézgowo-rdzeniowym oraz surowicy krwi

Ekstrakt z tkanki nowotworowej sporzadzono z fragmentu glejaka wielopostaciowego
izolowanego $rddoperacyjnie i mrozonego w -80 °C (Klinika Neurochirurgii i
Neurotraumatologii UM w Poznaniu). Tkanke po rozmrozeniu sonikowano w 10 mM
Tris-HCI pH 7,5 (5 x 15 s, amplituda 80 %), odwirowano (10 min, 12 000 rpm, 4 °C), a
nastepnie mierzono zawarto$¢ calkowitego biatka we frakcji rozpuszczalnej tj. w

supernatancie z uzyciem spektrofotometru Nanodrop.

Rybozymy oraz DNAzymy anty-miR-21 znakowano przy koncu 5° przy uzyciu [y-
2PJATP oraz PNK. Wyznakowany material oczyszczono z wykorzystaniem
kolumienek NucAway Spin Columns (Ambion). RNA oraz DNA inkubowano w
ekstrakcie z GBM (stgzenie biatka 0.8 mg/ml) oraz kolejnych rozcienczeniach
ekstraktu, w obecno$ci nieznakowanego materiatu, w temperaturze 37 °C, w
okreslonych odcinkach czasu (0, 30 s, 1, 2, 5,10, 15, 30, 60 min, 2, 5, 16 h). Reakcje
zatrzymywano poprzez dodanie buforu obcigzajacego do analizy kwasow nukleinowych
w zelu PAA zawierajacego 0.1 M EDTA. Produkty reakcji analizowano w 20 % PAA z
7 M mocznikiem. Ilo§¢ niezhydrolizowanego materiatu oceniono na podstawie pomiaru
densytometrycznego przy uzyciu urzadzenia odwzorowujacego FLA-5100 (FujiFilm) i
oprogramowania MutiGauge.

Analogiczne eksperymenty wykonano w surowicy ludzkiej (Sigma) oraz plynie
mozgowo-rdzeniowym oraz w obecnosci Lipofektaminy 2000 (1ul Lipofektaminy
2000/10pl reakcji).

6.14. Trwalo$¢ rybozyméw oraz DNAzymow anty-miRNA w komorkach T98G

Hodowlg linii komorkowej T98G prowadzono na szalkach 24 dotkowych, w pozywce
EMEM (ATCC) suplementowanej 10% FBS (Gibko), 1 % witaminami i 1 %
antybiotykami (ATCC), w 37 °C, w 5 % CO,. Po osiagnigciu 70 % konfluencji komorki
transfekowano z uzyciem 250 nM miR21rz3 w obecnosci 60000 cpm [*2P]miR21rz3
lub 250nM miR21dz2 w obecnosei 60 000 cpm [**P]miR21dz2 (w 200 pl pozywki).
Kwasy nukleinowe wprowadzane byty do komoérek z wykorzystaniem Lipofektaminy

2000 (Invitrogen), zgodnie z protokotem producenta. Przed transfekcja komorki
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przemywano buforem PBS oraz dostarczono §wiezej niesuplementowanej pozywki. Po
1, 5 lub 15 h od transfekcji komorki przemyto buforem PBS, a nastgpnie izolowano z
nich RNA z uzyciem TRI Reagent® (Molecular Research Center). Do prob dodano
mieszaning zwierajaca 7 M mocznik, 20 mM EDTA oraz barwniki (0.1 % biekit
bromofenolowy oraz 0.1 % cyjanol ksylonowy), a nastgpnie analizowano w 20 % zelu
poliakrylamidowym z dodatkiem 7 M mocznika.

7. Metody izolacji, rozdzialu i analizy bialek
7.1. Izolacja bialek z tkanek

Ekstrakty biatka z tkanek nowotworowych otrzymywano poprzez sonikacj¢ tkanki w 10
mM Tris-HCI pH 7.5 (4 x 15 s, amplituda 80 %), odwirowanie 12 000 rpm przez 10
min w 4 °C. Supernatant zawierajacy frakcje rozpuszczalng biatek oddzielono od

osadow. Proby przechowywano w -80 °C.
7.2. lzolacja bialek z hodowli komérkowych

W celu otrzymania ekstraktu biatek, komorki poddano lizie z zastosowaniem dwoch

alternatywnych metod:

- liza z zastosowaniem buforu RIPA z inhibitorami proteaz — komoérki przemywano
buforem PBS, aplikowano mieszaning RIPA/inhibitory proteaz (50 pl/mln komorek),
odczepiano mechanicznie od powierzchni naczynia hodowlanego, przenoszono do
probowki i1 inkubowano 1h w lodzie. Po tym czasie lizaty komérkowe wirowano w
10 000 rpm przez 10 min w 4 °C. Supernatant przenoszono do nowej probowki i

przechowywano w -80 °C.

- zamrazanie-rozmrazanie — Kkomorki trypsynizowano, przemywano 2-Krotnie
schtodzonym buforem PBS, zawieszano w buforze do lizy (Cell Lysis Buffer,
Promega), inkubowano przez 10 min w temperaturze -80 °C, a nast¢pnie przektadano
na 10 min do temperatury 37 °C. Procedur¢ zamrazania-rozmrazania powtorzono 2-
krotnie, po czym lizaty komorkowe schtodzono w lodzie przez 15 min, a nastgpnie
wirowano 12 000 rpm, 10 min w 4 °C. Supernatant przenoszono do nowej probowki i

przechowywano w -80 °C.
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7.3. Rozdzial bialek w Zelu poliakrylamidowym z SDS

Analize elektroforetyczng biatek przeprowadzano w 15 % zelu poliakrylamidowym z
SDS o wymiarach 10 cm x 10 cm grubosci 0.4 mm - 0.8 mm, przy napi¢ciu 250 V i
natezeniu pradu 35 mA w temperaturze pokojowej, w buforze do rozdziatu
elektroforetycznego bialek (Tabela 7.1) [205]. Proby naktadano na zel w buforze
obcigzajacym SBLU lub SBL (przy przygotowaniu zelu do analizy Western blot) w
stosunku 1:1, po uprzedniej denaturacji 10 min w 95 °C. Rozdzial prowadzono przez
okoto 1-2 h. Do oznaczania wiclkosci biatek uzywano markerow wielkosci SpectraTM

Multicolor oraz PageRuler™ Plus (Fermentas).

Tabela 7.1
Sktad zeli poliakrylamidowych z SDS.

Skladnik 4.5 % zel 15 % zel
zageszczajacy | rozdzielajacy

(10 ml) (20 ml)

30 % akryloamid/bisakryloamid (30:0.8) 1.5ml 10 mi

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1.2ml -

3 M Tris-HCI pH 8.8 - 7.5ml

20 % SDS 50 pl 100 pl

woda 7.3 ml 2.3 ml

10 % APS 75 pl 150 pl

100 % TEMED 7.5l 15 ul

7.4. Identyfikacja bialek w zelach i roztworze

Po rozdziale elektroforetycznym biatka uwidaczniano poprzez barwienie w roztworze
Comassie Brilant R-250 z metanolem i kwasem octowym przez 2 h w temperaturze
pokojowej i odbarwianie przez 15 h [197]. Wybarwiony zel wizualizowano w $wietle

widzialnym z wykorzystaniem systemu dokumentacji zeli GelDoc (UVP).

Stezenie biatek w probkach oznaczano spektrofotometrycznie na podstawie pomiaréw
absorbancji przy dlugosci fali 280 nm przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop 2000
(Thermo Scientific). Biatka przechowywano krotkoterminowo w -20 °C lub

dtugoterminowo w -80 °C.
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7.5. Analiza Western blot

Ekstrakt biatkowy w ilosci 30 g biatka rozdzielano w 15 % zelu poliakrylamidowy z
SDS obcigzajac proby buforem SBL w stosunku 1:1 wobec znacznika wielkosSci
PageRuIerTM Plus (Fermentas). Rozdzielone biatka byly przenoszone na membrane
PVDF w procesie elektrotransferu z wykorzystaniem urzadzenia Western Unit (BioRad)
w buforze do elektrotransferu Towbin. Membrang blokowano w roztworze mleka w
proszku w 1x PBS/0.05%Tween20 w 4 °C przez 15 h, a nast¢gpnie odmywano
trzykrotnie w 1x PBS/0.05%Tween20 przez 10 min przy 350 rpm w temperaturze
pokojowej. Membrane inkubowano z mysimi pierwszorzedowymi przeciwciatami
monoklonalnymi specyficznymi wobec bialek GFP (1:500), PTEN (1:500) oraz
GAPDH (1:500) przez 2 h w temperaturze pokojowej przy 350 rpm. Po trzykrotnym
przemyciu membrany w 1xPBS/0.05%Tween20, membran¢ inkubowano =z
biotynylowanym przeciwcialem anty-mysim w stosunku 1:2000 (Sigma) przez 2 h w
temperaturze pokojowej przy 350 rpm. Po trzykrotnym przeptukaniu inkubowano z
roztworem streptawidyny skoniugowanej z alkaliczng fosfatazg przez 15 min w
temperaturze pokojowej przy 350 rpm. Po przemyciu przylaczone przeciwciala
uwidaczniano z wykorzystaniem roztworu BCIP/NBT (Sigma), a uzyskane prazki
oceniano densytometrycznie przy wykorzystaniu programu ImageQuant (Molecular

Dynamics).

8. Klonowanie sekwencji kodujacych pre-miRNA do wektora pT7T3-18U oraz
PEGFP-N3

8.1. Przygotowanie dsDNA kodujacych pre-miR-21, pre-miR-10b oraz pre-miR-
15b

Oligodeoksyrybonukleotydy (Tabela 1.6) kinazowano (Tabela 8.1) w 37 °C przez 30
min, nastgpnie proby denaturowano (90 °C, 3 min), po czym powolnie schtadzano w
termobloku do osiggnigcia temperatury 25 °C 1 dalej inkubowano w 25 °C przez 16 h.
W efekcie otrzymano dsDNA posiadajace lepkie konce komplementarne do lepkich
koncow powstatych po zliniowaniu wektora pT7T3-18U z uzyciem enzymow
restrykcyjnych Hindlll oraz EcoRI. Mieszaning reakcyjna uzyto bezposrednio do ligacji

ze zliniowanym wektorem pT7T3-18U.
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Tabela 8.1

Sktad mieszaniny do kinazowania oraz hybrydyzacji oligodeoksyrybonukleotydow.

Skladnik Tos¢
Oligodeoksyrybonukleotydy
. miR21-1, miR21-2,
miR21-3, miR21-4
II.  miR10b-1, miR10b-2, 10 pmoli
miR10b-3, miR10b-4, kazdy)
miR10b-5, miR10b-6
Il.  miR15b-1, miR15b-2,
miR15b-3, miR15b-4,
miR15b-5, miR15h-6
Bufor ligacyjny 5x 2 ul
Kinaza PNK 5u
Woda do 10 pl

Do wektora ekspresyjnego pEGFP-N3 wklonowano z kolei produkty reakcji PCR
powstale z uzyciem odpowiednich oligodeoksyrybonukleotydow (Tabela 1.6) na
matrycy wektorow pT7T3-18U z wklonowanymi sekwencjami kodujgcymi
poszczegolne pre-miRNA. Sktad oraz warunki reakcji PCR przedstawiono w Tabelach
8.2 i 8.3. Produkty reakcji PCR oczyszczono (QIAquic PCR Purification Kit), a
nastgpnie poddano cieciu enzymami restrykcyjnymi (HindIIl, BamHI), ponownemu
oczyszczeniu, a nastgpnie wklonowaniu do zlinowanego uprzednio wektora pEGFP-N3

w reakcji ligacji.

Tabela 8.2
Sktad mieszaniny reakcji PCR.
Skladnik Mos¢
pT7T3-18U-pre-miR-21, pT7T3-18U-pre-miR-10b, 50 nmoli
pT7T3-18U-pre-miR-15b
10 mM mix dNTP (Fermentas) 0.2 pl
25 mM MgCl, 0.4 ul
Bufor reakcyjny 10x (Fermentas)* 1l
Starter 10 pmol/pl
l. miR21foHindlll, miR21reBamH]I 0.5 ul

1. miR10bfoHindIll, miR10breBamHI (kazdy z pary)

1. miR15bfoHindlI1l, miR15breBamHlI
Starter (nazwa) 10 pmol/pl 0.5 pl
Polimeraza Taqg 5 u/pl (Fermentas) 0.15 ul
Woda do 10 ul

* Sktad buforu reakcyjnego 10x: 100 mM Tris-HCI pH 8.8, 500 mM KClI, 0.8 % Nonidet P40.
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Tabela 8.3
Warunki reakcji PCR.
Etap Temperatura | Czas Tlosé .,
powtorzen
Denaturacja 94°C 5 min
Etap | | Wiazanie starterow 55 °C/60°C 30s 1
Wydhuzanie fancucha DNA 72°C 30s
Denaturacja 94°C 30s
Etap Il | Wiazanie starterow 55°C 30s 29
Wydhuzanie fancucha DNA 72°C 30s
Etap Il | Synteza koncowa 72°C 5 min 1

8.2. Hydroliza DNA enzymami restrykcyjnymi

Reakcj¢ hydrolizy enzymami restrykcyjnymi prowadzono w objetosci 100 pl przez 4 -

16 h zgodnie z zaleceniami producenta. Sktad mieszaniny reakcyjnej podano w Tabeli

8.4. Enzymy restrykcyjne wykorzystane w pracy, odpowiednie dla nich bufory oraz

DNA z ich uzyciem hydrolizowane przedstawiono w Tabeli 8.5.

Tabela 8.4

Sktad buforu do hydrolizy DNA enzymami restrykcyjnymi.

Skladnik llosé
dsDNA 5-50 pg
Bufor do trawienia restrykcyjnego 10x 10 pl
Enzym restrykcyjny 5-50u

(1 u/lug DNA)

Woda

do 100 pl
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Tabela 8.5

Zestawienie enzymow restrykcyjnych i buforow wykorzystywanych do hydrolizy DNA.

Enzym Bufor* | Substrat poddany trawieniu
restrykcyjny

Hindlll, EcoRI |H, E pT7T3-18U, pT7T3-18U-pre-miR-21, pT7T3-18U-pre-miR-10b, pT7T3-
18U-pre-miR-15b

Hindlll, BamHI |E PEGFP-N3, pEGFP-N3-pre-miR-21

Hindlll, BamHI |E dsDNA pre-miR-21, pre-miR10b, pre-miR15b, pre-miR296 uzyskane w
reakcji PCR z wykorzystaniem starterow wprowadzajacych sekwencje
rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne

* Oznaczenia buforéw firmy Promega.

Produkty reakcji oczyszczano zgodnie z procedurg fenol-chloroform, a nastepnie
analizowano w 1.5 — 2 % zelu agarozowym. Stezenie oczyszczonego DNA okreslono

mierzac absorpcj¢ promieniowania UV przy dlugosci fali 260 nm.
8.3. Ligacja

Dwuniciowe fragmenty DNA kodujace pre-miR-21, pre-miR-10b, pre-miR-15b
otrzymane w wyniku hybrydyzacji oligodeoksyrybonukleotydéw oraz produkty reakcji
PCR poddane cigciu z uzyciem enzymow restykcyjnych zostaly zligowane ze
zliniowanym wektorem, odpowiednio pT7T3-18U oraz pEGFP-N3. Stosunek molowy
wektor:insert wynosit 1:10. Sktad mieszaniny ligacyjnej przedstawiono w Tabeli 8.6.
Mieszaning reakcyjng inkubowano 16h w temperaturze 16 °C. Kazdorazowo
przygotowywano kontrolng reakcje ligacji (kontrole negatywna) zawierajaca wektor w
formie liniowej bez insertu. Mieszaning reakcyjng wykorzystano do transformacji
kompetentnych bakterii E. coli szczep TOP10 metoda szoku cieplnego Iub E. coli

szczep DHS5a metoda elektroporacji.

Tabela 8.6
Sktad mieszaniny ligacyjne;j.
Sktadnik Tlosé
pT7T3-18U/ pEGFP-N3 posiadajace lepkie 0.2 pmol

konce

dsDNA pre-miR-21/pre-miR10b/pre-miR-15b |2 pmol
posiadajace lepcie konce

Bufor ligacyjny 10x 1 pl
ligaza DNA faga T4 (1 u/pl) 1 pl
Woda do 10 pl
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8.4. Hodowle bakterii E. coli

Hodowle bakterii E. coli szczep TOP10 oraz DHSa prowadzono w pozywce ptynnej
LB, opcjonalnie pozywce stalej LB. Bakterie posiadajgce plazmid pT7T3-18U lub
PEGFP-N3 hodowano w obecnosci, odpowiednio 100 pg/ml ampicyliny 1 60 pg/ml

kanamycyny. Bakterie wykorzystano do namnozenia wektorow plazmidowych.
8.5. Przygotowanie bakterii kompetentnych E. coli

Bakterie E. coli TOP10 oraz DH5a przygotowano do transformacji wektorami stosujgc
metode z wykorzystaniem chlorku wapnia. 100 ml ptynnej pozywki LB inokulowano 1
ml hodowli nocnej. Hodowlg prowadzono w temperaturze 37 °C z wytrzasaniem 230
rpm do wczesnej fazy logarytmicznego wzrostu bakterii ODgy = 0.5 — 0.6. Kulture
wirowano 10 min w 4 °C przy 4 000 rpm, osad zawieszano w 4 ml schtodzonego w
lodzie 100 mM chlorku wapnia nast¢pnie inkubowano w lodzie przez 25 min, po czym
wirowano 5 min w 4 °C z predkosciag 4 000 rpm. Komorki kompetentne zawieszano w
2ml 75 mM roztworu chlorku wapnia zawierajacego 25 % glicerolu, rozdzielono na
50 ul porcje 1 zamrozono w cieklym azocie. Tak przygotowane Dbakterie

przechowywano w temperaturze -70 °C.
8.6. Transformacja bakterii plazmidowym DNA metoda szoku cieplnego

Do 50 pul zawiesiny bakterii kompetentnych dodawano 10-50 ng plazmidu lub 1 ul
mieszaniny ligacyjnej. Bakterie inkubowano 30 min w lodzie, a nast¢pnie 90 s w 42 °C i
ponownie w lodzie przez 2 min. Do transformowanych komoérek dodano 800 pl
pozywki SOC i inkubowano przez 1 h w temperaturze 37 °C z wytrzgsaniem 350 rpm.
Bakterie wirowano 2 min przy 4 000 rpm, osad zawieszano w 50 pl pozywki LB. 10
oraz 30 pl zawiesiny bakteryjnej nanoszono rownomiernie na plytki Petriego z pozywka
statg LB zawierajaca antybiotyk selekcyjny (kanamycyng¢ o stezeniu koncowym 60
pg/ml w przypadku plazmidu pEGFP-N3, ampicyling o st¢zeniu koncowym 100 pg/ml
dla wektora pT7T3-18U) i inkubowano w temperaturze 37 °C do pojawienia si¢ na
szalce pojedynczych kolonii transformowanych bakterii (zwykle 16 h).

8.7. Analiza transformantow

Identyfikacje transformantéw przeprowadzono z uzyciem techniki PCR na koloniach
(ang. colony PCR). Fragment pojedynczej kolonii bakteryjnej zawieszono w 10 ul
jatowej dejonizowanej wody i denaturowano 5 min w temperaturze 95 °C. Uzyskane

lizaty komorkowe wirowano 5 min z predkoscig 14 000 rpm. Supernatant zawierajacy
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plazmidowy DNA przenoszono do nowej probowki i wykorzystano jako matryce do
reakcji PCR. Do reakcji stosowano 1 pl zawiesiny bakterii. Dalsza selekcja polegata na
weryfikacji poprawnosci sekwencji wektoréw izolowanych z poszczegdlnych kolonii na

postawie ich sekwencjonowania.
8.8. lzolacja plazmidowego DNA z hodowli bakteryjnych
8.8.1. Otrzymywanie plazmidéw w malej skali

Pojedyncze kolonie bakterii transformowane plazmidem przenoszono do 10 ml ptynnej
pozywki LB z antybiotykiem selekcyjnym (ampicyling lub kanamycyng) i wytrzasano
14-16 h w temperaturze 37 °C z szybkoscig 230 rpm. 3 ml zawiesiny bakterii wirowano
1 min z predkoscig 10 000 rpm. Z uzyskanego osadu izolowano plazmidowy DNA z
wykorzystaniem zestawu odczynnikéw FastPlasmid™ Mini Kit (Eppendorf) zgodnie z
opisem producenta. Wydajno$¢ izolacji wynosita okoto 5-10 ug plazmidowego DNA.

Stezenie otrzymanego DNA mierzono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 260 nm.
8.8.2. Izolacja plazmidéw w duzej skali

10 ml ptynnej pozywki LB z antybiotykiem selekcyjnym zaszczepiono bakteriami z
plazmidem pT7T3-18U lub pEGFP-N3 z pojedynczych kolonii i wytrzasano 14-16 h w
temperaturze 37 °C z szybkoscig 230 rpm. 100 ml pozywki LB z odpowiednim
antybiotykiem inokulowano 1 ml nocnej hodowli bakterii i inkubowano w temperaturze
37 °C z wytrzasaniem 230 rpm do osiggnigcia gestosci optycznej ODgy = 1.5-2.0.
Nastepnie kulture wirowano 15 min w 4 °C przy 4 000 rpm. Izolacje plazmidowego
DNA przeprowadzono wykorzystujac zestaw odczynnikéw Perfectprep Plasmid Midi
Kit (Eppendorf) zgodnie z opisem dolagczonym przez producenta. Wydajnos¢ izolacji
wynosita okoto 150-200 pg plazmidowego DNA. St¢zenie otrzymanego DNA mierzono

spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 260 nm.
8.9. Sekwencjonowanie DNA

Automatyczne sekwencjonowanie plazmidow zawierajacych wklonowang sekwencje
kodujaca pre-miRNA przeprowadzono wykorzystujac ABI PRISM® Big Dye™
Terminator Ready Reaction Cycle Sequencing Kit oraz startera uniwersalnego T7start
w przypadku wektora pT7T3-18U lub startera primEGFP dla plazmidu pEGFP-N3.
Warunki sekwencyjnego PCR zestawiono w Tabeli 8.7.
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Reakcje¢ prowadzono w objetosci 10 pl w nastepujacej mieszaninie reakcyjne;j:
4 ul Terminator Ready Reaction Mix
3.2 pmol startera

200-500 ng matrycy (plazmidowy DNA)

Tabela 8.7
Warunki reakcji sekwencyjnego PCR.
Etap Temperatura|Czas |Ilos$¢
powtorzen
Denaturacja 96 °C 5min |30
Wigzanie starterow 50°C /60°C |30s
Wydhuzanie tancucha DNA | 60°C 4 min

W celu oczyszczenia produktéw do 10 pl mieszaniny reakcyjnej dodano 2.5 pl 125 mM
EDTA i 30 ul 96 % ectanolu i inkubowano 15 min w temperaturze pokojowej, a
nastepnie wirowano 30 min z predkoscig 14 000 rpm w temperaturze 4 °C. Roztwor
dekantowano, a osad przemywano 120 pl 70 % etanolu i wirowano 10 min przy 14 000
rpm, w temp. 4 °C. Osad po wysuszeniu rozpuszczono w 10 pul TSR (Template
Supressing Reagent, ABI PRISM). Sekwencjonowanie przeprowadzano przy uzyciu

sekwenatora ABI-PRISM.

Sekwencjonowanie DNA wykonano w Wydziatlowej Pracowni Technik Biologii
Molekularnej na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Uzyskane wyniki analizowano z uzyciem BioEdit v.7.0.9.0 [206].
9. Hodowle komérkowe
9.1. Charakterystyka i warunki hodowli linii komérkowych

Wykorzystane w pracy linie komorkowe, ich krotka charakterystyke oraz warunki

hodowli przedstawiono w Tabeli 9.1.

82



MATERIALY I METODY

Tabela 9.1

Linie komorkowe stosowane w pracy oraz warunki ich hodowli.

Linia |Charakterystyka Pozywka [Suplementy |Tempe- |CO,|Naczynia
komér- hodowlana |pozywki ratuta howowlane
kowa

HelLa |linia ludzkich komoérek nabtonkowych  |RPMI 1640 |10 % FBS, 37°C 5% |T25%,

pochodzacych z raka szyjki macicy. (Sigma) antybiotyki, T75**,
Komorki transformowane nowotworowo witaminy ptytki 6-,
na skutek zakazenia wirusem 24-, 48-,
brodawczaka HPV 18 96-dotkowe
T98G  |linie ludzkich komorek glejowych EMEM 10 % FBS
pochodzacych z glejaka ztosliwego (ATCC)
U118 DMEM 10 % FBS,

(ATCC) streptomycyna

*putelki hodowlane o powierzchni wzrostowej 25 cm?
**hytelki hodowlane o powierzchni wzrostowej 75 cm?

9.2. Przechowywanie linii komérkowych

Hodowle linii komérkowych prowadzono do osiggniecia 80 % konfluencji. Z naczynia
hodowlanego usuni¢to pozywke, komorki przeptukano buforem PBS, a nastepnie
trypsynizowano w 37 °C, 5 % CO,. Po odczepieniu komoérek od podloza zatrzymano
dziatanie enzymu przez dodanie 2 obj¢tosci medium hodowlanego z FBS. Zawiesing
komorek przenoszono do probowki typu Falcon i wirowano 5 min z predkoscig 1
500 rpm. w temperaturze pokojowej. Supernatant usuwano, a osad zawieszano w 500 pl
pozywki uzupetnionej 40 % FBS i 500 ul pozywki z dodatkiem 20 % DMSO. Cato$¢
przenoszono do probdwki przystosowanej do przechowywania w cieklym azocie, a
nastepnie poddawano powolnemu zamrazaniu w fazni izopropanolowej do temperatury

-70 °C. Po uptywie 24 h probowki przenoszono do cieklego azotu.
9.3. Transfekcja komorek linii komorkowych

Kwasy nukleinowe wprowadzane byty do komoérek na drodze lipofekcji z
wykorzystaniem  Lipofektaminy 2000 (Invitrogen). Mieszaning transfekcyjna
przygotowywano zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta, optymalizujac
stezenie kwasu nukleinowego oraz ilo$¢ Lipofektaminy w zalezno$ci od powierzchni
naczynia hodowlanego. Hodowle komoérek prowadzono do osiagnigcia przez nie 80 %
konfluencji. Przed transfekcja komorki przemyto buforem PBS oraz dostarczono
swiezej, niesuplementowanej pozywki. Po transfekcji hodowle prowadzono w 37 °C, 5

% CO,, przez 24 lub 48 h. Rownolegle przeprowadzano transfekcje z uzyciem
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kontrolnego fluorescencyjnego dsRNA (BLOCK-it Fluorescent Oligo, Invitrogen) w
celu oceny wydajno$¢ transfekcji. Wydajnos¢ transfekcji wektorem pEGFP-N3-pre-
miR-21 oraz stopien zahamowania ekspresji pre-miR-21 i obnizenia poziomu pre-miR-
21 oraz miR-21 przy uzyciu katalitycznych kwaséw nukleinowych oceniano przy
zastosowaniu: mikroskopu fluorescencyjnego (Olypmus), pomiaru fluorescencji biatka
EGFP z uzyciem czytnika ptytek (Synergy2, Biotek), analizy RealTime PCR z uzyciem
termocyklera (LightCycler, Roche) oraz analizy Western blot. Wptyw katalitycznych

kwasow nukleinowych na przezywalno$¢ komorek oceniono na podstawie testu MTT.
9.4. Test MTT

Do przeprowadzenia testu MTT przygotowano 10x stezony roztwdér wodny MTT (5
mg/ml) oraz 1x st¢zony MTT rozcienczony w pozywce OptiMEM. Analizowane
komorki hodowlane na 24- lub 96-dotkowych ptytkach hodowlanych poddane byty
transfekcji rybozymami oraz DNAzymami wg opisanej wczesniej procedury, a
nastepnie przemywane buforem PBS i zalewane 1x stezonym MTT (500 pl/dotek w
szalce 24-dotkowej oraz 100 pl/dotek w szalce 96-dotkowej). Komorki inkubowano 3 h
w atmosferze 5 % CO,, po czym odsysano MTT, a powstate krysztaly formazanu
rozpuszczano poprzez dodanie DMSO (100 upl oraz 500 ul na pojedynczy dotek
odpowiednio szalki 96- i 24-dotkowej) i wytrzgsanie szalki na wytrzasarce orbitralne;j
przez 15 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie przy wykorzystaniu czytnika
mikroptytek (Synergy2, Biotek) odczytywano absorbancj¢ przy dlugosci fali 590 nm
oraz dtugosci referencyjnej 620 nm. Kazdorazowo stosowano kontrole zawierajacg sam

odczynnik MTT.
9.5. Ocena proliferacji komorek z wykorzystaniem platformy Exelligence

Hodowle linii komorkowej T98G prowadzono w pozywce EMEM (ATCC)
suplementowanej 10 % FBS (Gibko), 1 % witaminami i 1 % antybiotykami (ATCC), w
37 °C, w 5 % COg, na ptytkach 16 dotkowych pokrytych ztotem (E-Plate 16, Roche). Po
osiggnieciu 70 % konfluencji komorki transfekowano z uzyciem 250 nM 1 2.5 uM (w
200 pl pozywki) rybozymoéw lub DNAzymow. Kwasy nukleinowe wprowadzane byty
do komérek z wykorzystaniem Lipofektaminy 2000 (Invitrogen), zgodnie z protokotem
producenta. Przed transfekcja komorki przemywano buforem PBS oraz dostarczono

swiezej niesuplementowanej pozywki EMEM. Wzrost komorek monitorowano w
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sposob ciagly od momentu ich wysiania, a nastepnie przez 72 h od momentu transfekcji,
z uzyciem XCELLigence RTCA DP (Roche).
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1. Poréwnanie profilu miRNA w nowotworach glejowych, tkankach obrzezy

guzow oraz zdrowych tkankach pochodzenia mozgowego

Wobec braku skutecznych metod leczenia glejakéw, ich opornosci na leczenie,
wyzwaniem sg badania nad nowymi celami terapii oraz podejsciami w leczeniu GBM.
Do tej pory uwagg koncentrowano gldwnie na czynnikach transkrypcyjnych, biatkach
macierzy zewnatrzkomorkowej oraz biatkach opiekunczych jako celach molekularnych
w terapii GBM. Nowe podejScia oparte sg o takic narzedzia jak inhibitory
matoczasteczkowe, przeciwciata monoklonalne oraz szczepionki peptydowe stosowane
w celu regulacji szlakéw komoérkowych kluczowych dla rozwoju nowotworu,
angiogenezy, a takze zniesienia lekoopornosci komorek nowotworowych nie przyniosty
jednak oczekiwanych rezultatbw w postaci efektywnego zahamowania proliferacji

komorek glejakow [140].

Juz od potowy XX wielu czasteczki RNA postrzegane sg jako dobry cel terapeutyczny.
Odkrycie pod koniec lat 90-tych ubieglego wicku zjawiska interferencji RNA
potwierdzito potencjat tkwigcy w czasteczkach RNA. Krotkie niekodujace RNA, w tym
mikroRNA maja ogromny potencjat terapeutyczny. MiRNA moga regulowac ekspresje
nawet 90 % genow, a w konsekwencji wptywaé na szereg procesow komorkowy, takich
jak: wzrost, roznicowanie komorek, apoptoza, czy sygnalizacja komorkowa [1] dzigki

czemu stanowia doskonaty cel molekularny.

1.1. Analiza mikromacierzowa

Okreslono profil miRNA w 12 tkankach guzow glejowych mozgu, w 4 tkankach
obrzezy guza oraz 1 probie pochodzacej z r6znych rejonéw moédzgu zdrowych dawcow.

Charakterystyke histopatologiczng tkanek przedstawiono w Tabeli 1.1.
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Tabela 1.1

Charakterystyka tkanek guzowych oraz tkanek obrzezy guzoéw wykorzystanych w eksperymentach
profilowania miRNA.

Charakterystyka tkanki Charzkterystyka
. awcy
0 Stopien L
b
[ Lokalizacja guza zio§liwosci wg r':;?g?’g”i(?;{z Pleé Wiek
WHO d
T1  |Ciatlo modzielowate w ptacie czolowym v GBM M 53
prawej potkuli mézgu
T2 |bd v GBM K 56
T3  |Plat ciemieniowy prawej potkuli mézgu v GBM K 70
T4  |Plat czolowy oraz ciemieniowy lewej potkuli IV Gliosarkoma |M 70
mbzgu
T5  |Plat czotowy i skroniowy prawej potkuli v GBM M 60
mézgu
T6  |Plat skroniowy prawej potkuli mézgu v GBM M 58
T7  |Plat ciemieniowy prawej potkuli mézgu v GBM po M 57
wznowie
T8  |Plat czotowy i skroniowy prawej potkuli v GBM po K 32
mozgu wznowie
T9  |Plat skroniowy i potyliczny lewej potkuli v GBM po K 54
mozgu wznowie
T10 |Plat skroniowy, ciemieniowy i potyliczny v GBM po M 59
lewej potkuli mézgu wznowie
T11 |Ptat czolowy i ciemieniowy prawej potkuli v GBM po M 50
mozgu wznowie
T12 |Plat ciemieniowy lewej potkuli mézgu Il AA po M 53
wznowie
Bl  |Plat skroniowy lewej potkuli mozgu obrzeze guza IIl |AA/obrzeze |M 68
stopnia
B2 |Plat skroniowy, ciemieniowy i potyliczny obrzeze guza Il |AA/obrzeze |K 56
lewej potkuli mozgu stopnia
B3  |Plat ciemieniowy lewej potkuli mozgu obrzeze guza III |OAA/obrzeze (M 30
stopnia
B4  |Plat czotowy i ciemieniowy lewej potkuli obrzeze guza 111 {GBM/obrzeze |M 70
mozgu stopnia

T - guz (ang. tumor), B - obrzeze guza (ang. tumor border), M - mezczyzna, K - kobieta, bd — brak
danych.

W eksperymentach wykorzystano mikromacierze firmy Agilent Technologies

zawierajgce na pojedynczym szkietku 866 ludzkich oraz 89 wirusowych miRNA. Po

korekcie tla, normalizacji globalnej i lokalnej oraz filtrowaniu danych otrzymano pule

303 miRNA, na ktorej przeprowadzono analiz¢ r6znicowa. miRNA potaczono w klastry

uwzgledniajac profile ich ekspresji oraz rodzaj tkanki (guz, obrzeze, tkanka zdrowa)

(Rysunek 1.1). Zidentyfikowatam 56 miRNA ulegajacych nadekspresji oraz 41 miRNA,

ktorych poziom jest nizszy w tkankach guza w porownaniu z tkankami zdrowymi oraz z
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uzyciem bazy miR2Disease okre§lono ich udziat w patogenezie réznych chorob (Tabela

12i1.3).

W obrzezach guza stwierdzitam 6 miRNA ulegajacych podwyzszonej ekspresji oraz 16
obnizonej ekspresji w porownaniu z tkankami zdrowymi (Tabela 1.4 i 1.5). Poziom 21
sposrod nich jest zmieniony rowniez w tkankach GBM (Rysunek 1.2). Poziom miR-21,
miR-630, miR-155, miR-1260, miR-542-5p, miR-142-5p jest znaczaco wyzszy, miR-
137, miR-124, miR-129-3p, miR-769-5p, miR-132, miR-128, miR-7, miR-410, miR-
136, miR-153, miR-323-3p, mMiR-330-3p, MiR-598 znaczgco nizszy zarOwno w
tkankach GBM jak i ich obrzezy w poréwnaniu z tkankami zdrowymi. Wyniki
wskazuja, ze roznicowanie tkanek guza oraz obrzezy na podstawie profilu miRNA nie
jest mozliwe. Trudno$¢ wynika z naciekowego charakteru wzrostu GBM oraz braku

wyraznej granicy mi¢dzy tkanka nowotworowa, obrzezem i tkanka zdrowa.

Tabela 1.2
miRNA, ktérych poziom jest wyzszy w GBM niz w tkankach zdrowych pochodzenia mézgowego.

Dane dotyczace chorob zwigzanych ze zmienionym poziomem poszczegédlnych miRNA pochodza z bazy
miR2Disease (z dnia 14.03.2011), bd — brak danych, strzatki skierowane w gore oznaczaja podwyzszony,
w d6t — obnizony poziom danego miRNA.

miRNA wystepujace w guzach na podwyzszonym poziomie

Nr | miRNA Choroby o0 zmienionym poziomie miRNA* Krotnosé |P value
zmiany
1 |miR-1290 Udar mozgut 5.926 0.000602
2 |miR-630 bd 4.984 0.0000118
3 |miR-135a* bd 4.976 0.000448
4 |miR-1246 Udar mozgut 5.028 0.0000142
5 |miR-513a-5p |bhd 3.829 0.003
6 |miR-1275 Stwardnienie rozsiane?, udar mézgu? 3.555 0.0000258
7 |miR-155 Chtoniak rozlany z duzych komérek B (DLBCL)T, 3.291 0.000788
GBM1, chioniak Hodgkinat, rak jelita grubego?,
przewlekta biataczka limfocytarna (CCL)T, rak trzustkit,
nowotwor tarczycy?t, gruczolak przewodu trzustkowego
(PDAC)1, rak ptaskonabtonkowy jamy ustnej (OSCC)|
8 |miR-1471 bd 3.067 0.01
9 |miR-210 Rak szyjki macicyt, rak ptuct, ostra biataczka 2.893 0.000145
limfoblastyczna (AML)1, rak piersi?, zapalenie skorno-
migéniowe (DM)1, DLBCLT, czerniak ztosliwy1, rak
trzustki?, rak prostaty?t
10 |miR-886-3p bd 2.89 0.0078
11 |miR-21 Rak jelita grubegot, rak szyjki macicy?, rak ptuct, rak 2.847 0.003267
trzustkif, DLBCLY, rak piersit, rak
watrobowokomorkowy (HCC)1, rak zotadkat, rak jajnika
(OO)1, rak pecherza moczowego?, OSCC|, rak
ptaskonablonkowy glowy i szyi (HNSCC)1, rak nerki?t
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12 | miR-150* bd 2.813 0.00235

13 |miR-494 OC1, przewlekte zapalenie trzustki?, siatkowczak?, 2.78 0.00059
przerost serca|

14 | miR-542-5p bd 2.78 0.000178

15 |miR-1260 bd 2.635 0.0000389

16 |miR-1826 bd 2.588 0.0019

17 |miR-142-5p Rak szyjki macicy?, ostra bialaczka limfoblastyczna 2.54 0.000137
(AML)1, HCC|, OC|

18 |miR-144* bd 2.518 0.000175

19 |miR-483-5p Przewlekte zapalenie trzustkif, pierwotna zolciowa 2.507 0.001123
marsko$¢ watroby (PBC)|

20 |miR-144 bd 2.453 0.000064

21 |miR-940 bd 2.438 0.00043

22 |miR-486-5p bd 2.433 0.0000356

23 |miR-199b-5p |AML1, DM1, przewlekle zapalenie trzustkit, 2418 0.011
brodawkowaty rak tarczycy (PTC)|, rak prostaty?, OC|

24 | miR-188-5p Przewlekta biataczka limfocytarnat, rak ptuc| 2.404 0.000208

25 |miR-1274a bd 2.403 0.000208

26 | miR-575 Nefropatia toczniowa? 2401 0.000545

27 | miR-542-3p Makroglobulinemia Waldenstorma?t, OC |, mig¢$niak 2.343 0.009
macicy (ULM)1

28 |miR-1207-5p |bd 2.304 0.0017

29 |miR-1225-5p |bhd 2.295 0.000691

30 |miR-148a HNSCC?, rak ptuct, miopatia migsniowa (MM)1, 2.2523 0.001289
miopatia nemalinowa (NM)1, rak prostaty |

31 |miR-1915 bd 2.17335 |0.001648

32 |miR-720 Rak prostaty? 2.127 0.0076

33 |miR-193a-5p |bd 2.073 0.00426

34 |miR-424 ALL|, AMLY, rak nerkif, rak trzustkit, OC| 2.047 0.012

35 |miR-301b bd 1.981 0.014

36 |miR-502-3p bd 1.96255 | 0.0057

37 |miR-142-3p OC1, stwardnienie rozsiane?, tuszczycat, HCC| 1.934 0.000186

38 |miR-130b Rak ptuct, ALL1, rak jelita grubego?, PDAC|, biataczka |1.925 0.0039
T-komoérkowat

39 |miR-1202 bd 1.8574 0.0054

40 |miR-134 Przewlekta biataczka limfocytowa?t, dystrofia mi¢sniowa |1.85556 |0.00337
Duchenne’a (DMD)1, nefropatia toczniowat, NM1, OC|

41 | miR-1308 bd 1.834 0.00319

42 |miR-93 Rak szyjki macicy?, rak pluct, rak jelita grubego?, rak 1.811 0.000906
zotadkat, HCC1, neuroblastoma (NB)1, PDACT,
surowiczy rak jajnika (SOC)1, biataczka T-komérkowa?

43 |miR-202 Rak piersit, rak prostaty? 181 0.012

44 | miR-15b Rak szyjki macicy?, ostra biataczka promielocytowa 1.56 0.0024
(APL)1, rak jelita grubego?, niedrobnokomoérkowy rak
ptuc (NSCLC)1, rak trzustkif, Schizophreniat

45 | miR-23a Wrzodziejace zapalenie jelita grubego (UC)1, rak 1.593 0.0027

trzustkit, SOCT, AML1, ALL|, spektrum autystyczne
(ASD)1, rak pecherza moczowego?, HCC?, nefropatia
toczniowat
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46 |miR-25 Rak jelita grubego |, rak zotadkat, HCCtT, MM1, rak 1.602 0.00279
trzustki?, rak prostaty?

47 |mir-1224-5p | bd 1.792 0.008

48 |miR-378 Rak nerki|, przerost serca| 1.713 0.008

49 | miR-500* bd 1.594 0.014
(miR-500a-3p)

50 | miR-362-5p DM1, MM1, NM1, zapalenie wielomi¢$niowe (PM)1 1.4535 0.00557

51 |miR-20a* bd 1.434 0.00327
(miR-20a-3p)

52 | miR-320c bd 1.413 0.008

53 |miR-505 bd 1.375 0.00618

54 |miR-92a HCC1, rdzeniak?, choroba niedokrwiennat, AML | 1.334 0.009

55 | miR-939 bd 1.243 0.015

56 |miR-17* ATCT, rak jelita grubegot, HCCT, rak ptuct, chtoniak 1.251 0.01
(miR-17-3p) | ztosliwy?, rak prostaty |

Tabela 1.3

MiRNA, ktorych poziom jest nizszy w GBM niz w tkankach zdrowych pochodzenia mézgowego.

Dane dotyczace chordb zwigzanych ze zmienionym poziomem miRNA pochodzg z bazy miR2Disease (z
dnia 14. 03.2011), bd — brak danych, strzatki skierowane w gore oznaczaja podwyzszony, w dot —
obnizony poziom danego miRNA.

miRNA wystepujace w guzach na obnizonym poziomie

Nr [miRNA Choroby o0 zmienionym poziomie miRNA* Krotno$¢ |P value
zmiany
1 |miR-124 HCC| -4.548 0.0000008
9

2 |miR-129* bd -3.887 0.000027

3 |miR-139-5p |czerniak|, rak ptuc|, HCC|, rak trzustki|, OSCC] -3.702 0.0000179

4 |miR-338-3p |Prionowe neurodegeneracje| -3.635 0.000163

5 |miR-219-5p |Czerniak] -3.53 0.00222

6 |miR-218 Rak szyjki macicy|, rak ptuc|, przerost serca|, rak -3.3434 0.0000237
prostaty?

7  |miR-7 Choroba Parkinsona|, rak piersi| -3.38 0.0000755

8 |miR-487b OCT, miopatie? -3.23 0.000369

9 |miR-128 Choroba Huntington’a |, neuroblastoma |, Prionowe -3.21 0.0000214
neurodegeneracje |

10 |miR-330-3p |hd -3.182 0.0000192

11 |miR-129-3p |hd -2.819 0.000957

12 |miR-137 Rak jelita grubego|, czerniak |, OSCC|, HCC?1, NSCLC?1 |-2.771 0.000845

13 |miR-410 bd -2.7546 0.000272

14 |miR-769-5p |Nefropatia toczniowa| -2.672 0.0000276

15 |miR-132 Choroba Huntington'a|, HCC|, OSCC|, gruczolak -2.57 0.0000794
przysadki|, miopatie?

16 |miR-495 OC|, DM1, miopatiet -2.3817 0.00158

17 |miR-132* bd -2.356 0.000253

18 |miR-381 OC|, ASD|, DM? -2.198 0.00173
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19 |miR-885-5p |bd -2.1696 0.001426
20 |miR-149 Rak prostaty|, czerniak |, DLBCL|, chtoniak grudkowy |-2.113 0.0062555
(FL){, gruczolak przysadkif,
21 |miR-323-3p |bd -2.075 0.00305
22 |miR-539 ASD| -1.968 0.00169
23 |miR-33a bd -1.938 0.00413
24 |miR-95 Rak jelita grubego |, rak ptuc|, OSCC|, czerniak|, -1.868 0.00696
25 |miR-598 ASD? -1.845 0.0011
26 |miR-584 MM?1, stwardnienie rozsiane -1.84 0.00276
27 |miR-136 Rak piersif, gruczolak przysadki|, HCC| -1.8322 0.0062
28 | miR-340* MM -1.827 0.00183
29 |miR-574-3p |bd -1.797 0.00927
30 |miR-485-3p |bd -1.792 0.0066
31 |miR-379 PM1, DMD1, DM1, inne miopatiet -1.759 0.00757
32 |miR-197 OSCC|, tuszczyca|, choroba Alzheimer'af, rak pluct -1.742 0.0027
33 |miR-153 B-komoérkowa przewlekta biataczka limfocytowa? -1.7125 0.00923
34 |miR-29b AML|, CLL|, rak ptuc|, czerniak |, neuroblastoma|, rak |-1.657 0.0116
prostaty |, rak nerki?
35 |miR-181a AML1, rak piersi], czerniak?, rak jelita grubego?, rak -1.644 0.00526
trzustkit, PTC?
36 |miR-299-5p |DMD?, DM?, PBCt -1.623 0.0136
37 |miR-328 Choroba Alzheimera|, rak jelita grubego|, AML?T, PBC| |[-1.5935 0.0024
38 |miR-212 Rak trzustkit, rak ptuct, gruczolak przysadki|, HCCT, -1.584 0.00848
ASD?
39 |miR-342-3p | Choroba prionowat, rak nerki?t -1.547 0.00779
40 |miR-181b AML1, B-komoérkowa przewlekta bialaczka limfocytowa |-1.38 0.0167
1, MM, rak jelita grubego?, rak prostaty|
41 |miR-1280 bd -1.362 0.0148

Tabela 1.4

miRNA, ktorych poziom jest wyzszy w obrzezach guza niz w tkankach zdrowych pochodzenia

mdzgowego.

Nr|miRNA Krotnos$é Wartos¢ P
zmiany

1 |mir-21 3.8234 0.00148

2 |miR-630 3.7684 0.001932

3 |miR-155 3.412 0.001573

4 |miR-1260 |2.884 0.000157

5 |miR-542-5p |2.6613 0.002

6 |miR-142-5p |2.292 0.00331
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Tabela 1.5
miRNA, ktérych poziom jest nizszy w obrzezach guza niz w tkankach zdrowych pochodzenia
mozgowego
Nr [miRNA Krotnosé Wartos¢ P
zmiany
1 |miR-137 -6.205 0.0000646
2 |miR-124 -5.175 0.0000024
3 |miR-129-3p |-5.111 0.0000056
4 |miR-129* |-4.905 0.000105
5 |miR-139-5p |-3.8185 0.00012
6 |miR-769-5p |-3.652 0.000005
7 |miR-132 -3.602 0.0000115
8 |miR-128 -3.558 0.000068
9 |miR-7 -3.304 0.0016
10 | miR-410 -3.126 0.0007
11 | miR-136 -3.103 0.00027
12 | miR-153 -2.9175 0.00102
13 | miR-323-3p |-2.8565 0.00109
14 | miR-330-3p |-2.76 0.0023
15 | miR-598 -2.436 0.00047
16 | miR-625 -2.331 0.0027
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Rysunek 1.1

Poréwnanie ekspresji miRNA w GBM, obrzezach guza oraz zdrowym moézgu

A. Mapa ciepta obrazujaca miRNA roznicujace tkanki obrzezy guzéw i normalne komoérki mozgowe, B. Mapa ciepta obrazujaca miRNA réznicujace tkanki GBM i normalne komorki mozgowe.
Kolor zo6tty przedstawia §redni poziom fluorescencji danego miRNA, zmiana barwy na ciemniejsza (az do fioletowej) obrazuje stopien zréznicowania sygnatu fluorescencji od wartosci $redniej,
biaty - brak sygnatu (brak ekspres;ji).
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Bvs.N Tvs.N
1 21| 76
miR-625 miR-630 miR-330-3p miR-1290 miR-720 miR-338-3p
miR-155 miR-129-3p miR-135a* miR-193a-5p | mMiR-219-5p
miR-21 miR-137 miR-1246 miR-424 miR-218
MiR-542-5p miR-410 miR-513a-5p | mMiR-301b miR-487b
miR-1260 miR-769-5p miR-1275 miR-502-3p | mMiR-495
miR-142-5p miR-132 miR-1471 miR-142-3p miR-132*
miR-124 miR-323-3p miR-210 miR-130b miR-381
miR-129* miR-598 miR-886-3p miR-1202 miR-885-5p
miR-139-5p miR-136 MiR-150* miR-134 miR-149
miR-7 miR-153 miR-494 miR-1308 miR-539
miR-128 miR-1826 miR-93 miR-33a
miR-144* miR-202 miR-95
miR-483-5p miR-15b miR-584
miR-144 miR-23a miR-340*
mMiR-940 miR-25 miR-574-3p
miR-486-5p miR-1224-5p | mMiR-485-3p
miR-199b-5p | miR-378 miR-379
miR-188-5p miR-500* miR-197
miR-1274a miR-362-5p miR-29b
miR-575 miR-20a* miR-W 81a
miR-542-3p miR-320c miR-299-5p
miR-1207-5p | miR-505 miR-328
miR-1225-5p miR-92a miR-212
miR-148a miR-939 miR-342-3p
miR-1915 miR-17* miR-181b
miR1280
Rysunek 1.2

Diagram Venna ilustrujacy relacje puli miRNA zmienionych w GBM oraz obrzezach guza w stosunku do
tkanek zdrowych. Oznaczono liczb¢ miRNA ulegajacych zmienionej ekspresji oraz liczb¢ miRNA
wspolnych dla obu poréwnywanych zbioréw. Ponizej wyszczegdlniono miRNA réznicujgce analizowane
zbiory, na czerwono miRNA ulegajace nadekspresji, na zielono miRNA wystepujace na obnizonym
poziomie. T - guz (ang. tumor), B - obrzeze guza (ang. tumor border), N — zdrowa kontrola.

1.2. Metaanaliza

Do 2013 roku wiacznie opublikowano 15 prac dotyczacych poziomu miRNA w GBM
(Tabela 1.6). Roznig si¢ one rodzajem uzytych metod (Real-Time PCR, mikromacierze,
glebokie sekwencjonowanie, hybrydyzacja ‘dot blot’), iloscig préb pochodzacych z
guzow glejowych mozgu (3-354) oraz stopniem ich ztosliwosci (WHO I-1V), rodzajem
proby kontrolnej (zdrowa tkanka mézgowa, tkanka obrzeza guza, tkanki pochodzaca od
pacjentow z nienowotworowymi chorobami uktadu nerwowego). Znaczaca trudnos$cia
w projektowaniu eksperymentu jest ograniczona dostgpno$¢ do materiatu
biologicznego, ktory moze stanowié¢ probe kontrolng dla tkanek GBM. W réznych
eksperymentach, jako materiatl referencyjny wykorzystano tkanki obrzezy guzow,

tkanki nowotworéw mozgu o nizszym (I lub II) stopniu ztosliwosci, tkanki moézgowe od
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pacjentdw ze zdiagnozowanymi innymi chorobami uktadu nerwowego, zdrowe tkanki
moézgowe oraz RNA dostepne komercyjnie wyizolowane z puli tkanek pochodzacych z
roznych rejonow mozgu od zdrowych dawcow (Ambion, FirstChoice® Human Brain
Reference  RNA). Eksperymenty mikromacierzowe wykonane jako pierwsze
uwzglednialy znaczaco mniejsza pule miRNA, w stosunku do badan wykonanych w
ostatnim roku, co wynika m.in. z szybkiego postepu w poznaniu nowych miRNA

(Tabela 1.6).

Tabela 1.6

Wybrane badania, wykonane w latach 2005-2013, dotyczace profilowania miRNA w GBM, z
pominieciem badan z uzyciem linii wyprowadzonych z komorek glejowych [207], komorek
macierzystych glioblastomy [208], ptynu mézgowo-rdzeniowego [209] oraz krwi obwodowej pacjentow
z nowotworami mozgu [145].

Rok [Metoda Stopien Kontrolna (liczba prob) Ios¢ miRNA o[Referencja
ztosliwosci zmienionym
GBM (liczbd poziomie
prob) N !
2005 [Mikromacierze IV (9) Komorki glejowe (nieguzowe) (9) 9 4 [141]
MiRNA
2008 |Mikromacierze |V (bd) Komorki sgsiadujace z guzem (bd) 8 11 [148]
miRNA
2008 |Real-Time PCR  |lll (4), IV (4) |Przero$nicte komorki gleju 4 25 [156]
gwiezdzistego od pacjentow z
padaczka (4)
2009 |Mikromacierze  [IV (3) Zdrowa tkanka mozgu (2) 29 bd [150]
miRNA
2010 [Real-Time PCR Il (3), IV (2) [Zdrowa tkanka mézgu (1) 43 28 [153]
2010 |Real-Time PCR [IV (4) Pierwotny nowotwor moézgu, WHO | 12 2 [154]
I (4)
2010 [Mikromacierze 1 (2), I (1), NjZdrowa tkanka moézgu (3) 9 8 [151]
miRNA (1), IV (1)
2010 [Mikromacierze  [IV (240) Zdrowa tkanka mozgu (10) 30 67 [147]
MiRNA
2010 |Mikromacierze  |lIl  (13), IV|Zdrowa tkanka mozgu (7) 55 29 [155]
miRNA (26)
2010 [Real-Time PCR IV (22) Tkanka z naczyniakow tetniczo- 2 6 [158]
zylnych (6)
2011 |Mikromacierze 1V (354) Zdrowa tkanka méozgu (10) 7 3 [144]
MiRNA
2011 |Glebokie 1V (6) Tkanka mézgowa od pacjentow z 18 38 [157]
sekwencjonowanie dysplazja korowa (3)
2011 |Dot blot, Real-ll (11), Il (2),Tkanka mézgowa od pacjentéw ze 15 11 [152]
Time PCR 1V (11) stwardnieniem zanikowym bocznym
2012 [Mikromacierze  [IV (94) Zdrowa tkanka mozgu (10) 6 6 [146]
miRNA
2012 |Gtebokie 1V (3) Zdrowa tkanka mozgu (3) 33 40 [149]
sekwencjonowanie

bd — brak danych, strzatki skierowane w gore oznaczaja podwyzszony, w dot — obnizony poziom miRNA.
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W literaturze wskazano 303 miRNA o zmienionym profilu ekspresji w GBM w
poréwnaniu z kontrolg. 157 miRNA wystepuja na podwyzszonym, 146 miRNA na
obnizonym poziomie (Tabela 1.7 i 1.8). Najobszerniejszg list¢ miRNA dostarczyty
szeroko zakrojone badania profilowania miRNA wykonane w ramach projektu TCGA
(The Cancer Genome Atlas). Wskazaly one, ze poziom az 97 miRNA jest znaczaco
zmieniony w GBM [147]. Sposrod miRNA typowych dla GBM az 188 wskazano
zaledwie w pojedynczym badaniu, 37 zostaly potwierdzone przez cztery niezalezne
zespoty badawcze. miRNA wskazywane najczeSciej to miR-21, miR-10b oraz miR-25
(wystgpujace na podwyzszonym poziomie) oraz miR-139-5p i miR-218 (na obnizonym
poziomie) (Tabela 1.9). Dla 11 miRNA stwierdzono rozbieznosci w otrzymanych
wynikach (Tabela 1.10). Przyktadowo, grupa badawcza pod kierownictwem Conti
wskazuje, ze poziom miR-221 jest podwyzszony w GBM i koreluje ze stopniem
zto§liwosci nowotworéw glejowych [210], z kolei dwa inne zespoly badawcze
pokazaly, ze miR-221 wystepuje w nowotworach glejowych moézgu na znaczaco

nizszym poziomie niz w tkankach zdrowych [144, 158].
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Tabela 1.7 39 | miR-30e [151]
, . . , _ 40 | miR-30e* [151]
gnRNA. opisane w 11te.r'a1turze, ktérych poziom 41 | miR-32 [149, 155]
jest wyzszy w GBM niz w zdrowych tkankach -
. 42 |miR-34a [155]
moézgowych.
43 |miR-92a [147, 149, 153, 155, 157]
Nr |[miRNA Referencje (miR-92,
1 |let7a [152] miR-92a-3p)
> |let-7b [152] 44 | miR-92b [147, 149, 150, 155, 157]
3 |let-7d [152] 45 |miR-92b*  |[149]
4 |let-7f [152] 46 |miR-93 [147, 149, 150, 153, 155,
: 157
> et 147, 149] 47 |miR-96 154913 153, 155
6 |let7i* [157] = mfR'QS [151' , 159]
7 |miR-9 [146, 149, 151, 152, 154, mir- [151]
155] 49 miR-99%a [149, 155]
miR-9* [150, 151] 50 |miR-105 [155]
9 |mir-10a [150, 153, 155, 157] 51 |miR-106a [144, 147, 153, 155]
10 miR-10b []_4_]_7 148-151, 153, 155- 52 miR-106b [147, 149, 150, 153, 155]
157, 211, 212] 53 |miR-106b*  |[149, 155]
11 |miR-10b* [149, 157] 54 |miR-122*  |[155]
12 |miR-15a [147, 154, 155] 55 |miR-123 [141]
13 |miR15b [147, 150, 152, 155] 56 |miR-125b  |[151, 158]
14 |miR-16 [147, 152, 154, 155] 57 |miR-125b-1 |[141]
15 |miR-17-5p  |[144, 147, 152-155] 58 |miR-125b-2 | [141]
16 |miR-17-3p  [[147, 149, 155] 59 |miR-126 [152]
17 |mir-18a [147] 60 |miR-130a [102, 141, 153, 155, 211]
18 |miR-19a [153-155] 61 |miR-130b [147, 153-155]
19 |miR-19b [149, 153, 155] 62 |miR-130b* | [149]
20 |miR-20a [144, 147, 152-154] 63 |miR-135a*  |[149]
(MiR-20) (miR-135a-
21 |miR-20b  |[155] 3p)
72 TmiR20b" [155] 64 |miR-135b [153, 155]
23 |miR-21 [141, 146-154, 156-158] 65 |miR-136 [151]
24 |miR-21* [149, 157] 66 |miR-138 [146]
26 |miR-23a [147, 150, 155] 68 |miR-141 [150]
27 ImiR-24 [155] 69 |miR-142-3p |[147, 150, 155]
28 |miR-242% |[149] 70 |miR-142-5p |[150, 155]
29 | miR-25 [147, 149, 150, 153-155, 71 |miR-143 [155]
157, 211] 72 |miR-144 [150, 155]
30 |miR-25* [149] 73 | miR-146a [155]
31 |miR-26a [148, 150] 74 |miR-146b-5p |[144, 155]
32 |miR-26b [152] 75 |miR-148a [144, 149, 150]
33 |miR-27a [147, 150] 76 |miR-148a*  |[157]
34 |miR-28 [149, 154] 77 |miR-152 [155]
35 |miR-28-3p  |[149] 78 |miR-155 [146, 147, 152, 153, 155,
36 |miR-29b-1* |[151] 156]
37 |miR-30a5p | [147] 79 |miR-181a-2* |[151, 155]
38 |miR-30b [149] 80 |miR-182 [149, 150, 153, 155, 211]
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81 [miR-182*  |[153] 119 [miR-372 [153]
82 |miR-183 [150, 153] 120 | miR-373 [153, 155]
83 |miR-188 [153, 211] 121 |miR-374a | [152, 155]
84 |miR-193 [144, 153, 155] 122 |miR-374a*  |[149]
(MiR-193a, 123 |miR-374b [155]
MiR-193a-3p) 124 [miR-376c |[155]
85 |miR-195  |[155] 125 [miR-381  |[155]
86 |miR-196b |[147, 150, 155, 157] o6 | minae3 r14]
87 m:giggggg [155] 127 [miR422a  |[147]
55 Tmirzoos (144 128 | miR-424 [155]
89 [miR200c |[153] 129 %?ng%, 47, 159]
90 |miR-205 [153] miR-450a-5p)
91 |miR-206 [153] 130 |miR-451 [148, 150, 155, 211]
92 |miR-208 [153] 131 |miR-486 [148, 150, 211]
93 |miR-210 [147, 152-154, 156] 132 | miR-492 [147]
94 |miR-215 [155] 133 |miR-497 [155]
95 |miR-216 [153] 134 |miR-503 [150]
9 |miR-217 [153, 157] 135 | miR-505 [150, 155]
97 |miR-221 [141, 146] 136 | miR-509-3-5p | [155]
98 |miR-223 [150] 137 [miR-513a-5p |[155]
99 |miR-296 [153] 138 |miR-519d | [148]
100 |miR-296-3p | [157] 139 |miR-532 [150, 155]
101 |miR-301a [153] 140 [miR-542-5p |[150, 155]
102 |miR-302a [153] 141 |miR-542-3p |[149, 150]
103 |miR-302b [153] 142 |miR-546 [151]
104 | miR-302b* | [153] 143 |miR-550 [150, 155]
105 |miR-302¢c [153] 144 |miR-552 [155]
106 |miR-302c* [153] 145 | miR-590 [147]
107 |miR-302d [153] 146 |miR-629 [147]
108 |miR-320 [147, 153, 155] 147 | miR-630 [211]
(miR-320a) 148 [miR-660  [[155]
109 |miR-320b _|[149] 149 [miR671  |[211]
110 |miR-320c | [157] 150 [miR-720 | [149]
111 |miR-320d _ |[157] 151 |miR-886-5p | [155]
112 |miR-335  |[159] 152 |miR-886-3p | [155]
113 |miR-345  |[149] 153 [miR-891a | [157]
114 |miR-347  |[146] 154 |miR-1274b  |[151]
115 |miR-362 |[150] 155 |miR-1280  |[151]
116 |miR-362-3p |[155] 156 |miR-4286 | [149]
117 |miR-367  |[153] 157 |miR-4448  |[157]
118 |miR-371 [153]
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Tabela 1.8

miRNA opisane w literaturze, ktorych poziom
jest nizszy w GBM niz w zdrowych tkankach

moézgowych.

Nr |miRNA Referencje

1 miR-1 [149]

2 miR-7 [147, 149, 152, 156, 157,

211]
3 miR-7-1* [149]
4 miR-15a [146]
5 miR-16 [146]
6 miR-1 [146]
7 miR-22 [157]
8 miR-26b [153]
9 |miR-29b [147, 156]
10 |miR-29c [147]
11 |miR-31 [144, 149, 156]
12 |miR-33 [147, 153, 211]
13 |miR-95 [147, 157]
14 | miR-98 [153]
15 |miR-101 [156]
16 |miR-103 [147, 157]
(miR-103a,
miR-103a-
3p)
17 |miR-103b [157]
18 |miR-107 [147, 153, 156]
19 |miR-124-3p |[147-149, 152, 153, 155,
(miR-124, 156, 211]
miR-124a)
20 |miR-124b [156]
21 |miR-124-1 |[153]
22 |miR-124-5p |[157]
miR-124*
23 |miR-126 [153]
24 |miR-127 [147, 152]
(miR-127-
3p)
25 |miR-128 [147, 152, 155]
26 |miR-128a [148, 153, 156, 158]
(miR-128-1)
27 |miR-128b [147, 148, 153]
(miR-128-2)
28 |miR-129-5p |[[147, 149, 153, 155, 156,
211]

29 |miR-129* [149, 155]

30 |miR-132 [147, 149, 152, 153, 155-
157]

31 |miR-132* [149]

32 |miR-133a [146, 147, 149]
33 | miR-133b [146, 147, 149]
34 |miR-134 [152]
35 |miR-136 [147, 153, 157, 211]
36 |miR-137 [147, 148, 153, 156]
37 |miR-138 [147, 149, 155, 156]
38 |miR-138-1* |[149, 157]
39 |miR-139-5p |[[147, 148, 151-153, 156,
157, 211]
40 |miR-139-3p |([157]
41 |miR-143 [153]
42 |miR-149 [147, 152, 156]
43 | miR-150 [151]
44 | miR-153 [147, 153, 156, 157]
45 | miR-154 [147, 153]
46 | miR-154* [146, 147, 149, 153]
47 |miR-181c [141, 146, 158]
48 |miR-181a [141, 146, 158, 213]
49 |miR-181b  |[141, 158, 213]
50 |miR-184 [154]
51 |miR-185 [156]
52 |miR-187 [156]
53 | miR-187* [155]
54 | miR-190 [148]
55 |miR-191 [149]
56 |miR-198 [155]
57 |miR-203 [146, 147, 149, 153]
58 |miR-211 [151]
59 |miR-212 [157]
60 |miR-218 [147-149, 151, 153, 156,
157, 211]
61 |miR-219 [147, 211]
62 |miR-219-2- |[155]
3p
63 |miR-221 [144, 158]
64 |miR-222 [144, 158]
65 |miR-299-5p |[[147, 148, 153]
66 |miR-301b [157]
67 |miR-323 [146-149, 153, 155, 157]
(miR-323-3p
miR-323a-
3p)
68 | miR-323b-3p |[157]
69 |miR-324-5p |[147]
70 |miR-326 [147]
71 |miR-328 [146, 151, 153, 154]
72 |miR-329 [147, 155]
73 | miR-330 [146, 147]
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74 |miR-330-3p [[152] 121 | miR-638 [155]
75 |miR-331 [147] 122 | miR-656 [147, 149]
76 |miR-338 [147, 153, 155] 123 |miR-664*  [[149]
77 |miR-338-3p [[155] 124 | miR-665 [155]
78 |miR-339-5p |[152] 125 | miR-668 [149]
79 | miR-340 [147] 126 |miR-675b  [[151]
80 |miR-342 [147, 149, 157] 127 |miR-758 [147]
81 |miR-369-5p |[147, 149, 153] 128 |miR-765 [155]
82 |miR-370 [153] 129 |miR-767-5p |[157]
83 |miR-376a* [[147] 130 |miR-769-5p |[147]
84 |miR-377 [147] 131 [miR-769-3p [[149]
85 |miR-379 [147, 157] 132 |miR-770-5p [[157]
86 |miR-380-3p |[147] 133 |miR-873 [157]
87 |miR-382 [157] 134 |miR-876-3p |[149]
88 |miR-383 [147] 135 |miR-885-5p |[157]
89 |miR-409-3p [[147] 136 |miR-885-3p |[149]
90 |miR-409-5p |[147, 152] 137 | miR-889 [157]
91 |miR-410 [147, 149] 138 |miR-935 [149]
92 |miR-411 [147] 139 | miR-940 [149]
93 |miR-411-3p [[157] 140 |miR-1185  |[149]
94 |miR-425 [149] 141 |miR-1224-5p | [149]
95 |miR-432 [147, 149, 155] 142 |miR-1258 | [149]
96 |miR-433 [147, 149] 143 [miR-1270  [[157]
97 |miR-448 [147] 144 |miR-1273d [[157]
98 |miR-483-5p |[148, 155] 145 |miR-1827 | [149]
99 |miR-485-3p |[147, 149] 146 |miR-1908  |[155]
100 |miR-485-5p |[147, 149]

101 [miR-487a  |[147]

102 [miR-487b  [[147, 149, 157]

103 | miR-488 [147]

104 | miR-490 [147]

105 |miR-490-3p |[157]

106 | miR-491 [147]

107 | miR-495 [147, 149, 157]

108 | miR-496 [147]

109 | miR-498 [155]

110 | miR-504 [147, 157]

111 [miR-511-1 |[148]

112 | miR-539 [147]

113 | miR-543 [157]

114 |miR-548i  [[157]

115 |miR-575 [151]

116 |miR-584 [155]

117 | miR-598 [147]

118 | miR-628 [147, 149]

119 [miR-628-3p |[155]

120 | miR-637 [155]
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Tabela 1.9

MiRNA najczgsciej wskazywane w badaniach profilowania miRNA jako typowe dla nowotworow
glejowych moézgu. 1 - podwyzszony, |— obnizony poziom miRNA.

N |miRNA Zmiana w poziomie | Referencje
r miRNA
1 |miR-9-5p 1 [146, 147, 149, 151, 152, 155]
2 [miR-10a-5p 1 [150, 153, 155, 157]
3 |miR-10b-5p ) [141, 144, 148-151, 153, 155-157, 211, 212]
4 |miR-15b-5p T [147, 152, 154, 155]
5 |miR-16-5p T [147, 152, 154, 155]
6 |miR-17-5p 1 [144, 147, 152-155]
7 [miR-20a-5p [144, 147, 152-154]
(MIR-20) 1
8 |miR-21-5p 1 [141, 147-152, 154-157]
9 |miR-25-3p 1 [141, 147, 149, 150, 154, 155, 157, 211]
10 [ miR-92a-3p [141, 147, 149, 153, 155, 157]
(MiR-92a, MiR-92) 1
11 [miR-92b-3p 1 [141, 147, 149, 150, 155, 157]
12 [miR-93-5p 1 [141, 147, 149, 150, 153, 155, 157]
13 [ miR-106a-5p 1 [141, 144, 147, 153, 155]
14 [ miR-106b-5p 1 [141, 147, 149, 150, 153, 155]
15 [ miR-130a-3p 1 [141, 147, 153, 155, 211]
16 | miR-130b-3p 1 [147, 153-155]
17 [ miR-155-5p 1 [146, 147, 152, 153, 155]
18 [ miR-182-5p 1 [149, 150, 153, 155, 211]
19 [miR-196b-5p 1 [147, 150, 155, 157]
20 | miR-210 1 [146, 147, 152-154]
21 [miR-251 [148, 150, 155, 211]
(MiR-451a) 1
22 [miR-7-5p | [146, 147, 149, 152, 157, 211]
23 [miR-124-3p [147, 148, 152, 153, 155, 156, 211]
(MiR124a, miR-214) !
24 [ miR-128-3p [148, 150, 153, 156]
(MiR-1284) l
25 | miR-129-5p | [147-149, 153, 155, 156, 211]
26 | MiR-132-3p | [147, 152, 153, 155-157]
27 [miR-136-5p | [147, 153, 157, 211]
28 | miR-137 | [146-148, 153]
29 | MiR-138-5p | [146, 147, 149, 155]
30 | miR-139-5p | [147, 148, 151-153, 156, 157, 211]
31 | miR-153-3p | [147, 153, 156, 157]
32 | miR-154-3p | [147, 149, 153, 156]
33 [ miR-181a-5p | [141, 146, 150, 213]
34 | miR-203a | [147, 149, 153, 156]
35 | MiR-218-5p | [147-149, 151, 156, 157, 211]
36 | miR-323a-3p (MIR-323) | [147-149, 153, 156]
37 | miR-328-3p | [151, 153, 154, 156]
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Tabela 1.10

miRNA, co do ktérych poziomu w tkankach guzéw glejowych mozgu istniejg rozbieznoscei.
1 - podwyzszony, |— obnizony poziom miRNA.

. Zmiana w poziomie -
miRNA MIRNA Referencje
. 1 [147, 154, 155]
miR-15a
! [146]
i 1 [147, 152, 154, 155]
miR-16
! [146]
miR-22 f [155]
! [157]
miR-26b f [5]1152]
! [153]
miR-98 ! [154]
! [153]
miR-126 f [152]
! [153]
miR-136 f [151]
! [147, 153, 157, 211]
: 1 [146]
miR-138
! [147, 149, 155, 156]
miR-143 ! [15%]
! [153]
miR-221 f [141, 146]
! [144, 150]
miR-383 ! [148]
! [147]

64 miRNA wytypowane przez nas w analizie mikromacierzowej, jako wyst¢pujace na
istotnie zmienionym poziomie w tkankach guzow glejowych mézgu w poréwnaniu z
tkankami zdrowymi, opisano wczesniej w literaturze jako typowe dla nowotworow
glejowych moézgu IV stopnia ztosliwosci. 29 sposrdd nich (m.in. miR-21, miR-155,
miR-210, miR-15b, miR-93 and miR-25) wystepuje na podwyzszonym, 35 na
obnizonym poziomie (np. miR-7, miR-139-5p, miR-218, miR-137). 33 wskazane przez

nas miRNA nie byly wczes$niej skorelowane z nowotworami mozgu.

Poznanie swoistego dla GBM profilu ekspresji miRNA znaczaco zwigksza mozliwosci
diagnozy i prognozowania tych nowotworéw. Nadal jednak jestesmy dalecy od
zrozumienia mechanizmow regulacji komorkowej z udziatem miRNA, a zatem rowniez
od ich wykorzystania jako potencjalne cele terapeutyczne. Zgodnie z przyjetym

modelem przecigtny ludzki miRNA moze rozpoznawac i regulowac ekspresj¢ nawet
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100-1000 réznych targetow, a ekspresja jednego mRNA moze podlega¢ regulacji nawet
przez 1000 réznych miRNA. Rodzi to pytanie o specyficznos¢ dziatania tych krotkich
RNA. Ostatnio pojawity si¢ doniesienia, ze miRNA moga funkcjonowaé poza
kompleksem RISC. Obserwujac podobienstwo sekwencji miRNA i innych krotkich
RNA (Rysunek 4.6) oraz majac na uwadze strukture i funkcje tych drugich, mozna
wnioskowa¢, ze miRNA przyjmujg w komorce strukturg, co potencjalnie przektada si¢
na ich wilasciwosci 1 funkcje. Poznanie struktury miRNA moze przyczyni¢ si¢ do
zrozumienia mechanizmow zaleznej od MiRNA regulacji komérkowej oraz patogenezy
choréb u podtoza ktérych lezag te krotkie niekodujace RNA. Probujac zrozumied
wielofunkcyjno$é, a zarazem specyficzno§¢ miRNA postanowitam sprawdzi¢ czy

miRNA tworzg strukture i w jaki sposob przektada si¢ ona na ich wlasciwosci 1 funkcje.

Kolejne czgéci pracy dotyczg badan majacych na celu okreslenie struktury wybranych
miRNA nadreprezentowanych w komorkach glejaka wielopostaciowego (miR-21, miR-
93, miR-296, miR-10b oraz miR-15b) oraz otrzymanie narzedzi pozwalajacych na

obnizenie ich poziomu w komorkach.
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2. Badania struktury dojrzalych miRNA oraz ich prekursoréw

Okreslono struktury dojrzatych miRNA (miR-21, miR-93, miR-296, miR-10b) oraz pre-
miR-21 (i) metodg mapowania enzymatycznego z wykorzystaniem specyficznych
nukleaz. RNazy T1, RNazy V1, nukleazy S1 oraz RNazy H1 w obecnosci
oligodeoksyrybonukleotydéw, (ii)) metoda mapowania chemicznego (w obecnoSci
jonéw otowiu) oraz (iii) z uzyciem metod spektroskopowych (CD, NMR, UV/Vis).
Dodatkowo okreSlono struktury drugorzedowe pozostatych dojrzatych miRNA
zdeponowanych w bazie miRBASE v.19.

2.1. Analiza struktury z zastosowaniem metod biochemicznych oraz
spektroskopii NMR, UV/Vis i CD

2.1.1. miR-21

RNaza V1, enzym hydrolizujacy wigzania fosfodiestrowe po dowolnych nukleotydach
zaangazowanych w oddzialtywania drugorzedowe Iub warstwowe, najwydajniej
hydrolizuje wigzania w obrebie miR-21 po A6, C9, A10 oraz G15 (Rysunek 2.1 (A)).
Whioskuj¢ zatem, ze reszty te znajduja si¢ w rejonach zaangazowanych w tworzenie
struktury drugorzgdowej. Rejony te nie sg hydrolizowane (badz jedynie w nieznacznym
stopniu) przez nukleaz¢ S1 wykazujaca specyficznos¢ wzgledem rejondw
jednoniciowych. Nukleaza ta z kolei hydrolizuje RNA w rejonie G18-G21,
stanowigcym niesparowany koniec 5° miR-21 (Rysunek 2.1 (B)). Analiza profilu
hydrolizy RNA przez RNazy T1 w warunkach natywnych potwierdza, ze miR-21 moze
przyjmowac¢ struktur¢ drugorzedows, z G11, G15 oraz G18 w obrebie trzonu spinki do
wlosow, alternatywnie w rejonie dwuniciowym dupleksu miR-21 (obserwujemy
wyraznie stabsza hydroliz¢ RNA po tych nukleotydach). Obserwowano wyraznie
wydajniejsza hydrolize po guanozynach G3 i G21, co sugeruje, ze znajduja si¢ one w

obrebie wolnych koncow czasteczki miR-21 (Rysunek 2.1 (C)).

RNaza H1 hydrolizuje miR-21 z r6zng wydajnoscig w zaleznosci od uzytego w reakcji
szescionukleotydowego oligodeoksyrybonukleotydu (O1, 09-012). Kompleksy RNA-
DNA sa rozpoznawane 1 hydrolizowane przez RNaze¢ HI. Stopien hydrolizy
odzwierciedla dostgpnos¢ poszczegdlnych rejondéw miRNA dla komplementarnych do
nich oligo DNA. W reakcjach z O1 i O10 stopien hydrolizy RNA jest najnizszy, co

wskazuje najmniejszg dostepnos¢ komplementarnych do nich rejonéw miR-21. Moze to
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wynika¢ z ich zaangazowania w tworzenie struktury drugorzedowej RNA (Rysunek 2.1

(E, F)).

Hydroliza miR-21 w obecnos$ci jonéw Pb?* zachodzi najwydajniej w rejonach C4G6,
C13U14, U19G21 oraz U8, stabiej A7-Al12 i G15-G18 (Rysunek 2.1 (D)). Dowodzi to,

ze MiR-21 moze tworzy¢ strukture drugorzedowa, z rejonem dwuniciowym, w rejonie
AT7-Al12 oraz G15-G18.

Zastosowane metody analizy struktury RNA wskazujg, ze miR-21 tworzy strukture
drugorzg¢dows, nie rozstrzygaja jednak czy mamy do czynienia ze strukturg spinki do
wloséw czy z dupleksem miR-21. W tworzeniu obu tych struktur zaangazowane sa
wigzania wodorowe miedzy tymi samymi parami zasad miR-21, dlatego nie jest

mozliwe ich rozrdznienie w oparciu o otrzymane wyniki.
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Rysunek 2.1

Analiza struktury miR-21 z zastosowaniem metod mapowania enzymatycznego (A, B, C, F) oraz
chemicznego (D).

A, B, C, D, F. Autoradiogramy 20 % zeli poliakrylamidowych z produktami hydrolizy miR-21 z
udzialem RNazy V1, nukleazy S1, RNazy T1 w warunkach natywnych, w obecno$ci Pb%* oraz RNazy H1
w obecnosci oligodeoksyrybonukleotydow komplementarnych do réznych rejonéw miR-21.

A. V1 - ograniczona hydroliza z udziatem RNazy V1 (0, 0.0001, 0.0002, 0.0004 u/ul).
B. S1 - ograniczona hydroliza z udzialem nukleazy S1 (0, 0.0011875, 0.002375, 0.00475, 0.0095 u/ul).

C. T1(N) - ograniczona hydroliza z udzialem RNazy T1 (0, 0.04, 0.02, 0.01 uw/pl) w warunkach
natywnych.

D. Pb? - hydroliza z udziatem Pb%* (0, 0.1, 0.5, 0.9 mM).

E. Sekwencje oligodeoksyrybonukleotydow (O1, 09-O12) komplementarnych do réznych rejonéw miR-
21. Na czerwono zaznaczono sekwencje miR-21.

F. O1, 09-012 - ograniczona hydroliza z udziatem RNazy H1 (0.04 u/ul) w réznych stezeniach (0, 1.25,
2.5, 5, 10 uM) oligodeoksyrybonukleotydow (O1, 09-012).

G. Schemat struktury drugorzedowej miR-21 (spinki do wiosow oraz dupleksu) ze wskazanymi
miejscami hydrolizy indukowanymi przez RNazg T1, RNazg¢ V1, nukleaze S1, RNazg H1 w obecnosci
01, 09-012 oraz Pb*".

C — kontrola reakcji, L - alkaliczna hydroliza w kontrolowanych warunkach, T1 - ograniczona hydroliza z
udziatem RNazy T1(0.025u/ul) w warunkach denaturujacych. Wzrost stezenia RNazy V1, nukleazy S1,
RNazy S1, RNazy T1, oligodeoksyrybonukleotydow zaznaczono grotami. Produkty hydrolizy wskazano
na autoradiogramach.

W zakresie przesunig¢ chemicznych typowych dla kanonicznych par zasad Watsona-
Cricka (11.5-14.3 ppm) widma jednowymiarowego H,O/D,0 (9:1, v/v) obserwowano
pie¢ sygnalow pochodzgcych od iminowych atomow wodoru (Rysunek 2.2 (A)). Na
podstawie rozkladu sygnatéw iminowych widma heterojadrowego *H->N HSQC
rozroézniono protony iminowe pochodzace od reszt guanozyny oraz urydyny (Rysunek

2.2 (B)). Dwa pierwsze sygnaty przesunigte w kierunku nizszego pola pochodza od
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protonow iminowych reszt urydyny, kolejne dwa od protonéw iminowych reszt
guanozyny. Ich rozréznienie jest mozliwe dzigki duzej réznicy przesuni¢¢ chemicznych
atomow azotu dla tych reszt nukleotydowych. Charakterystyczne warto$ci przesunigcia
chemicznego dla atomdéw azotu N1 w guanozynie mieszczg si¢ w przedziale 145-148

ppm, dla atoméw azotu N3 w urydynie w przedziale 157-162 ppm (Rysunek 2.2 (B)).

Na podstawie analizy sygnatow korelacyjnych dwuwymiarowego widma
homojadrowego 2D NOESY ustalono kontakty NOE pomiedzy iminowymi atomami
wodoru U14-G15, U8-G15 oraz G11-U14. Pozwolito to wyznaczy¢ cztery kolejne pary
zasad: G11-C13, A10-U14, C9-U15, U8-Al16 (Rysunek 2.2 (C, D)). Ze wzgledu na
niska intensywno$¢ sygnatu od protonu iminowego Ul7 nie obserwOwano sygnatu
korelacyjnego z udziatem tego protonu. W widmach *H NMR nie odnotowano takze
sygnatow rezonansowych protonéw iminowych reszt U6 oraz G18 cho¢ teoretycznie
reszty te moga by¢ zaangazowane w tworzenie niekanonicznej pary zasad G:U. Jest to
czeste dla par terminalnych i wynika z szybszej w skali czasu NMR wymiany protonéw

iminowych w obrebie takiej pary niz w przypadku pozostatych par zasad.

Opisane powyzej wyniki otrzymano na podstawie pomiaréw z uzyciem spektroskopii
NMR w warunkach sprzyjajacych powstawaniu formy dupleksu - stosunkowo
wysokiego stezenia RNA (0.7 mM) oraz soli (150 mM NaCl). W warunkach
sprzyjajacych powstawaniu spinki do wtosow, w nizszych stgzeniach RNA oraz soli,
nie obserwowano dodatkowych sygnalow mogacych $wiadczy¢ o obecnos$ci
dodatkowej formy miR-21. Przesunigcia chemiczne protonéw iminowych sg niemal
identyczne w zakresie 26 uM - 0.7 mM RNA oraz w 50 — 150 mM NaCl (Rysunek 2.2

(E)).

Na widmach otrzymanych w niskich temperaturach (2 — 25 °C) rowniez nie
obserwowano dodatkowych sygnatow, ktore mogtyby pochodzi¢ od formy spinki do
wloséw. Wraz ze wzrostem temperatury obserwowano jedynie zanik sygnalow
protonéw iminowych reszty U17 oraz U8 co $wiadczy o topieniu struktury (poczynajac

od najbardziej terminalnych par) (Rysunek 2.2 (F)).

Z uzyciem metod spektroskopii NMR potwierdzono, ze miR-21 tworzy strukture
drugorzgdowsg oraz wyznaczono reszty nukleotydowe miR-21 zaangazowane w
wigzania wodorowe. Na podstawie otrzymanych widm nie mozna jednoznacznie

okresli¢ czy miR-21 przyjmuje forme spinki do wlosow czy dupleksu. Nie mozna
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wykluczy¢é wspotistnienia obu form w roztworze. Ograniczenie to wynika z
zaangazowania takich samych par zasad w wigzania wodorowe zar6wno w spince do
wloséw jak i dupleksie miR-21 oraz bardzo podobnych kontaktéw NOE dla obu tych

form.
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Rysunek 2.2
Analiza struktury miR-21 z uzyciem metod spektroskopii NMR.
A. Rejon iminowy widma *H NMR miR-21.

B. Widmo *H-">N HSQC miR-21. Sygnatom przypisano protony iminowe reszt urydyny oraz protony
iminowe reszt guanozyny.

C. Rejon iminowy widma ‘H-'H 2D NOESY miR-21 w 15 °C. Sygnalom iminowym przypisano
poszczegolne reszty nukleotydowe.

D. Widmo 2D NOESY miR-21 w 15 °C. Zaznaczono kontakty NOE pomiedzy iminowymi atomami
wodoru: a — U8:NH1-A16:H2, b — U14:NH1-A10:H2, ¢ — G11:NH1-C13:NH4, d - G11:NH1-C13:NH4,,
e - G15:NH1-C9:NH4,, f - G15:NH1-C9:NH4,. Wyznaczono cztery kolejne pary zasad: G11-C13, Al10-
U14, C9-U15, UB-Al6.

E. Rejon iminowy widm *H NMR otrzymanych dla miR-21 w roznych stezeniach RNA (0.026, 0.18,
0.57. 0.7 mM) w obecnosci 50 lub 150 mM NaCl.

F. Rejon iminowy widm *H NMR otrzymanych dla miR-21 w réznych temperaturach (2, 7, 15, 25 °C).

Widma otrzymano w H,O:D,0 (90 %:10 %), 150 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,/NaH,PO,4, 0.1 mM
EDTA, 0.7 mM miR-21, w 7 °C (chyba, ze wskazano inaczej).

Temperatury topnienia miR-21 wyznaczone z uzyciem metod spektroskopii UV/Vis
oraz CD rosng wraz ze wzrostem st¢zenia miRNA w przedziale 0.8 - 73 uM. Na
podstawie wykresu zaleznosci Tr, od stgzenia RNA mozliwe jest rozréznienie spinki do
wloséw 1 dupleksu. Gdy RNA przyjmuje struktur¢ w obrgbie jednej czasteczki
(przyktadowo struktura spinki do wtosow) temperatura topnienia RNA nie zalezy od

jego stezenia. W przypadku dupleksoéw, T, ro$nie wraz ze wzrostem stgzenia RNA.

Wyniki otrzymane dla miR-21 wskazuja, ze w przedziale badanych stezen, 0.8 - 73 uM,
przyjmuje on forme dupleksu (Rysunek 2.3). Potwierdzity to widma CD miR-21. Sa
one typowe dla struktur A-RNA, a profile topnienia krzywych CD otrzymane dla dwoch
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stezen RNA (4.2 uM oraz 22.6 uM) roznig si¢ o 7 °C. Wskazuje to, ze w badanych
warunkach miR-21 przyjmuje forme dupleksu (Rysunek 2.3 (C, D, E)).

A
Analiza krzywych topnienia/btedy pomiarowe
dH (kcal/mol) ds (cal/K-mol) dG (kcal/mol, 37 °C)  Tm (°C,1.0e-4M)
-69.47+18.931 -196.83+60.739 -8.43+0.229 49.8
Analiza zaleznosci Ty, od stezenia RNA/bledy pomiarowe
dH (kcal/mol) dS (cal/K-mol) dG (kcal/mol, 37 °C) Tm (°C,1.0e-4M)
-83.39+1.266 -241.54+4.021 -8.47+0.020 47.8
B Cc
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Rysunek 2.3
Analiza struktury miR-21 z zastosowaniem metod spektroskopii UV/Vis oraz CD.

A. Wartos$ci parametrow termodynamicznych (T, entalpia, entropia oraz energia swobodna) wyznaczone
z uzyciem spektroskopii UV/Vis oraz oprogramowania MeltWin 3.5. Zalezno$¢ Ty, od stezenia miR-21 (
0.8-73 uM).

B, C. Widma CD wykonane dla dwoch réznych stezen miR-21 (4.2 uM oraz 22.6 pM) otrzymane przy
dtugosci fali 260 nm, w zakresie temperatur od 10 do 75 °C.

D. Widmo CD miR-21 (13.2 uM) w 25 °C.
Widma otrzymano w 150 mM NacCl, 10 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 6.6, 0.1 mM EDTA.
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2.1.2. miR-93

RNaza V1 wydajnie hydrolizuje miR-93 w rejonach C8U9G10 oraz C16C17G18,
nukleaza S1 - A3A4G5 oraz U12C13G14. Otrzymany profil hydrolizy RNA wskazuje,
ze miR-93 przyjmuje strukture drugorzedowsa, spinke do wlosow badz dupleks.
Hydroliza RNA po U12, C13 oraz G14 indukowana przez nukleaze S1 sugeruje, ze W
badanych warunkach miR-93 tworzy struktur¢ spinki do wlosow, z mniejszym

prawdopodobienstwem dupleks (Rysunek 2.4).
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Rysunek 2.4

Analiza struktury miR-93 z zastosowaniem metod mapowania enzymatycznego (A, B).

A, B. Autoradiogramy 20 % zelu poliakrylamidowego z produktami hydrolizy miR-93 z udziatem RNazy
V1 (A) oraz nukleazy S1 (B).

A. V1 - ograniczona hydroliza z udziatem RNazy V1 (0.0002 u/ul).
B. S1 - ograniczona hydroliza z udziatem nukleazy S1 (0.00475 u/pl).

C. Schemat struktury drugorzedowej miR-93 (spinki do wiloséw oraz dupleksu) ze wskazanymi
miejscami hydrolizy indukowanymi przez RNazg¢ T1, RNaz¢ V1 oraz nukleazg S1. Produkty hydrolizy
wskazano na autoradiogramach.

C — kontrola reakcji, L - alkaliczna hydroliza w warunkach kontrolowanych, T1 - ograniczona hydroliza z
udzialem RNazy T1 (0.025u/ul) w warunkach denaturujacych.
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Widmo protonowe NMR miR-93 otrzymane w 50 mM NaCl wskazuja wspotistnienie
dwoch struktur miR-93, spinki do wloséw i dupleksu. Sygnaly pochodzace od formy
spinki nie wystepuja na widmach otrzymanych w wyzszym, 150 mM, stezeniu NaCl.
Oznacza to, ze w buforze o wyzszej sile jonowej miR-93 preferencyjnie przyjmuje
forme dupleksu (Rysunek 2.5 (A)).

Na podstawie widma heterojadrowego *H — N HSQC miR-93 rozrézniono sygnaty
pochodzace od protondéw iminowych reszt guanozyny oraz urydyny (Rysunek 2.5 (B)).
Analiza sygnalow korelacyjnych dwuwymiarowego widma homojadrowego 2D
NOESY pozwolita przypisa¢ sygnaly iminowe poszczegdlnym resztom nukleotydowym
(Rysunek 2.5 (C)). Okreslono kontakty NOE pomig¢dzy iminowymi atomami wodoru:
U9:NH1-A18:H2, G19:NH1-C8:NH4,, G19:NH1-C8:NH4;, G14:NH1-C13:NH4,,
G14:NH1-C13:NH4;, G10:NH1-C17:NH4,, G10:NH1-C17:NH4; (Rysunek 2.5 (D)).
Analiza sekwencyjnych oraz migdzyniciowych kontaktow NOE pomigdzy iminowymi
atomami wodoru reszt guanozyny oraz urydyny pozwolita zidentyfikowaé rejon
pomiegdzy resztami C8-G19 jako dwuniciowy. Oprocz kanonicznych par zasad typu
Watsona-Cricka obserwowano rowniez powstawanie niekanonicznych par zasad
U12:U15 oraz G16:U11. Swiadcza o tym silne sygnaty korelacyjne pomigdzy
protonami iminowymi tych reszt. Obecno$¢ pary U12:U15 oraz G14:C13 jednoznacznie
wskazuje, ze w 150 mM NaCl miR-93 (0.75 mM) wystepuje w postaci homodupleksu.
W przypadku spinki do wloséw reszty od U12 do Ul5 tworzytyby petle i nie bylyby

zaangazowane w tworzenie par zasad.

Wraz ze wzrostem temperatury, w zakresie od 2 do 45 °C, obserwowano zanik
sygnatow pochodzacych od protonéw iminowych terminalnych reszt nukleotydowych.
Najpozniej zanikajacy sygnal pochodzi od protonéw iminowych reszty Gl4, co
potwierdza, ze w badanych warunkach miR-93 przyjmuje forme dupleksu (Rysunek 2.5
(E)).

miR-93 tworzy struktur¢ drugorzgdows, preferencyjnie spinke do wlosow w
nanomolarnych stezeniach miRNA oraz 50 mM NaCl, dupleks przy wyzszej sile
jonowej oraz milimolarnych stezeniach RNA. Mapowanie enzymatyczne oraz
spektroskopia NMR daja jednoznaczng odpowiedz na temat struktury miR-93, dlatego
nie wykonano dodatkowych analiz z uzyciem innych metod uzytych podczas analizy

struktury miR-21.
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Rysunek 2.5

Analiza struktury miR-93 z uzyciem metod spektroskopii NMR.

A. Rejon iminowy widma *H NMR miR-93 otrzymanego w 25 °C w 150 mM (powyzej) oraz 50 mM
NaCl (ponizej). Sygnaty iminowe dla formy spinki do wlos6w zaznaczono *.

B. Widmo *H-""N HSQC miR-93. Sygnatom przypisano protony iminowe reszt urydyny oraz protony
iminowe reszt guanozyny.

C. Rejon iminowy widma *H-'H 2D NOESY miR-93. Sygnatom iminowym przypisano poszczegodlne
reszty nukleotydowe.

D. Widmo 2D NOESY miR-93. Zaznaczono kontakty NOE pomiedzy iminowymi atomami wodoru: a —
U9:NH1-A18:H2, b — G19:NH1-C8:NH4,, ¢ — G19:NH1-C8:NH4; d - G14:NH1-C13:NH4,, e -
G14:NH1-C13:NH44, f - G10:NH1-C17:NH4,, g - G10:NH1-C17:NH4,.

E. Rejon iminowy widm *H NMR otrzymanych dla miR-93 w roznych temperaturach (5, 25, 40, 45 °C).

Widma otrzymano w H,0:D,0 (90%:10%), 150 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,/NaH,PO,4, 0.1 mM EDTA,
0.75 mM miR-93, w 15 °C (chyba, ze wskazano inaczej).
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2.1.3. miR-296

W warunkach natywnych RNaza T1 najwydajniej hydrolizuje miR-296 po G20,
znaczaco stabiej po G2, G3 i G4 (Rysunek 2.6 (B)). Sugeruje to, ze guanozyny w
pozycjach 2, 3 i 4 zaangazowane s3 w oddzialywania drugorzgdowe. Wynik ten nie
rozstrzyga jednak czy miR-296 tworzy struktur¢ w obrgbie jednej czasteczki czy
wystepuje w formie dupleksu. Rozstrzygajacy jest z kolei profil hydrolizy tego miRNA
przez RNaze V1 specyficzng wzglegdem rejonéw dwuniciowych. Najwydajniej
hydrolizuje ona miR-296 w rejonie C10C11U12C13A14 oraz po G3 (Rysunek 2.6 (A)).
Rejon ten tworzy sparowania w spince do wtosow, pozostaje z kolei jednoniciowy w
dupleksie miR-296 (Rysunek 2.6 (C)), zatem otrzymany profil wyklucza dupleks miR-
296.
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Rysunek 2.6
Analiza struktury miR-296 z uzyciem metod mapowania enzymatycznego

A, B. Autoradiogramy 20 % zelu poliakrylamidowego z produktami hydrolizy miR-296 z udziatem
RNazy V1 (A) oraz RNazy T1 w warunkach natywnych (B).

A. V1 - ograniczona hydroliza z udziatem RNazy V1 (0, 0.00002, 0.00004 u/pl).

B. T1 - ograniczona hydroliza z udziatem RNazy T1 (0.001 u/ul) w warunkach natywnych, bez (1) oraz
w obecnosci Mg?'.

C. Schemat struktury drugorzedowej miR-296 (spinki do wloséw oraz dupleksu) ze wskazanymi
miejscami hydrolizy indukowanymi przez RNazg¢ T1 oraz RNazg¢ V1. Produkty hydrolizy wskazano na
autoradiogramach.

C — kontrola reakcji, L - alkaliczna hydroliza w kontrolowanych warunkach, T1 - ograniczona hydroliza z
udziatem RNazy T1 (0.025u/pul) w warunkach denaturujgcych.
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Widmo protonowe NMR wskazuje, ze w roztworze, w badanych warunkach
wspotistniejg dwie struktury miR-296 - spinka do wloséw oraz dupleks (Rysunek 2.7).
Zarejestrowano osiem sygnatow pochodzacych od protondw iminowych reszt
nukleotydowych. Zastosowane narzedzia oraz metody jednoznacznie wskazujg, ze miR-
296 tworzy strukture drugorzedowa, w nanomolarnych stezeniach miRNA oraz 50 mM
NaCl spinke do wltosow, w wyzszej sile jonowej oraz milimolarnych stgzeniach RNA

dupleks. Nie byto uzasadnione wykonanie dodatkowych analiz.
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Rysunek 2.7
Analiza struktury miR-296 z uzyciem metod spektroskopii NMR.

Rejon iminowy widma *H NMR miR-296 otrzymanego H,0:D,0 (90 %:10 %), 150 mM NaCl, 10 mM
Na,HPO,/NaH,PO,, 0.1 mM EDTA, 0.3 mM miR-296, w5 °C.

2.1.4. miR-10b

RNaza V1 najwydajniej hydrolizuje miR-10b w rejonie C14 - U19, RNaza T1, w
warunkach natywnych, zaréwno w obecnosci jak przy barku jonow Mg?*, po G7
(Rysunek 2.8 (A)). Wyraznie mniej wydajna hydroliza po G10, G15, G21 §wiadczy o
zaangazowaniu tych nukleotydow w struktur¢ drugorzedowsg (Rysunek 2.8). Otrzymane
wyniki pozwolily zidentyfikowaé rejon C14-G21 jako dwuniciowy, co dowodzi, ze w

badanych warunkach miR-10b wystepuje w formie dupleksu.

Potwierdzaja to wyniki analizy z uzyciem metod spektroskopii NMR. W rejonie
iminowym widma protonowego NMR miR-296 wystepuja cztery sygnaty pochodzace
od protondéw iminowych reszt nukleotydowych zaangazowanych w tworzenie struktury
drugorzedowej. W przypadku miR-10b, w przeciwienstwie do opisanych wczeséniej
mMIRNA (miR-21, miR-93 oraz miR-296) nie obserwowano dodatkowych sygnatow
mogacych swiadczy¢ o wspoétistnieniu dwoch form strukturalnych miR-10b (Rysunek
2.8 (B)). Otrzymane wyniki jednoznacznie pokazuja, ze miR-10b przyjmuje strukture

dupleksu. Nie byta konieczna ich weryfikacja z uzyciem innych metod.
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Rysunek 2.8
Analiza struktury miR-296 z uzyciem metod mapowania enzymatycznego (A) oraz spektroskopii NMR
(B).

A. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego z produktami hydrolizy miR-10b z udziatem RNazy
T1(0.001 u/pl) w warunkach natywnych przy braku (N1) oraz w obecnosci (N2) Mg?* oraz z produktami
ograniczonej hydrolizy z udziatem RNazy V1 (0.00002, 0.00004 u/ul).

B. Rejon iminowy widma *H NMR miR-10b otrzymanego w H,0:D,0 (90%:10%), 150 mM NaCl, 10
mM Na,HPO,/NaH,PO,, 0.1 mM EDTA, 0.083 mM miR-10b, w 5 °C.

C. Schemat struktury drugorzedowej miR-10b ze wskazanymi miejscami hydrolizy indukowanej przez
RNaze T1 oraz RNazg V1.

Produkty hydrolizy wskazano na autoradiogramach. C — kontrola reakcji, L - alkaliczna hydroliza w
warunkach kontrolowanych, D - ograniczona hydroliza z udziatem RNazy T1 (0.025 u/pl) w warunkach
denaturujacych.

2.1.5. pre-miR-21

Potwierdzono uzyteczno$¢ opisanych powyzej metod biochemicznych w badaniach
struktury RNA. Dowiedziono na przyktadzie pre-miR-21, ze RNaza T1, V1 oraz
nukleaza S1 wykazuja znaczng czutos¢ wzgledem struktury RNA. Uzyskane wyniki
analizy struktury pre-miR-21 sg zgodne z ogodlnie przyjeta wiedza, ze prekursory
miRNA przyjmuja strukture spinki do wloséw. Potwierdzaja tym samym uzyteczno$¢
zastosowanych narz¢dzi do mapowania struktury krotkich RNA. Wyniki mapowania

struktury pre-miR-21 przedstawiono ponize;j.

Strukture drugorzedowa pre-miR-21 okreslono na podstawie profilu hydrolizy RNA z
uzyciem (i) RNazy V1, (ii) nukleazy S1, (iii) RNazy T1 w warunkach denaturujacych i
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natywnych oraz (iv) RNazy H1 w obecnosci oligodeoksynukleotydow (O1-O8)

komplementarnych do réznych rejonéw pre-miR-21.

Pre-miR21 ulega hydrolizie w pozycjach C4-C16, U21-G32, C52-U55 oraz U64-U68 w
obecnosci RNazy V1, co wskazuje, ze reszty tych nukleotydéw zaangazowane sg w
tworzenie struktury drugorzgdowej tego RNA. Rejon A42-C51 i C56 —-C63 oraz
pozycje Al7, A23 i A29 s3 oporne na cigcia z udzialem RNazy V1, pomimo ze
przewiduje sig¢, ze znajduja si¢ one w rejonach dwuniciowych pre-miR-21 (Rysunek 2.9
(A, B)). Nukleaza S1 najwydajniej hydrolizuje pre-miR-21 w pozycjach G35-UG60.
RNaza T1 w warunkach denaturujacych hydrolizuje pre-miR-21 po kazdej guanozynie,
w warunkach natywnych kilkukrotnie wydajniej w pozycji G35 niz w G32, G44 i G45
(Rysunek 2.9 (C, D)).
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Rysunek 2.9
Analiza struktury pre-miR-21 z uzyciem metod mapowania enzymatycznego.
A, B, C, D. Autoradiogramy 20 % zeli poliakrylamidowych z produktami hydrolizy pre-miR-21 z
udziatem RNazy T1, RNazy V1 oraz nukleazy S1.

A, B. V1 - ograniczona hydroliza z udziatem RNazy V1 (0, 0.0002 u/ul), S1 - ograniczona hydroliza z
udziatem nukleazy S1 (0.0095 u/ul).

C, D. N1 - ograniczona hydroliza z udziatem RNazy T1 (0, 0.025, 0.05 u/ul) w warunkach natywnych,
N2 - ograniczona hydroliza z udzialem RNazy T1 (0, 0.025 u/ul, 0.05 v/ul) w warunkach natywnych, w
obecnosci Mg?".

C - kontrola reakcji, L - alkaliczna hydroliza w kontrolowanych warunkach, T1 - ograniczona hydroliza z
udzialem RNazy T1 (0.025u/pl) w warunkach denaturujacych. Produkty hydrolizy wskazano na
autoradiogramach.

E. Schemat struktury drugorzgdowej pre-miR-21 ze wskazanymi miejscami hydrolizy indukowanymi
przez RNaze T1, RNazg V1 oraz nukleazg S1.
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Okreslono dostepno$¢ poszczegdlnych rejonéw pre-miR-21 na postawie wynikow
analizy wydajnosci hydrolizy RNA przez rybonukleazg H1 w obecnosci
oligodeoksyrybonukleotydéw komplementarnych do réznych rejonéow pre-miR-21 (O1-
08). Rybonukleaza H1 hydrolizuje pre-miR-21 jedynie w obecnosci OS5,
komplementarnego do rejonu G35-C41. Wskazuje to, ze rejon ten tworzy fragment
jednoniciowy tego pre-miRNA, petle spinki do wloséw (Rysunek 2.10). Pozostate
rejony pre-miR-21 sg niedostepne dla oligomeréw DNA, co wskazuje, ze tworzg rejon

dwuniciowy.
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Rysunek 2.10
Analiza struktury pre-miR-21 z uzyciem RNazy H1.

A. Sekwencje oligodeoksyrybonukleotydéw (O1-0O8) komplementarnych do réznych rejondéw pre-miR-
21. Sekwencje¢ miR-21 zaznaczono na czerwono.

B. Autoradiogramy 20 % zeli poliakrylamidowych z produktami hydrolizy pre-miR-21 z udzialem
RNazy H1 (0.04 u/ul) w obecnoéci réznych stezen (5 i 10 M) oligodeoksyrybonukleotydow (O1-0O8).
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C - kontrola reakcji, L - alkaliczna hydroliza w kontrolowanych warunkach, T1 - ograniczona hydroliza z
udzialem RNazy T1 (0.025 u/pl) w warunkach denaturujacych. Produkt hydrolizy wskazano na
autoradiogramach.

C. Schemat struktury drugorzedowej pre-miR-21 ze wskazanym miejscem hydrolizy indukowanej przez
RNaz¢ H1 w obecnosci oligodeoksyrybonukleotydu OS5 (zaznaczony ciagla, czarng linig). Sekwencje
miR-21 zaznaczono na czerwono.

Profil produktow hydrolizy pre-miR-21 po traktowaniu réznymi stezeniami Pb**
wskazuje, ze rejon G32-A42 RNA jest szczegodlnie podatny na hydrolize w obecnos$ci
tych jonow. W wyzszych stezeniach Pb>* (0.7 - 1.1 mM) zaobserwowano réwniez ciecia
w rejonach terminalnych oraz w sgsiedztwie niesparowania A17 pre-miR-21, zaré6wno
W nici, w ktorej ono wystepuje jak i nici komplementarnej (rejon G54-U59) (Rysunek
2.11).
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Rysunek 2.11
Analiza struktury pre-miR-21 z uzyciem Pb?".

A, B. Autoradiogramy 20 % zeli poliakrylamidowych z produktami hydrolizy pre-miR-21 w obecnosci
réznych stezeniach Pb®*. Wskazano wazrastajace stezenie Pb®* (grot), poszczegdlne stezenia Pb®* oraz
produkty hydrolizy indukowanej przez Pb?*.

C — kontrola reakcji, L - alkaliczna hydroliza w kontrolowanych warunkach, T1 - ograniczona hydroliza z
udziatem RNazy T1 (0.025 u/pl) w warunkach denaturujacych.

C. Schemat struktury drugorzedowej pre-miR-21 ze wskazanymi miejscami hydrolizy indukowanej przez
Pb?. Podatno$¢ poszczegdlnych miejsc w obrebie pre-miR-21 odzwierciedla wielko$¢ grotow.

2.2. Analiza struktury miRNA z zastosowaniem metod obliczeniowych

Otrzymano osiem réznych modeli struktury miR-21, siedem miR-93 i miR-15b, szes¢
miR-296 i miR-10b  (Tabele 2.1-2.3). Wyniki wskazuja 2z duzym
prawdopodobienstwem, ze miR-21, miR-93 oraz miR-296 moga przyjmowaé strukture
spinki do wlosow. Modele otrzymane z wykorzystaniem narzedzia RNAfold pokrywaja
si¢ z opisanymi powyzej wynikami analizy struktury z uzyciem metod enzymatycznych,
chemicznych oraz spektroskopii NMR, CD i UV/Vis. Energia spinek miR-21, miR-92 i
miR-296 wynosi odpowiednio -1.98, -3.9, -4.14 kcal/mol (Tabela 2.4). W przypadku
miR-10b i miR-15b prawdopodobienistwo utworzenia struktury spinki do wlosow jest
niskie. Znaczaca wickszo$¢ uzytych narzedzi obliczeniowych, w tym RNAfold,
wskazuje, ze tworzg one Struktury duplekséw, co pozostaje w zgodzie z wynikami
analizy struktury metodami enzymatycznymi i NMR. Réwniez miR-21, miR-93, miR-
296 oprocz tego ze moga przyjmowac struktur¢ spinki, moga réwniez tworzyc
dupleksy. Energie homodupleksow miR-21, miR-93, miR-296, miR-10b, miR-15b
wynosi odpowiednio -13.46, -13.54, -15.17, -5.8, -7.34 kcal/mol (Tabela 2.4).

Struktury trzeciorzedowe spinek do wlosow miR-21, miR-93 i miR-296 wymodelowane

z wykorzystaniem RNAComposer przedstawiono na Rysunku 2.13.
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Tabela 2.1
Modele struktury drugorzedowej miR-21 oraz miR-93 otrzymane z uzyciem metod obliczeniowych dostepnych za posrednictwem RNAMetaServer. Modele zobrazowano z
uzyciem VARNA v.3.7., bd — brak danych.

Model struktury :
monomeru miR-21

1 1 22 zz C—W
Program uzyty do RNAfold HotKnots MaxExpect MCFold (bd) Afold ContextFold (bd) RNAwolf (bd) PknotsRG CentroidFold,
modelowania (-1.98 kcal/mol)  (-0.90 kcal/mol)  (1.40 expected Fold (-1.00 kcal/mol) (-1.00 kcal/mol) Contrafold,
(energia/punktacja) McQFold Pknots accurancy) (-0.80 kcal/mol) IPknot (bd)
(-37.72 log- (-2.30 kcal/mol) Sfold ProbKnot (bd)
likelihood) RNAshapes, (-0.10 kcal/mol)
RNASLOpt RNAsubopt,

(-0.70 kcal/mol) UNAFold
(-1.00 kcal/mol)

Model struktury
monomeru miR-93

1 1 1 1

Program uzyty do RNAfold (-3.90 kcal/mol) Afold ContextFold (bd) MCFold (bd) PKnots ProbKnot (bd) RNAwolf (bd)
modelowania CentroidFold, Contrafold, (-3.40 kcal/mol) (-3.80 kcal/mol)
(energia/punktacja) DotKnot, IPKnot (bd)
Fold, HotKnots, PknotsRG,

RNASL Opt, RNAshapes,
RNAsubopt, Sfold, UNAfold

(-3.40 kcal/mol)
MaxExpect
(1.90 expected accurancy)
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Modele struktury drugorzedowej miR-296 oraz miR-10b otrzymane z uzyciem metod obliczeniowych dostepnych za posrednictwem RNAMetaServer. Modele zobrazowano
z uzyciem VARNA v.3.7., bd — brak danych.

Model struktury
monomeru miR-296

Program uzyty do RNAfold (-4.14 kcal/mol) Afold ContextFold, ProbKnot (bd) MCFold (bd) PKnots RNA wolf (bd) Sfold (bd)
modelowania CentroidFold, Contrafold, (-3.40 kcal/mol) UnaFold, Fold, RNASLOpt (-4.40 kcal/mol)
(energia/punktacja) DotKnot, IPKnot (bd) (-2.80 kcal/mol)
McQFold HotKnots
(-36.19 log-likelihood) (-2.79 kcal/mol)
PknotsRG, RNAshapes, MaxExpect
RNAsubopt(-3.40 kcal/mol) (1.80 expected accurancy)

Model struktury
monomeru miR-10b

Program uzyty do
modelowania
(energia/punktacja)

CentroidFold, Contrafold, ContextFold (bd) MCFold (bd) PKnots ProbKnot (bd)
DotKnot, HotKnots, Fold, (0.30 kcal/mol)
IPKnot, PknotsRG,
RNASLOpt, RNAfold,
RNAsubopt, RNAshapes
(bd)
McQFold

(-39.99 log-likelihood)

RNA wolf (bd) Afold
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Modele struktury drugorzedowej miR-15b otrzymane z uzyciem metod obliczeniowych dostepnych za posrednictwem RNAMetaServer. Modele zobrazowano z uzyciem
VARNA v.3.7., bd — brak danych.

Model struktury
monomeru miR-15b

Program uzyty do
modelowania
(energia/punktacja)

CentroidFold, Contrafold,
DotKnot, HotKnots, Fold,
IPKnot, McQFold,
PknotsRG, RNASL Opt,
RNAfold, RNAsubopt,
RNAshapes, Sfold (bd)

ContextFold
(bd)

MCFold (bd)

RNA wolf (bd) ,

UNAFold Afold
(1.00 kcal/mol) (bd)
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Tabela 2.4

Modele struktur miR-21, mir-93, miR-296, miR-10b, miR-15b oraz ich energie otrzymane z
wykorzystaniem RNAfold oraz RNAcofold. Czerwong ramka oznaczono struktury, ktore sa w zgodzie z
wynikami analizy struktury z wykorzystaniem metod enzymatycznych, chemicznych oraz spektroskopii
NMR, CD i UV/Vis.

Struktura i energia monomeru|Struktura i energia homodupleksu miRNA (RNAcofold)
miRNA (RNAfold)
miR-21
-13.46 kcal/mol
miR-93
1
-13.54 kcal/mol
miR-296
miR-10b
miR-15b
1
-7.34 kcal/mol
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miR-296

Rysunek 2.12

Struktury trzeciorzedowe spinek do wtosow miR-21, miR-93 oraz miR-296 wymodelowane z uzyciem RNAComposer, zwizualizowane z wykorzystaniem PyMol Viewer.
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Globalna analiza struktury ludzkich miRNA wskazuje, ze ponad 70 % z nich moze
przyjmowaé strukture drugorzedows. Sposrdéd 2042 sekwencji ludzkich miRNA
zdeponowanych w bazie miRBASE V.19 (stan na 17 pazdziernika 2012) 1448 moze
wystepowa¢ w postaci spinki do wlosow lub dupleksu, z czego 89 % to struktury z
rejonem ‘seed’ znajdujacym si¢ w obrebie trzonu spinki do wloséw lub dupleksu
(Rysunek 2.13). Minimalne energie wymodelowanych spinek miRNA mieszcza si¢ w
przedziale od -0.1 do -11.1 kcal/mol, w przypadku wiekszosci z nich w przedziale od -
0.1 do -3 kcal/mol. Najczesciej posiadajg one 4-nt petle (433 miRNA), rzadziej 3- i 5-
nt, odpowiednio 413, 283 miRNA. GAGA, nastgpnic GGAA, GAAA oraz UUUU
wystepuja najczesciej w obrebie 4-nt pigli spinek. Dodatkowo, czesto granicza one z

parag GC zamykajaca petle.

M struktura nielinearna (trzon

588; 29% spinki obejmujacy seed rejon)

M struktura nielinearna (trzon
spinki poza seed rejon)

143; 7% 1288; 64%

M struktura liniowa

Rysunek 2.13

Diagram obrazujacy udziat miRNA tworzacych strukture liniowg oraz strukture nieliniowa w catkowitej
puli miRNA.

2.3. Wyznaczanie rownowagi spinki do wlosow i dupleksow miRNA

Analizujac  struktur¢ miR-21, miR-93 oraz miR-296 metodami mapowania
enzymatycznego i chemicznego oraz spektroskopii NMR, UV/Vis oraz CD pokazano,
ze struktura tych miRNA zalezy od jego st¢zenia, temperatury pomiaru oraz sity
jonowej roztworu. Wyznaczono stale rownowagi dla obu tych form z uzyciem

RNAcofold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAcofold.cgi) [204]. Réwnowaga

miedzy spinka do wloséw 1 duplekem ustala si¢ przy stezeniu 163 nM, 51 uM oraz 8.1
uM, odpowiednio dla miR-21, miR-93 oraz miR-296 (Rysunek 2.14). Otrzymane
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warto$ci ttumaczg roznice w wynikach otrzymanych dla poszczegdlnych miRNA w
eksperymentach mapowania enzymatycznego struktury RNA oraz z uzyciem
spektroskopii NMR, CD oraz UV/Vis oraz wspdtistnienie obu form w warunkach
eksperymentu NMR (0.3 — 0.75 mM). Z wykresu zaleznosci dimeryzacji miRNA od ich
stezenia wynika, ze w stezeniu 0.7 mM dimery stanowig ponad 98, 93 oraz 85 %
odpowiednio dla miR-21, miR-93 oraz miR-296. W 10 nM miRNA (st¢zenie miRNA
stosowane w eksperymentach mapowania biochemicznego RNA) 88.5 % miR-21 oraz

niemal 100 % miR-93 i miR-296 wyst¢puje w formie monomeru.

Otrzymane wyniki nasuwajg pytanie o struktur¢ miRNA w komoérce. W zwiazku z tym,
ze struktura RNA jest pochodng jego st¢zenia, aby na nie odpowiedzie¢ okreslono
srednie stgzenie pojedynczego miRNA w komorce. Przyjmujac, ze (i) $rednia liczba
kopi pojedynczego miRNA w komorce wynosi 200 [214], (ii) $rednia objeto$¢ komorki
ludzkiej (HeLa) wynosi 2x10™ dm?® [215] érednie stezenie pojedynczego miRNA

wynosi 166 pM.
6.022 x 102 - 1 mol
200 kopi miRNA - X
X = 33.21156 x 102 moli
33.21156 x 102 moli - 2x10%% dm®
X - 1dm?®

X = 16.60578 x 10™ mola = 166 pmole
166 pmole/1 dm® = 166 pM

Otrzymane stezenie jest wartoscig przyblizong, co wynika z roznej (i) wielkoSci
réznego typu komorek, (ii) liczby kopi poszczegdlnych miRNA w komorce, jednak daje
pewnego rodzaju wyobrazenie o rzgdzie wielko$ci, w ktorym si¢ poruszamy méwiac o

stezeniu miRNA w komorce.

Przyjmujac warto$¢ 166 pM jako $rednie stezenie pojedynczego miRNA w komorce, z
krzywych zaleznoséci dimeryzacji od ich stezenia otrzymanych dla poszczegdlnych
mMIiRNA okreslono, ze badane miRNA w warunkach komorkowych z duzym
prawdopodobienstwem wystepujg w formie monomeru, nie dupleksu (Tabela 2.5). Na
tej podstawie mozna przypuszczaé, ze miRNA wystepujace w komoérce w formie

niezwigzanej z biatkami Ago tworzg strukture spinki do wlosow.
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Rysunek 2.14

Wykresy (A) oraz schemat (B) przedstawiajace zalezno$¢ udziatu dupleksu oraz monomeru
poszczegolnych miRNA od ich stezenia. Na strzatkach wskazano stezenia miRNA, w ktorych forma

dupleksu i monomeru miRNA wystepuja w rownowadze.
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Tabela 2.5

Parametry energetyczne oraz rownowagowe dupleksu oraz spinki do wltosow miRNA.

miR-21 miR-93 miR-296

Energia dupleksu [kcal/mol] -13.45 -13.54 -15.17
Energia spinki do wtoséw [kcal/mol] -1.98 -3.90 -4.14
Stezenie RNA, przy ktorym spinka i dupleks miRNA wystepuja| 163 nM 51 uM 8.1 uM

w réwnowadze [M]

Stezenie RNA, przy ktorym 50 % czasteczek wystgpuje w| 135nM 60.7 pM 9.27 uM
formie dupleksu [M]

Udzial procentowy monomeru RNA w 10 nM miRNA 88.5 % ~100 % ~100 %
Udziat procentowy monomeru RNA w 0.7 mM miRNA 19% 31.5% 145 %
Udzial procentowy monomeru RNA w komorkowym stezeniu| ~ 100 % ~ 100 % ~100 %

miRNA (166 pM)

Z wykorzystaniem metod biochemicznych oraz spektroskopii NMR, UV oraz CD po
raz pierwszy pokazano, ze miR-21, miR-93, miR-296, miR-10b oraz miR-15b
przyjmuja strukture drugorzedowa, miR-21, miR-93 oraz miR-296 zaréwno strukture
spinki do wloséw jak 1 dupleks, miR10b i miR-15b w badanych warunkach wystepuja
jedyne w formie homodupleksu. Ponadto, wykazano, ze ponad 70 % ludzkich miRNA
moze przyjmowaé strukture, spinke i/lub dupleks. Otrzymane wyniki pozostaja w
zgodzie z wczesniejszymi badaniami in silico struktury ludzkich miRNA [189].
Modelowanie struktury z uzyciem Mfold oraz UnaFold wskazuja, ze 73.36 % miRNA
moze przyjmowac strukture spinki, niemal tyle samo (57.29 %) dupleksy [189].
Podobnie, 78.34, 74.02, 70.49 oraz 68.69 % miRNA, odpowiednio wirusowych,

mysich, zwierzecych oraz roslinnych moze tworzy¢ strukture [189-191].

Ponadto zauwazono, ze ilo§¢ miRNA w komorce przewyzsza kilkukrotnie ilos¢ biatek
Ago 1-4 co potwierdza, ze miRNA moga wystepowac jako wolne, niezwigzane z

kompleksem RISC czgsteczki [216].
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Spinki do wtoséw oraz dupleksy miR-21, miR-93 oraz miR-296 wspotistnieja w
warunkach wykonanych eksperymentow. Wczesniej zaobserwowano réwniez
wystepowanie obu form innego mIRNA, miR-520h [189]. Autorzy obserwowali
agregaty miR-520h w 0.3 mM RNA, w 20 °C. Obnizenie stezenia miRNA do 0.1 mM
powodowato zanik sygnalow, a rownoczesne obnizenie st¢zenia RNA i temperatury do
4 °C pojawienie si¢ sygnatow pochodzacych od drugiej formy miR-520h — spinki do
wlosoéw. Sygnaty te zanikaja po podwyzszeniu temperatury zaledwie do 15 °C, co

swiadczy o niskiej trwatosci tej formy.

Zauwazono, ze roOwnowaga migdzy spinka do wtosow i1 dupleksem poszczegdlnych
miRNA zalezy od stgzenia RNA, temperatury oraz sity jonowej badanego roztworu
RNA. Wczesniej, na przyktadzie innych RNA zaobserwowano, ze proces dimeryzacji
spinek zalezy rowniez od wielko$¢ jej petli oraz sekwencji [217]. Réwnowaga migdzy
spinka do wloséw 1 dupleksem ustala si¢ przy stezeniu 163 nM, 51 uM oraz 8.1 uM,
odpowiednio dla miR-21, miR-93 oraz miR-296. Biorac pod uwage fakt, ze stgzenie
pojedynczego miRNA w komorce z reguty jest nizsze niz 200 pM postuluje, ze forma

miRNA dominujaca w komorce jest spinka do wlosow.

Zidentyfikowane spinki miRNA najczesciej posiadaja 4-nt petle o sekwencjach GNRA
lub UNCG (N = A/U/G/C, R = A/G). Ponad 50 % przewidzianych spinek w ludzkich
16S i 23S r RNA posiada 4-nt petle, a 70 % sposrdd nich posiada konsensusowg
sekwencje petli GNRA lub UNCG [2]. Motywy te promuja zwijanie RNA oraz
determinujg stabilno$¢ spinki [2, 3]. Stanowig réwniez miejsce kontaktu z innymi
kwasami nukleinowymi i biatkami [4]. Sugeruje to, ze struktura spinki miRNA

determinuje ich stabilno$¢ oraz funkcje.
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3. Struktura miRNA determinuje ich wlasciwosci i funkcje
3.1. Trwalos¢ miRNA w lizatach z GBM

Trwato$¢ miR-21, miR-93 oraz miR-296 w lizatach z guzow glejowych mozgu rdzni si¢
mi¢dzy sobg. Okresy poOttrwania w lizatach GBM poszczegbélnych miRNA
przedstawiono w tabeli na Rysunek 3.1. Jest on ponad 200x i 80x dluzszy dla miR-296
niz odpowiednio dla miR-21 oraz miR-93. Dla badanych miRNA koreluje on z energia

struktury spinki do wtosow przyjmowanej przez dany miRNA.

A 0 15’ 30’ 1h 2h 3h B
- miR-21
- 100+
W . . . MiR-93 """\‘\__\‘
e e miR-296 «
E —— miR-21
T 9 —~ miR-93
C miR-21 | miR-93 | miR-296 . - MIR-296
Energia spinki do -1.98 -3.9 -4.14 0 & .
wiosow [keal/mol] 01530 60 120 180
Okres p6ltrwania 7.91 2219 | 1708 [min]
miRNA w lizacie z
GBM [min]
Rysunek 3.1

Stabilno$¢ miR-21, miR-93 oraz miR-296 w lizatach z GBM.

A, B. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego obrazujacy stopien hydrolizy miR-21, miR-93 and
mMiR-296 w lizacie z GBM (st¢zenie biatek 0.01 mg/ml) w czasie.

C. Okresy pottrwania oraz energie struktur miR-21, miR-93 oraz miR-296.

3.2. Podobienstwo struktur miRNA oraz aptamerow RNA.

Wyniki otrzymane z uzyciem algorytmu RNAforester wskazuja na duze podobienstwo
strukturalne miR-21, miR-93, miR-296 oraz aptameru TN-9.6 skierowanego przeciwko
biatku tenascyna C (Rysunek 3.2). Przyktad ten oraz inne przytoczone wczesniej
pokazujace podobienstwo struktury wybranych miRNA oraz tRNA, minihelis RNA i 5S
RNA sugeruja, ze miRNA moga funkcjonowac¢ poza kompleksem RISC, a ich struktura
moze determinowac ich funkcje. Postuluje¢, ze podobnie jak aptamery RNA, miRNA

mogg modulowac¢ aktywno$¢ bialek.

132




WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

A
miR-296 = ———mmmmmmmmmm e —— A-GGGCCCCCCCU-CAAUCCUGU
miR-93 CAAAG————————=— U-G--C-UGUUCGUGCAG-G—-U--AG-
miR-21 UAGCU--——————— U----A-UCAGACU-GAU-G--U--UGA
TN-9.6 GGGAGGACGAAACGUCGCCGUAAUGGAUGUUUUGC-UCCCUG
miR-296 = ————mmmmmmmm— e (=« L)) ) e e
miR-93 .....--——————- cm = (= (e e e D)) ) ) m ==
MiR-21 . ...mm——m——ee (—=== (= (( (.. )=))) =) == == ..
TN-9.6 CCCCCCOCC ) e (e e))) ) =) ) -
* * ok k ok kK * & *
B
100% *
90% *
80% *
70% * * *  * - *
60% * * * ok Kok ok x
50') hhkhkhkhkkhkhkhkhkhkrAhdhhhkhkAhAhkhhthkAdhhohbhkhhkhhhkhit * ok k ok ok
QO‘; ArxkhhkhkkhhkAhhkhhhdhhhkrkhrhhrkhrhhhkhxhhkh*k * k k k%
30% Kok kkkhkhkhkhkkhkhkkok khkkkhkhhhkhkhkhohkhhrxkhhkkhhk ki
20*) R e b e e e i o
lOk‘, HE A A A A A A A A A A kA Ak kA Ak b A r b d ko dhhkhhhhddkokkh ok h ok
CAGAGGACGAAACGUCGCCAUUGUGCCUGCAUUGAAUCCUGA
COCCCOC0Cea )Y e (o (0 Cae e ))) o)) )a)))) e
107, KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A b dddhkh ok
20'-;; AKEKAKKAKEKARAKRAEA AT AR A AR AR AN AR AR A A A AR hhxKh %k
3G Kk ok ok ko ok ok ok ok ok ok ke ok ok ok ke ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok e ok ok Kk
40'1‘ kA Ahk kA d kA h kA hArh A hk A dAdhkhhhhhodhhdhhhhhxdh
BO% Kk sk ok ok ok ok sk ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok Kk ok ok ok Kk kK Kk kK kK
60*) * * ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK * *
70% ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok * A
80% *k kA khkAAhkhkAh KKk Kok * &
90% ko hok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok *
lOO) * * hkkkhkkhkk ok k koK *
C
miR-296

Rysunek 3.2
Podobienstwo struktury miR-21, miR-93, miR-296 oraz aptameru anty-Tn-C, TN-9.6, wg RNAforester.

A. Klaster struktury miR-21, miR-93, miR-296 oraz TN-9.6. B. Poroéwnanie sekwencji i struktury
aptamera TN-9.6, miR-21, miR-93 oraz miR-296. C. Schematy struktury drugorzgdowej miR-21, miR-
93, miR-296 oraz TN-9.6. Pozycje o identycznej strukturze dla wszystkich badanych RNA oznaczono na
czarno.

3.3. Badanie oddzialywan bialko-miRNA

miR-21, miR-93, miR-296, miR-10b oraz miR-15b tworzag kompleksy z biatkami
lizatow otrzymanych z tkanek guza oraz komorek T98G (Rysunek 3.3). Kompleksy
tworzone przez poszczegdlne miRNA rdzng si¢ miedzy sobg. Dodatkowo obserwowano
odmienne profile komplekséw na Zelach retardacyjnych obrazujacych reakcje z lizatem
z GBM oraz T98G. Kompleksy powstaja w pH 7.5 oraz 4.5. Dodatek Mg2+ (10 mM)

oraz Tritonu X-100 promuje ich tworzenie.
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K 1 2 3 K 1 23K 12 3K123K123 K123 K12 3K123K123KI123

(2

miR-21 miR-93 miR-296 miR-10b

miR-15b miR-21 miR-93 miR-296 miR-10b miR-15b

Rysunek 3.3
Autoradiogram 10 % zelu poliakrylamidowego obrazujacy kompleksy miR-21, miR-93, miR-296, miR-10b oraz miR-15b z biatkami lizatu GBM (A) oraz lizatu z T98G (B).

K - kontrola reakcji, 1-3 — reakcje w buforze 1 (50 mM Hepes pH 7.0, 750 mM NaCl, 50 mM DTT, 50 mM EDTA, 5 % Triton X-100), 2 (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM
NaCl, 10 mM MgCl,), 3 (50 mM CH3;COONa pH 4.5, 28 mM NaCl, 4.5 mM ZnS0Oy,).
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Do niedawna uwazano, ze miRNA wystepuja w komorkach jedynie w kompleksie
RISC. Otrzymane przeze mnie wyniki oraz wczesniejsze badania in silico pokazuja, ze
miRNA moga wystepowa¢ w komorce w postaci spinki do wtosow i/lub dupleksu, co
moze przektadac si¢ na ich wilasciwosci, dostepnos¢ i funkcje. Pokazatam, ze istnieje
zalezno$¢ miedzy trwatoscig miRNA przyjmujacych strukture spinki do wiloséw, a
energig tych spinek. Wczesniej pokazano, ze trwato$¢ poszczegdlnych miRNA jest
rézna. Sredni okres poéttrwania miRNA wynosi 119 h (~5 dni) [189, 218, 219], w
skrajnych przypadkach mierzony jest w minutach, cho¢ moze dochodzi¢ nawet do 225
h. Wczesniejsze badania wskazuja, ze miRNA moga wystepowa¢ w komorce w formie
niezwigzanej z biatkami Ago [220, 221]. Wnioskuje zatem, ze przyjecie przez miRNA
struktury, przyktadowo spinki do wlosow, w pewnym stopniu moze chroni¢ je przed
dzialaniem nukleaz komodrkowych, w efekcie odgrywaé istotng role w regulacji
poziomu miRNA w komorce. Pokazano, ze efekt komorkowy wywierany przez miRNA

w duzym stopniu zalezy od stosunku stgzen miRNA oraz mRNA [214].

Regulacja ekspresji gendw z udziatem miRNA zalezy od termodynamiki oddzialywan
MRNA-miRNA, ta z kolei od dostgpnosci sekwencji docelowej i miRNA, struktury tych
RNA oraz ich zaangazowania w oddziatywania z biatkami, co pokazano na przyktadzie
mRNA i bialek Dnd1 oraz Pumilio [162, 163]. Przyje¢cie przez miRNA struktury spinki
do wloséw, motywu czgsto zaangazowanego w oddziatywania z biatkami oraz innymi
RNA, ogranicza ich dostgpnos¢ do oddziatywan z mRNA targetowym. Pokazano
jednak, ze nie wyklucza odzialywan miRNA z mRNA targetowym. Spinki miRNA,
przyktadowo miR-451 bedacego produktem Drosha, nieulegajacego obrobce z udzialem
Dicer, ale sg witaczane bezposrednio do kompleksu RISC [111].

Motyw spinki do wtosow RNA znany jest jako miejsce kontaktu RNA z innymi
kwasami nukleinowymi i biatkami [4]. Pokazano podobienstwo struktury miR-21, miR-
93, miR-296 oraz aptameru TN-9.6 skierowanego przeciwko biatku tenascyna C.
Sugeruje to, ze spinki do wlosow miRNA, podobnie jak aptamery RNA, moga
bezposrednio, niezaleznie od kompleksu RISC, oddziatywa¢ z biatkami 1 regulowaé¢ w

ten sposob ich aktywnos¢.

Udowodniono, ze wybrane miRNA, w tym miRNA przyjmujace strukture spinki, moga
tworzy¢ kompleksy z biatkami guza GBM oraz komoérek T98G. Zauwazono
specyficzno$¢ oddzialywan miRNA-biatko. Cze$¢ biatek tworzy kompleksy z
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wszystkimi badanymi miRNA, inne tylko z wybranymi z nich. Innym dowodem na to,
ze miRNA moga specyficznie oddzialywaé bezposrednio z biatkami spoza kompleksu
RISC sg miRNA rodziny miR-1/miR-206 [59]. U pacjentow ze stwardnieniem
zanikowym bocznym stwierdzono kompleksy TDP-43-miR-1 oraz TDP-43-miR-201
[59]. Postuluje sig, ze rozwdj choroby jest efektem zahamowania aktywnosci miRNA,
bedacej z kolei skutkiem uwiklania miRNA w kompleks miRNA-TDP-43. Nie ma
jednak przestanek pozwalajacych jednoznacznie wykluczy¢ opcje, ze choroba jest
nastepstwem zahamowania aktywno$ci biatka TDP-43 przez miRNA. Kolejnym
przyktadem sag miR-888 i miR-146a, ktore oddziatujg z jedng z domen wirusowego
biatka Gag. Biatko to jest waznym elementem strukturalnym wirusa HIV-1, a jego
zwigzanie z wspomnianymi miRNA zaburza sktadanie czastek wirusowych [56]. Znane
sg aptamery anty-Gag, ktore wywotuja doktadnie taki sam efekt jak wspomniane
miRNA [57, 58].

Przytoczone przyktady pokazuja, ze za sprawg struktury, miRNA moga funkcjonowac
niezaleznie od kompleksu RISC. Struktura miRNA wptywa na ich dostgpnos$¢ oraz

aktywno$¢, a zatem stanowi kolejny poziom regulacji epigenetyczne;.

Ponadto, odkrycie to stawia miRNA jako nowe cele terapeutyczne w nowym $wietle.
Znane s3 w literaturze przyktady zwigzkéw matoczasteczkowych oraz antysensowych
RNA i DNA, ktore zmieniajgc strukture RNA znosza ich aktywno$¢. Postuluje, ze
zmiany struktury dojrzatych miRNA maja odzwierciedlenie w ich funkcji, a
zastosowanie czynnikow modulujacych ich strukture moze stanowi¢ nowe podejs$cie

zaleznej od miRNA regulacji ekspresji genow.
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4. Opracowanie katalitycznych kwaséw nukleinowych anty-miRNA

Zaburzenie  poziomu miRNA  skorelowano z ponad 390 chorobami

(http://cmbi.bjmu.edu.cn/hmdd), w tym nowotworami glejowymi mozgu. miRNA majg

duzg warto$¢ prognostyczng oraz stanowig potencjalny cel terapii tych choréb. Wobec
braku skutecznych metod leczenia glejakow, ich opornosci na konwencjonalne metody
leczenia, istnieje potrzeba rozwijania nowych narz¢dzi pozwalajacych regulowaé
poziom mMiRNA. Jednym z celéw pracy jest dostarczenie rybozyméw typu hammerhead
oraz DNAzymoéw specyficznie i wydajnie hydrolizujgcych miRNA i/lub ich prekursory,
obnizajagcych komoérkowa pule miRNA. Opracowatam rybozymy oraz DNAzymy
skierowane na miR-21, miR-10b, miR-15b oraz ich prekursory, ktorych poziom jest

znaczaco wyzszy w nowotworach glejowych mozgu niz w tkankach zdrowych.
4.1. Projektowanie rybozymow oraz DNAzymow anty-miRNA

4.1.1. Wybor miejsc docelowych dla rybozyméw typu hammerhead

Rybozym typu hammerhead katalizuje transestryfikacje substratow po sekwencji 5'-
NUH-3', gdzie N oznacza dowolny nukleotyd, U urydyn¢ natomiast H adenozyng,
cytozyne lub urydyne niezwigzang wigzaniami wodorowymi. Stala szybkosci reakcji
katalizowanej przez rybozym hammerhead zalezy od sekwencji docelowego RNA i
maleje w nastepujacym porzadku: AUC, GUC > GUA, AUA, CUC > AUU, UUC,
UUA > GUU, CUA > UUU, CUU [222]. Z tego wzgledu jako miejsca docelowe
dziatania rybozymow wybratam trinukleotydy AUC, GUC oraz w jednym przypadku
GUA. Wybierajac miejsca docelowe dla rybozyméw wzietam pod uwagg ich odleglosé
od konica 3’ oraz 5’ czasteczki RNA tak aby zapewni¢ efektywne zwigzanie 6-nt ramion
rybozymu z substratem oraz dostepno$¢ wytypowanych miejsc w obrebie struktury

drugorzedowej miRNA oraz ich prekursorow (Rysunek 4.1 i 4.2).

Zidentyfikowatam dwie sekwencje AUC oraz trzy GUC w obre¢bie pre-miR-21. Jedna z
sekwencji AUC znajduje si¢ rowniez w dojrzatym miR-21. Odrzucono dwie skrajne
sekwencje GUC, gdyz ich bliskie (< 6nt) sgsiedztwo z koncami RNA nie pozwala na
pelne parowanie z ramionami rybozymdéw. Dla trzech pozostalych miejsc
zaprojektowano rybozymy typu hammerhead. W obrebie pre-miR-10b wystepuje jedno
miejsce AUC oraz trzy GUC. Zadne z nich nie wystepuje w dojrzaltym miRNA.
Zaprojektowano rybozymy dla sekwencji AUC oraz GUC znajdujacej si¢ najblizej

konca 3’. Dodatkowo, jako potencjalne miejsce dziatania rybozymu wytypowano
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sekwencje GUA, ktora znajduje si¢ zarowno w pre-miR-10b jak i miR-10b. W pre-miR-
15b zidentyfikowano dwie sekwencje AUC oraz jedng GUC, a nast¢pnie dla kazdej z

nich zaprojektowano rybozymy.

Analiza struktury miRNA z uzyciem metod mapowania chemicznego oraz
enzymatycznego, metod spektroskopii NMR, CD, UV/Vis oraz modelowania in silico
wskazuja, ze badane prekursory prekursory miRNA tworza struktury spinki do wlosow,
dojrzate miR-21, MiR-93, miR-296 moga przyjmowac¢ zaréwno strukture spinki do
wlosow, alternatywnie tworzg dupleks, miR-10b oraz miR-15b nie tworzg struktury w
obrgbie jednej czasteczki ale moga wystepowaé w formie duplesku. Wybrane
sekwencje (AUC oraz GUC) dla rybozymow anty-pre-miR-21 znajduja si¢ w trzonie
spinki pre-miR-21, alternatywnie w jej petli (sekwencja AUC). Sekwencja AUC
dojrzatego miR-21 zlokalizowana jest w rejonie dwuniciowym trzonu spinki
alternatywnie dupleksu. GUA oraz GUC pre-miR-10b znajduja si¢ w obrgbie trzonu
spinki do wtosoéw tego pre-miRNA, AUC w obrebie jej petli terminalnej. W przypadku
pre-miR-15b obie sekwencje AUC znajdujg si¢ w trzonie spinki, GUC w petli
terminalnej. Sekwencja GUC miR-10b znajduje si¢ W rejonie niesparowanym dupleksu,

AUC miR-15b z kolei w rejonie dwuniciowym (Rysunek 4.1 i 4.2).

Dane strukturalne wskazuja, ze niektore z wytypowanych tréjek nukleotydowych
znajduja si¢ w rejonach dwuniciowych RNA dlatego ich dostepnos¢ dla rybozymow
moze by¢ ograniczona. Projektujac rybozymy wzigto jednak pod uwage fakt, Ze moze
dojs¢ do wymuszenia dostgpnos$ci sekwencji RNA [87]. Z tego wzgledow nie
odrzucano miejsc docelowych o cechach sugerujgcych brak dostgpnosci ze wzglgdu na

charakter dwuniciowy.
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miR-15b
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‘‘‘‘‘‘‘‘‘ COCeeeec .. (dupleks)

Rysunek 4.1

Sekwencja oraz struktura drugorzgdowa miR-21, miR-10b, miR-15b oraz ich prekursoréw. Na z6tto
zaznaczono sekwencje, do ktorych zaprojektowano rybozymy hammerhead. Strzatki wskazuja miejsca
hydrolizy RNA z udziatem rybozyméw. Sekwencje dojrzatych miRNA zaznaczono na czerwono.
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Rysunek 4.2
Schemat przedstawiajacy strukture miR-21, miR-10b, miR-15b, ich prekursoréw oraz rybozymoéw. Strzatki wskazuja miejsca hydrolizy RNA z udziatem rybozymoéw.
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4.1.2. Poréwnanie miejsc docelowych dla rybozym6éw w obrebie substratéw

Wszystkie wybrane miejsca docelowe rybozymow posiadajg sekwencje 5°-AUC-3’, 5'-
GUC-3' lub 5’-GUA-3’ (Rysunek 4.3). Podobienstwo sekwencji 13-nukleotydowych
fragmentow substratow (Rysunek 4.3) wynosza odpowiednio dla: (i) pre-miR-21/miR-
21: T1iT238%, T1iT331%, T2i T3 38 %, (ii) pre-miR-10b/miR-10b: T4 i T5 15
%, T41T6 38 %, T5 1 T6 38 %, (iii) pre-miR-15b/miR-15b: T7 1 T8 38 %, T7 i T9 69
%, T8 i T9 46 %. Ilos¢ par GC w obrebie ramion wynosi 42, 33, 50, 42, 33, 58, 67, 33
oraz 42 % odpowiednio dla kolejnych sekwencji T1-T9.

Sekwencja substratu oraz zawarto$¢ nukleotydow G/C ma wptyw na aktywnos$¢ in vitro
rybozyméw typu hammerhead [223]. Jest wielce prawdopodobne, ze réwniez in Vvivo
majg one istotne znaczenie nie tylko w aspekcie dostgpnosci substratu ale rowniez
aktywnosci rybozymu. Wptyw reszt w okre$lonych pozycjach ramion rybozymu nadal
nie jest poznany.

pre-miR-21/miR-21 pre-miR-10b/miR-10b pre-miR-15b/miR-15b

T1 GCuUABBAGACUB T4 cccucBacaacce T7 GCacABGAUGGHU

T2 UUGAABBUCAUCE TS5 uccUaBcccuava T8 UACACHER~GCAG

T3 ACCACH8cAUGEE T6 UAUGGHCGAUGEA T9 ccearfEAuUABU
Rysunek 4.3

Poréwnanie sekwencji 13-nukleotydowych substratow rybozyméw w obrebie pre-miRNA oraz miRNA.
Sekwencje AUC, GUC, GUA podkreslono. Kolorem ciemnoszarym zaznaczono nukleotydy identyczne
we wszystkich sekwencjach, jasnoszarym identyczne w dwoch sekwencjach w obrebie poréwnywanej

grupy.

4.1.3. Projektowanie rybozymoéw typu hammerhead

Zaprojektowatam tacznie po trzy rybozymy typu hammerhead anty-miR-21 (miR21rz1,
miR21rz2, miR21rz3), anty-miR-10b (miR10brz1, miR10brz2, miR10brz3) oraz anty-
MiR-15b (miR15brzl, miR15brz2, miR15brz3). Trzy z nich rozpoznaja zaréwno
prekursory jak i dojrzale miRNA (miR21rz1, miR10brz1, miR15brz1) (Tabela 1.3,
Rysunek 4.4). 34 nt sekwencja rybozymow obejmuje 22 nt rdzen katalityczny o
sekwencji 5’- CUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAA-3’ oraz zlokalizowane po obu
stronach szescionukleotydowe ramiona, o sekwencjach komplementarnych do miRNA
i/lub pre-miRNA. Dlugo$¢ ramion rybozymu jest kompromisem miedzy jego

aktywno$cig, a specyficznoscig [224]. Ramiona majg zapewni¢ silne zwigzanie
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rybozymu z substratem, réwnoczes$nie umozliwi¢ jego tatwe uwolnienie od produktow
hydrolizy, dzigki czemu rybozym staje si¢ aktywny dla kolejnych czasteczek substratu.
Wydhuzenie ramion rybozymu moze si¢ wigza¢ ze spadkiem wydajnosci hydrolizy, z
kolei ich skrocenie ze spadkiem specyficznos$ci rybozymu [224, 225]. Optymalna
dhlugo$¢ ramion hybrydyzujacych to 6-10 reszt nukleotydowych [226]. Sekwencje
rdzenia katalitycznego rybozymow wybrano w oparciu o wyniki wczesniejszych badan
realizowanych w Zespole Biologii RNA [227, 228]. Strukture drugorzedowg rybozymu
typu hammerhead oraz miejsca hydrolizy miR-21, miR-10b, miR-15b oraz ich

prekursoréw z udziatem zaprojektowanych rybozymow przedstawiono na Rysunek 4.4,

Zaprojektowatam réwniez dodatkowy wariant rybozymu miR21rz1 mianowicie
miR21rz1_TLR (Rysunek 4.5). Przy koncu 5’ rybozymu dotaczono fragment RNA
zawierajacy motyw receptora dla czteronukleotydowej petli GAAA, ktora jest czgscia
‘standardowego’ minimalnego rybozymu i stanowi wysoce specyficzny element
struktury trzeciorzgdowej rybozymu. Ma on zapewni¢ rybozymowi wysoka aktywno$é

katalityczng w niskich stezeniach jonow Mg2+.

Zaprojektowano takze rybozymy posiadajace mutacje w obrgbie centrum katalitycznego
(miR21rz1_mut, miR10b_mut). Rybozymy zmutowane zostaly wykorzystane w
charakterze kontroli reakcji z wtasciwymi rybozymami (Tabela 1.3, Rysunek 4.6).
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A G A G A G
AR A A A A

miR21rz1 miR21rz2 miR21rz3

pre-miR-10b
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GGGACA CUUGGC ACCAUA GCAUAU AUAGGA CUACGU
A CU A C A C
A Gy A G, A G,
G ac? G G
AG AG
c-G¢ c-G c-G
c-G c-G c-G
G-C G-C G-C
G-C G-C G-C
A G a G a G
A A A A AA
miR10brz1 miR10brz2 miR10brz3
pre-miR-15b
10 20 30 40 501 60 70 80 %0

1
5’ UUGAGGCCUUARAGUACUGUAGCAGCACAUCAUGGUUUACAUGCUACAGUCAAGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAAAUUUAAGGAAAUUCAU
FEEEEE TErrn FEEEED T

CGUGUA UACCAA AUGUCA UUCUAC
¢ A2 Sy
A Gy A G CGCUUA UARUAA
G AGU G a IP U
c-G CcC-G A GA
c-G c-G G ac?
G-C G-C Cc-G
G-C G-C c-G
a G A G G-C
A A A A G-C
miR15brz1 miR15brz2 & G
A A
miR15brz3
Rysunek 4.4

Struktura drugorzedowa rybozymoéw anty-miR-21 (miR21rz1, miR21rz2, miR21rz3), anty-miR-10b
(miR10brz1, miR10brz2, miR10brz3) oraz anty-miR-15b (miR15brz1, miR15brz2, miR15brz3) (szary) w
kompleksie z pre-miRNA/mMiRNA. Na czerwono zaznaczono sekwencje dojrzatych miRNA, na z6tto
sekwencje AUC, GUC i GUA rozpoznawane przez rybozymy. Strzatki wskazuja miejsca hydrolizy pre-
mMiRNA oraz miRNA z udziatem tych rybozymow.
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pre-miR-21
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miR21rz1_TLR

Rysunek 4.5

Struktura drugorz¢dowa rybozymu anty-miR-21 z motywem receptora dla czteronukleotydowej petli
GAAA (miR21rz1 TLR) w kompleksie z pre-miRNA/miRNA. Podstawowy wariant rybozymu
miR21rz1 zaznaczono na szaro, motyw TLR na turkusowo, sekwencje dojrzalego miR-21 na czerwono,
sekwencje AUC rozpoznawang przez rybozym na zo6to. Strzatka wskazuje miejsce hydrolizy pre-miR-21
oraz miR-21 z udziatem rybozymu.
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Rysunek 4.6

Struktura drugorzedowa rybozymow zmutowanych w obrebie rdzenia katalitycznego miR21rz1_mut oraz
miR10brz1_mut (szary) w kompleksie z substratem pre-miRNA/miRNA. Na czerwono zaznaczono
sekwencje dojrzatych miRNA, na zotto sekwencje AUC oraz GUA rozpoznawane przez rybozymy.
Strzatki wskazujg miejsca hydrolizy pre-miRNA oraz miRNA z udzialem odpowiadajacych im
niezmutowanych odpowiednikéw tych rybozyméw, odpowiednio miR21rzl oraz miR10brzl.
Czerwonymi kétkami zaznaczono zmienione nukleotydy.
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4.1.4. Wybor miejsc docelowych dla DNAzymow

DNAzym ‘8-17’ hydrolizuje wigzanie internukleotydowe pomiedzy AG Ilub GG,
natomiast ‘10-23° wigzanie pomigdzy dowolnym nukleotydem purynowym
i pirymidynowym [229]. Podobnie jak w przypadku rybozymow, wydajnos¢ hydrolizy
RNA zalezy do sekwencji DNAzymu. Stata szybkos$ci reakcji hydrolizy z udziatem
DNAzymoéw °10-23° maleje wedlug nastgpujacej kolejnosci: GU > AU > GC > AC
[230, 231]. Z tego wzgledu, jako miejsca docelowe dziatania tego typu DNAzymow
wybrano sekwencje GU. Zaprojektowano rowniez DNAzymy ‘8-17’ rozpoznajacy
sekwencje AG. Projektujac DNAzymy, podobnie jak w przypadku rybozymow,
analizowano dostgpno$¢ wytypowanych sekwencji w obrebie struktury drugorzgdowe;j
pre-miRNA oraz miRNA a takze ich odleglos¢ od koncéw RNA, tak by zagwarantowaé

mozliwos¢ utworzenia parowan RNA-DNAzym.

W obrebie pre-miR-21 zidentyfikowatam trzy sekwencje AG oraz szes¢ GU, z czego
jako miejsca docelowe dla DNAzymoéw wybrano jedng sekwencje AG oraz cztery GU.
Odrzucono jedna z sekwencji AG oraz dwie GU znajdujace si¢ najblizej konca 5° RNA.
W obregbie miR-21 zidentyfikowano jedna sekwencje GU oraz dwie AG, z czego jedna
z nich odrzucono ze wzgledu na jej umiejscowienie w sasiedztwie (w odleglosci
zaledwie 1 nt) konca 5> miRNA, co uniemozliwia zwigzanie DNAzymu do substratu. W
pre-miR-10b wystepuje az jedenascie sekwencji GU, z czego jako miejsca docelowe dla
DNAzyméw wybrano trzy oraz sze$¢ sekwencji AG, przy czym dla polowy z nich
zaprojektowano DNAzymy. Dwa z DNAzymoéw skierowanych na pre-miR-10b
rozpoznaje rowniez dojrzaty miR-10b. W pre-miR-15b znajduje si¢ sze$¢ sekwencji AG
oraz cztery GU. Dwie z AG odrzucono. Dla pozostatych zaprojektowano DNAzymy.
Ramiona dwoch sposrod nich, miR15bdz5 oraz miR15bdz6 sa komplementarne do
miR-15b (Rysunek 4.7). Dodatkowo zaprojektowano ich warianty o wydtuzonych o 4 nt
ramionach (miR15bdz5+ oraz miR15bdz6+) (Rysunek 4.12).

Dane strukturalne dotyczace miRNA i ich prekursoréw wskazuja, ze znaczgca czg$¢ z
wytypowanych miejsc docelowych dla DNAzymow znajduje si¢ w obrgbie rejonow
dwuniciowych RNA. Dopuszczono jednak mozliwo$¢ wymuszenia dostgpnosci
sekwencji RNA przez DNAzymy [87]. Dlatego nie odrzucano miejsc docelowych o

cechach sugerujacych brak dostepnosci ze wzgledu na charakter dwuniciowy.
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5' CCAGAGGUUGUAACGUUGUCUAUAUAUACC CUBUAGAACCGAAUUUGUGUGGUAUCCGUAUAGUCACAGAUUCGAUUCUAGGGGAAUAUAUGGUCGAUGCAAAAACUUCA
P O O G O O A G A A A G O A O o A O A O O O DI INININYNINNINYNN)Y) D)) )
pre-miR-15b

1 40 0 l 60 70 0 20
57 WGAGGCCWAAAGUACUG% CAGCACAUCAUGG{UUACAUGCUAI:BL#JCAAGAUGCGAAUCAWAULMGCUGCUCUAG:AAAUU[JAAGGAAAUUGAU

B O O O G A O O X O GO O PO O O O QP X QP O G G G O A PR G (P X (PUPRPP 2332000000030 )) .00 ) ) ) )) ).
miR-21
1 1 20
5" UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
..... (CCCCC-21ry)y) . e e (spinka do wiosdéw)
..... CCCCCC- e ... (dupleks)
miR-10b
1 0 20
5’ UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
............. Ceeeeeec. . (dupleks)
miR-15b
1 10 20
5’ UAGCAGCACAUCAUGEBUUUACA
......... CeeeeqeC. .. .. (dupleks)
Rysunek 4.7

Sekwencje oraz struktury drugorzedowe miR-21, miR-10b, miR-15b oraz ich prekursoréw. Na zielono zaznaczono sekwencje AG oraz GU do ktorych zaprojektowano
DNAzymy. Strzatki wskazuja miejsca hydrolizy RNA z udzialem DNAzymdw. Sekwencj¢ dojrzaltych miRNA zaznaczono na czerwono.
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4.1.5. Poréwnanie miejsc docelowych dla DNAzyméw w obrebie substratow

Wszystkie wybrane miejsca docelowe DNAzymoéw *8-17° posiadaja sekwencje 5’-GU-
3’, DNAzymoéow *10-23” sekwencje 5'-AG-3’. Podobienstwo fragmentow pre-miRNA
komplementarnych do poszczegdlnych DNAzymoéow (T1-T21) (Rysunek 4.8) dla (i) pre-
miR-21/miR-21 jest najwicksze miedzy T2 i T3 (53 %), najmniejsze migdzy T1 i T2
(20 %), (i) pre-miR-10b/miR-10b najwigksze migdzy T8 1 T9 (92 %), najmniejsze
miedzy T6 i T7 (20 %), (iii) pre-miR-15b/miR-15b najwicksze migdzy T12 i T13 oraz
T18 1 T19 (92 %), najmniejsze migedzy T17 1 T18 oraz T16 1 T20 (15 %). Ilos¢ par GC
W obrgbie ramion mieSci si¢ w przedziale 25 — 58 % 1 jest najwicksza dla T7,
najmniejsza na T13, T16, T18, T21. Podobnie jak w przypadku rybozymow, sekwencja
substratu oraz zawarto$¢ nukleotydow G/C ma wptyw na aktywno$¢ in vitro oraz in
vivo DNAzymow [223] (Rysunek 4.8).

Pre-miR-21/mir-21 Pre-miR-10b/miR-10b Pre-miR-15b/miR-15b
Tl GCUUAUC CUGAUG T6 UACCCUGUAGAAC T12
T2 GACUGAUGUUGACUG T7 CCCUGUAGAACCG T13
T3 GUUGACUGUUGAAUC T8 CCGUAUAGUCACA T14
T4 AACACCAGUCGAUGG T9 CGUAUAGUCACAG T15
T5 AUGGGCUGUCUGACA T10 GAUUCUAGGGGAA T16
T11 UAUAUGGBUCGAUG T17
T18
T19
T20
T21

Rysunek 4.8

Poréwnanie sekwencji w obregbie pre-mi-21, pre-miR-10b, pre-miR-15b oraz ich dojrzatych miRNA
komplementarnych do ramion DNAzyméw. Sekwencje AG oraz GU podkreslono. Kolorem
ciemnoszarym zaznaczono nukleotydy identyczne we wszystkich sekwencjach, jasnoszarym identyczne
W co najmniej polowie sekwencji w obrebie poréwnywanej grupy. W analizie nie uwzgledniono
fragmentow komplementarnych do ramion wydtuzonych wariantow DNAzyméw (miR15bdz5+ oraz
miR15bdz6+).

4.1.6. Projektowanie DNAzyméw

Zaprojektowatam DNAzymy typu ‘8-17’ oraz typu *10-23” skierowane na pre-miR-21,
pre-miR-10b, pre-miR-15b oraz odpowiadajagce im dojrzale miRNA (Tabela 1.5,
Rysunek 4.9-4.11). 28 nt sekwencja DNAzymu ‘8-17° obejmuje 14 nt rdzen
katalityczny o sekwencji 5’-TCCGAGCCGGACGA-3’. DNAzymy ’10-23* to 29-
oligonukleotydy zawierajace 15 nt rdzen katalityczny o sekwencji  5’-
GGCTAGCTACAACGA-3’. Obecnosc¢ sekwencji AG lub GU w obrebie substratu oraz

komplementarno$¢ ramion rybozymow do substratu sg warunkami koniecznymi do
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zaistnienia hydrolizy. W obu wariantach DNAzymow domene katalityczng otaczaja
sze$cio- badz siedmionukleotydowe ramiona o sekwencjach komplementarnych do
réznych rejondéw miRNA i/lub pre-miRNA. Dlugos¢ ramion oraz ich pehlna
komplementarno$¢ do substratow powinny determinowaé¢ wysokg aktywnos$¢ i
specyficznos¢ DNAzymow. Dodatkowo zaprojektowano DNAzymy o wydtuzonych o 4
nt ramionach (miR15bdz5+ oraz miR15bdz6+). Strukture drugorzedowa DNAzymow,
miejsca hydrolizy pre-miR21, pre-miR-10b, pre-miR-15b oraz ich dojrzatych form
(miR-21, miR-10b, miR-15b) z udzialem =zaprojektowanych DNAzymow
przedstawiono na Rysunkach 4.9-4.12.

pre-miR-21

1 10 l 20 30 40 50 60 70
5’ UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAUGGCAACACCAGUCGAUGGGCUGUCUGACA
FEEEEEE TEErrnrd

CGAATAG TTGACTAC

G
G é‘ miR21dz1

1 10 20 l 30 40 50 60 70
5’ UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAUGGCAACACCAGUCGAUGGGCUGUCUGACA
FELEEEE Frrertd
CTGACTA AACTGAC
A G
c® Gc
A T miR21dz2
A A
Capc®

1 10 20 30 40 50 60 70
5’ UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAUGGCAACACCAGUCGAUGGGCUGUCUGACA
FEEEEEE Frrretd
CTACTGA AACTTAG

cA Gg
C
A T miR21dz3
A A
Cc ATC G
1 10 20 30 40 50 l 60 70

5’ UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAUGGCAACACCAGUCGAUGGGCUGUCUGACA

FEEEEEE Tt
TTGTGGT AGCTACC
CGA Gg

A T miR21dz4
A A

C ATC G
1 10 20 30 40 50 60 70
5’ UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAUGGCAACACCAGUCGAUGGGCUGUCUGACA
PEEEEEE 1rrerrd
TACCCGA AGACTGT
A Gga
CG GC
A T miR21dz5

CATCG

»

Rysunek 4.9

Struktura drugorzedowa DNAzymow anty-miR-21 (miR-21dz1, miR-21dz2, miR-21dz3, miR-21dz4,
miR-21dz5) (szary) w kompleksie z substratem pre-miR-21/miR-21. Na czerwono zaznaczono miR-21,
na zielono sekwencje AG i GU rozpoznawane przez DNAzymy. Strzatki wskazuja miejsca hydrolizy pre-
miR-21 oraz miR-21 z udzialem DNAzymoéw.
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pre-miR-10b

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

' CC:AGAGGUUGUAACGUUGUCUAUAUAUACCCUGUAGAACCGAAUUUGUGUGGUAUCCGUAUAGUCAC:AGAUUCGAUUCUAGGGC-‘AAUAUAUGGUCGAUGC:AAAAACUUCA
FEEErEr el
ATGGGA ATCTTG

"

A G
G G
c c
a T miR10bdzl
A A
Carc@
10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110

el

’ C CAGAGGUUGUAACGUUGUCUAUAUAUACCCUBUAGAACCGAAUUUGUGUGGUAUC CGUAUAGUCACAGAUUCGAUUCUAGGGGAAUAUAUGGUCGAUGCAAAAACUUCA

FErErr rrern
GGGACA TTTGGC
c

Ga N
c A GCCG miR10bdz2

10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110
' CCAGAGGU‘UGUAACGUUGUCUAUAUAUACCCUGUAGAACCGAAUU'UGUGUGGUAUCCGUAUAGUCACAGAUUCGAUUCUAGGGGAAUAUAUGGUCGAUGCAAAAACUUCA
PRI el
GGCATA TAGTGT
A C

«

¢ G, Sa .
ca GCCG miR10bdz3

1 10 20 30 40 50 60 l 70 80 20 100 110

' CCAGAGGUUGUAACGUUGUCUAUAUAUACC CUBUAGA ACCGAAUUUGUGUGGUAUCCGUAUAGUCACAGAUUCGAUUCUAGGGGAAUAUAUGGUCGAUGCAAAAACUUCA
[RRARRENERRRY]
GCATAT AGTGTC

”

GR Gg
c
a T  miR10bdz4
a
Carct
1 10 20 30 40 50 60 70 Bl 90 100 110

”n

' CCAGAGGUUGUAACGUUGUCUAUAUAUACC CUBUAGA ACCGAAUUUGUGUGGUAUCCGUAUAGUCACAGAUUCGAUUCUAGGGGAAUAUAUGGUCGAUGCAAAAACUUCA

FEEEEE TEeen
CTABGA TCCCTT

G Gy Sa
¢ a Gd o miR10bdzS
c

pre-miR-10b

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
cc:AGAGGUUGUAAc:GUUGUCUAUAUAUACcCUGUAGAACCGAAUUUGUGUGGUAUCcGUAUAGU::AC:AGAUUCGAUUCUAGGGc:AAUAUAUGGucGAUGC:AAAAACUUCA
FEERLE TR
ATATAC AGCTAC
A G
c® ¢
A T  miR10bdz6
A

A
CarcC

Rysunek 4.10

Struktura drugorzedowa DNAzyméw anty-miR-10b (miR10bdz1, miR10bdz2, miR10bdz3, miR10bdz4, miR10bdz5,
miR10bdz6) (szary) w kompleksie z substratem pre-miR-10b/miR-10b. Na czerwono zaznaczono miR-10b, na
zielono sekwencje AG i GU rozpoznawane przez DNAzymy. Strzatki wskazujg miejsca hydrolizy pre-miR-10b oraz
MiR-10b z udzialem DNAzymow.
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pre-miR-15b

1 10 20 30 40 50 60 70 80 20
5" UUGAGGCCUUAARGUACUGUAGCAGCACAUCAUGEUUUACAUGCUACAGUCARGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAA AUUUAAGGARAUUCAU
FELEEE Trreetl
GGAATT TATGAC
c

c
G 6. FA  miR1Sbdzl
ca “C g
c
1 10 l 20 30 40 50 60 70 80 90

5’ UUGAGGCCUUAABGUACUGUAGCAGCACAUCAUGEUUUACAUGCUACAGUCAAGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCU CUAGAAAUUUAAGGAAAUUCAU
FEEErr rreed
GAATTT ATGACA

CG Boc GC
Y 7  miR15bdz2
A A
Ca TC G
1 10 0 30 40 50 60 70 80 90

5" UUGAGGCCUUAARGUACUGUAGCAGCACAUCAUGEUUUACAUGCUACAGUCAAGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAA AUUUAAGGAARUUCAU
FEEEEE el
TCATGA ATCGTC
A G
G G
i 5
a A miR15bdz3
Carct

1 10 20, 30 40 50 60 70 80 90
5' UUGAGGCCUUARAGUACUGUAGCAGCACAUCAUGBUUUACAUGCUACAGUCAAGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAA AUUUARGGAAAUUCAU
Frrrer el
ATGACA TGTCGT
A [o]
G G

¢ "2 mirisbdza
ca g mi z

1 10 20 30 40 50 60 70 80 20
5’ UUGAGGCCUUARAAGUACUBUAGCAGCACAUCAUGEUUUACAUGCUACAGUCARGAU GCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAA AUUUAAGGAAAUUCAY
FEEErr el
ACATCG TGTGTA

G 2 miR15bdz5
G
pre-miR-15b

1 10 20 30 40 50 60 70 80 20
5’ UUGAGGCCUUARRGUACUGUAGCABCACAUCAUGEUUUACAUGCUACAGUCARGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAAAUUUAAGGARAAUUCAU
FEEEEr reeeel
TAGTAC AAATGT

GR Gg
c c
x T  miR15hdz6
A A
Carct
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90

5’ UUGAGGCCUUAARGUACUBUAGCAGCACAUCAUGEBUUUACAUGCUACAGUCAAGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAA AUUUAAGGAAAUUCAU

FEEEEE Trrend
ACGATG TAGTTC
A c

C
G Gy Ga .
c A GC . miR15bdz7
C
1 10 20 30 40 0 60 70 80 90

5’ UUGAGGCCUUAARGUACUGUAGCAGCACAUCAUGEUUUACAUGCUACAGU CAAGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAA AUUUAAGGAAAUUCAU

FEEELE THrnn
CGATGT AGTTCT
A

G G
Iy 5
2 2 miR15bdz8
Carc®
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90

5’ UUGAGGCCUUAARGUACUGUAGCAECACAUCAUGBUUUACAUGCUACAGUCAAGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAAAUUUAAGGAAAUUCAU
FEEEEE e
GICAGT TTACGC
LS c
C
Gy Fa .
c A CC e miR15bdz9

1 10 20 30 40 50 60 70 0 90
5’ UUGAGGCCUUAARGUACUGUAGCAGCACAUCAUGEUUUACAUGCUACAGU CAAGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAA AUUUAAGGAAAUUCAU
Frrrer el
ACGAGA TTTTAA
C
G’ A .
c A GCCG miR15bdz10

G

Rysunek 4.11

Struktura drugorzedowa DNAzymoéw anty-miR-15b (miR15bdz1, miR15bdz2, miR15bdz3, miR15bdz4,
miR15bdz5, miR15bdz6, miR15bdz7, miR15bdz8, miR15bdz9, miR15bdz10) (szary) w kompleksie z
substratem pre-miR-15b/miR-15b. Na czerwono zaznaczono miR-15b, na zielono sekwencje AG i GU
rozpoznawane przez DNAzymy. Strzatki wskazuja miejsca hydrolizy pre-miR-15b oraz miR-15b z
udzialem DNAzymow.
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1 10 20 30 40 50 60 0 80 920
5’ UUGAGGCCUUAAAGUACUBUAGCAGCACAUCAUGEUUUACAUGCUACAGUCAAGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAAAUUUAAGGAAAUUCAU

FEEEEE TEErreren

ACATCG TGTGTAGTAC
A ¢

¢ o ea

ca GCCG miR15bdz5+

pre-miR-15b

1 10 20 30 40 50 60 70 80 %0
5 UUGAGGCCUUAARGUACUBUAGCAGCACAUCAUGEUUUACAUGCUACAGUCAAGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAAAUUUAAGGAAAUUCAU
FEERTELEEE 1l
CGTGTAGTAC AAATGT
e A Gg
A T  miR15bdz6+

A A
Carct

Rysunek 4.12

Struktura drugorzedowa wydtuzonych DNAzyméw anty-miR-15b (miR15bdz5+, miR15bdz6+) (szary) w
kompleksie z substratem pre-miR-15b/miR-15b. Na czerwono zaznaczono miR-15b, na zielono
sekwencje AG i GU rozpoznawane przez DNAzymy. Strzatki wskazujg miejsca hydrolizy pre-miR-15b
oraz miR-15b z udzialem DNAzymoéw. Podkreslono 4-nt sekwencje o ktore zostaly wydluzone
podstawowe warianty rybozyméw (miR15bdz5 i miR15bdz6).

4.2.  Aktywnos$¢ in vitro katalitycznych kwasow nukleinowych

Analiz¢ aktywnosci zaprojektowanych rybozymow oraz DNAzymow prowadzitam w
warunkach reakcji jednoobrotowej z nadmiarem rybozymu wzgledem substratu.
Reakcje mozna podzieli€¢ na dwa etapy: denaturacj¢/renaturacje (I) oraz
transestryfikacje (II) (Tabela 4.1).

Tabela 4.1

Warunki reakcji katalizowanej przez rybozymy hammerhead in vitro, ktore podlegaty zmianom w trakcie
badan z wyszczeg6lnieniem etapéw denaturacji/renaturacji (I) oraz transestryfikacji (I1).

Etap | Warunki

I Denaturacja 3 min, 85 °C lub jej brak

Schtadzanie do 37 °C lub 25 °C w urzadzeniu Thermomixer (~2h) lub w tazni wodnej (przez
noc)

Denaturacja/renaturacja substratu i rybozymu razem lub osobno

| Stosunek rybozym:substrat (1:1.5625, 1:3.125, 1:6.25, 1:10, 1:12.5, 1:25, 1:50)

Stezenie Mg?* (1, 5, 10, 25 mM)

Obecnos¢ jondéw jednowartosciowych (Na*, NH,", Li*)

Temperatura (25 °C, 37 °C)

pH buforu (5.5, 7.5, 8.0)

Czas reakcji (30 min — 15 h)

Obecno$¢ zwigzkow imitujacych stloczenie komorkowe i/lub sprzyjajacych zwijaniu RNA
(spermina, spermidyna, PEG200, PEG400, PEG3350, heksamina kobaltu)

Dhugos¢ substratu (110, 98, 72, 23, 22, 13 nukleotydow)
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Okreslitam wptyw (i) stosunku rybozym:substrat lub DNAzym:substat, (ii) st¢zenia
Mg®" oraz innych jonow, (iii) dtugosci substratowego RNA, (iv) obecnosci zwiazkow
mimikujgcych sttoczenie komorkowe, (v) czasu reakcji, (vi) pH buforu oraz (vii)

temperatury na wydajno$¢ reakcji Katalizowanej z udziatem DNAzymoéw i/lub
rybozymow.
4.2.1. Rybozymy typu hammerhead oraz DNAzymy anty miR-21

4.2.1.1. Aktywnos$¢ wzgledem pre-miR-21

Rybozymy miR21rz1, miR21rz2, miR21rz3 hydrolizuja pre-miR-21 z rdzng
wydajnoscia. W 25-krotnym nadmiarze rybozymu wzgledem substratu, w 25 mM Mg?*
po 15 h reakcji miR21rz3 hydrolizuje pre-miR-21 na poziomie 12.5 % - prawie 5.5-
krotnie wyzszym niz miR21rz1. Rybozym miR21rz2 w zZadnych z zastosowanych
warunkow in vitro nie wykazuje aktywnos$ci hydrolitycznej wzgledem pre-miR-21
(Rysunek 4.13 (A, B)). Wydajno$¢ hydrolizy pre-miR-21 przez miR21rz1 i miR21rz3
wzrasta wraz ze wzrostem stosunku rybozym:substrat. W 10 mM Mg?®*, przy 3-krotnym
nadmiarze rybozymu wzgledem substratu wydajnos¢ hydrolizy pre-miR-21 wynosi 2 %
i 3 %, odpowiednio dla rybozymu miR21rz1 oraz miR21rz3, przy 50-krotnym
nadmiarze rybozymu odpowiednio 9 % i 20 % (Rysunek 4.13 (C, D)). Aktywnos¢
zaprojektowanych rybozyméw wzrasta wraz ze wzrostem stezenia jondw Mg?*, w
zakresie 0 — 25 mM. Hydroliza pre-miR-21 przez rybozym zachodzi wydajnie juz w 1
mM Mg?" (stezenie zblizone do fizjologicznego), korzystniej w 5 mM 1 10 mM,
najkorzystniej w 25 mM Mg?* (Rysunek 4.13 (A, B)).

Do zaistnienia hydrolizy nie wystarcza obecno$é jondéw jednowartosciowych (Na®,
NH,", Li"). Zwiazki imitujace sttoczenie komoérkowe, politlenki etylenu, polimery z
grupy polieteréw, o niskiej masie czasteczkowej (200 oraz 400), hamuja aktywno$¢
rybozyméw, PEG3350 oraz MPD pozostaja bez wplywu na wydajno$¢ reakcji
(Rysunek 4.13 (H)). Ponadto, wykazatam, Zze warunki denaturacji, renaturacji oraz
inicjacji reakcji nie wplywaja istotnie na aktywno$¢ rybozymow oraz DNAzymow
wzgledem pre-miR-21 (Rysunek 4.13 (G)). Reakcje przebiegaja ze zblizong
efektywnos$cia niezaleznie od tego czy proba byta denaturowana czy nie zostata
poddana denaturacji, predkosci schtadzania prob po denaturacji (0.5/2 °C/min) oraz

momentu inicjacji reakcji (w 85 °C badz po schtodzeniu do 37 °C) (Rysunek 4.13 (G)).

152



WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

Dodatkowo na aktywnos$¢ rybozymow nie wplywa istotnie pH na pH 5.5 lub na 8.0 oraz

obnizenie jej temperatury do 25 °C.

Poréwnatam aktywno$¢ rybozymoéw miR21rz1 oraz miR21rz1 TLR, jego wydtuzonego
wariantu posiadajgcego przy koncu 5’ motyw receptora dla czteronukleotydowej petli
GAAA (TLR, ang. tetraloop receptor), ktory ma mu zapewni¢ wysoka aktywno$é
katalityczna w niskich stezeniach Mg®* (Rysunek 4.5). Aktywno$¢ miR21rzl TLR,
podobnie jak miR21rz1, wzgledem pre-miR-21 jest zalezna od stezenia jonow magnezu
oraz stosunku rybozym:substrat. Wbrew oczekiwaniom rybozym zawierajgcy TLR
wykazuje nieco nizsza aktywno$¢ niz wariant podstawowy rybozymu wzgledem
badanego RNA (Rysunek 4.15). Przyktadowo, pre-miR-21 w reakcji z 50-krotnym
nadmiarem rybozymu miR21rz1 wzglgdem substratu po 15 h inkubacji ulega hydrolizie
na poziomie 3.3 i 5.3 % odpowiednio przy 5 i 10 mM Mg®*, dla poréwnania w
obecnosci miR21rz1 TLR w 1.1 1 3.5 % (Rysunek 4.15).

Nastgpnie okreslitam aktywnos¢ DNAzymoéw anty-miR-21 (miR21dz1, miR21dz2,
miR21dz3, miR21dz4, miR21dz5) wzglgdem pre-miR-21. Aktywno$s¢ DNAzymow
miR21dz2 i miR21dz3 jest zblizona i podobnie jak w przypadku rybozymoéow wzrasta
wraz ze wzrostem stezenia jonéow Mg®*, w zakresie 0 — 10 mM. Hydroliza pre-miR-21
zachodzi juz w 1 mM Mg? (stezenie zblizone do fizjologicznego) na poziomie 4 %,
korzystniej w 5 mM (~8 %), najkorzystniej w 10 mM Mg?*, powyzej 20 % zaréwno z
udziatem miR21dz2 jak i miR21dz3 (Rysunek 4.13 (E, F)). W badanych warunkach
miR21dz1, miR21dz4 1 miR21dz5 nie wykazujg aktywnosci hydrolitycznej wzgledem
pre-miR-21.
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Rysunek 4.13

Hydroliza pre-miR-21 z uzyciem rybozymoéw oraz DNAzymow anty-miR-21.

A i B. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego oraz wykres przedstawiajacy zalezno$¢ hydrolizy
pre-miR-21 z udzialem rybozyméw anty-miR-21 od stezenia Mg®*. Reakcje prowadzono przy statym
stezeniu rybozymu (miR21rz1/miR21rz2/miR21rz3) (250 nM, 25-krotny nadmiar wzglgdem substratu)
oraz r()Znyczh stezeniach Mg?* (0, 1, 5, 10, 25 mM). Dla rybozymu miR21rz2 pokazano jedynie reakcje w
25 mM Mg*".
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C i D. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego oraz wykres przedstawiajacy zalezno$¢ hydrolizy
pre-miR-21 z udziatem rybozyméw anty-miR-21 od ich stezenia. Reakcje prowadzono w stalym stezeniu
jonow Mg2+ (10 mM), réznych stezeniach rybozymoéw (miR21rz1/miR21rz2/miR21rz3) (0, 31.25, 62.5,
125, 250, 500 nM).

E i F. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego oraz wykres przedstawiajacy zaleznos¢ hydrolizy
pre-miR-21 z uzyciem DNAzymoéw anty-miR-21 od stezenia Mg?*. Reakcje prowadzono przy statym
stezeniu DNAzymow (250 nM, 25-krotny nadmiar wzgledem substratu) w réznych stezeniach MgCl, (0,
1, 5, 10 mM).

G. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego przedstawiajacy zalezno$¢ hydrolizy pre-miR-21 z
udzialem rybozymu miR21rz1 oraz DNAzymu miR21dz3 od warunkow denaturacji/renaturacji oraz
inicjacji reakcji.

Reakcje prowadzono przez 15 h w 37 °C. 1 — pre-miR-21 i rybozym/DNAzym denaturowano (85 °C, 3
min) oddzielnie, potaczono po schtodzeniu do 37 °C, nastgpnie suplementowano MgCly; 2 - pre-miR-21 i
rybozym/DNAzym denaturowano (85 °C, 3 min) tacznie, schlodzono do 37 °C, nastgpnie
suplementowano MgCl,; 3 - pre-miR-21 i rybozym/DNAzym denaturowano (85 °C, 3 min) oddzielnie w
obecnosci Mg, po schtodzeniu do 37 °C proby potaczono i inkubowano dalej w 37 °C; 4 - pre-miR-21
oraz rybozym/DNAzym denaturowano (85 °C, 3 min) facznie w obecnosci MgCl,, nast¢pnie schtodzono
do 37 °C; 5 i 6 — proby niedenaturowane, suplementowane (5) badz niesuplementowane (6) MgCly; 7 -
pre-miR-21 oraz rybozym/DNAzym denaturowane (85 °C, 3 min) tacznie, niesuplementowane MgCl,; 8
- pre-miR-21 (bez dodatku rybozym oraz DNAzymu) denaturowany (85 °C, 3 min), po schtodzeniu do 37
°C suplementowany MgCl,

H. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego przedstawiajgcy zalezno$¢ hydrolizy pre-miR-21 z
udziatem rybozymu miR21rz3 od obecnosci rdéznych jonow jednowartosciowych lub czynnikoéw
imitujacych sttoczenie wewnatrzkomorkowe.

Reakcje prowadzono w 50 mM Tris-HCI, pH 7.5 (1-13), 10 mM MgCl, (2-8, 13), 10 mM NaCl (10), 10
mM NH,CI (11), 10 mM LiCl (12), 16 % PEG200 (3), 16 % PEG400 (4), 16 % PEG 3350 (5), 16 %
PEG4000 (6), 40 mM spermina (7), 40 mM spermidyna (8), 5 % MPD, 20 mM kakodylan sodu, pH 5.5,
10 mM LiCl, 20 mM MgCl,, 10 mM heksaamina kobaltu (14), 5 % MPD, 20 mM kakodylan sodu, pH
5.5, 20 mM LiCl, 10 mM MgCl,, 10 mM heksaamina kobaltu (15), 5 % MPD, 20 mM kakodylan sodu,
pH 5.5, 30 mM LiCl, 10 mM heksaamina kobaltu (16). Reakcje prowadzono w 25-krothym nadmiarze
rybozymu wzgledem substratu.

A, C, H. Reakcje prowadzono przez 15 h w 37 °C. Przed reakcjg proby denaturowano w 85 °C przez 3
min.

K - kontrola reakcji; L — OH ladder (50 mM NaOH, 10 mM EDTA, 95 °C, 2 min); T — hydroliza z
uzyciem RNazy T1 (20 mM CH3COONa pH 4.5, 7 M mocznik, 1 mM EDTA, 0.025 u/ul RNaza T1, 55
°C, 20 min).
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Rysunek 4.14
Poréwnanie aktywnos$ci rybozymow miR21rz1 oraz miR21rz1 TLR wzgledem pre-miR-21

Autoradiogram 20 % zeli poliakrylamidowych (A) oraz wykres (B) przedstawiajace zalezno$¢ hydrolizy
pre-miR-21 z udzialem rybozymu miR21rz1 oraz miR21rz1_TLR od stezenia Mg”*. Reakcje prowadzono
w stalym stezeniu pre-miR-21 (10 nM) oraz rybozymoéw (500 nM). Proby suplementowano réznymi
stezeniami Mg?* (0, 5, 10 mM), po czym inkubowano w 37 °C przez 15 h.

4.2.1.2. Aktywnos$¢ wzgledem miR-21 oraz 13-nt substratéw

miR-21 oraz krétkie 13-nt substraty (pre-miR-21_S1, pre-miR-21_S2, pre-miR-21_S3)
komplementarne do ramion rybozymow anty-miR-21 sg bardziej podatne na hydrolize z
uzyciem rybozymow oraz DNAzyméw niz prekursory miRNA. W warunkach in vitro
miR21rz1 wykazuje znacznie wyzsza aktywno$¢ wzgledem miR-21 niz wzgledem jego
72-nt prekursora (pre-miR21). W 10-krotnym nadmiarze rybozymu wzgledem substratu
oraz 10 mM Mg** juz po 30 min prawie 60 % miR-21 ulega hydrolizie, tymczasem w
przypadku pre-miR-21 taki poziom hydrolizy nie jest osiaggany nawet po 15 h inkubacji
(Rysunek 4.13 (C, D) oraz 4.15 (A, C)). Wydluzenie czasu inkubacji do 1 i 2 h daje
odpowiednio ~80 % i ponad 90 % zhydrolizowanego miR-21. Przy rownym stezeniu
(10 nM) miR21rz1 oraz miR-21, w 10 mM Mg**, po 1 h wydajnosé¢ hydrolizy sicga 80
%, w 3-krotnym nadmiarze rybozymu prawie 90 %. Dalsze zwigkszanie ilosci
rybozymu jedynie nieznacznie zwigksza wydajno$¢ hydrolizy substratu. Ponadto
hydroliza miR-21 z uzyciem miR21rz1 zachodzi w nizszych stezeniach Mg?* niz ma to
miejsce w przypadku pre-miR-21. W 10-krotnym nadmiarze rybozymu wzgledem
substratu, po 1 h w 5 mM Mg?* 70 % miR-21 ulega hydrolizie, w 10 mM Mg** - ponad
90 % (Rysunek 4.15 (A, C)).
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Hydroliza krétkiego 13-nt RNA (pre-miR-21_S1) w peilni komplementarnego do
ramion rybozymu miR21rz1 przebiega znacznie wydajniej niz hydroliza pre-miR-21, a
nawet miR-21. Podobnie jest w przypadku pre-miR-21_S2 i pre-miR-21_S3 w
obecno$ci komplementarnych do nich rybozymow. W 10-krotnym nadmiarze rybozymu
wzgledem substratu, w 10 mM Mg®* juz po 30 min obserwowalam hydrolize pre-miR-
21_S1, pre-miR-21_S2 oraz pre-miR-21_S3 odpowiednio przez miR21rz1, miR21rz2
oraz miR21rz3 na poziomie, odpowiednio 71, 69 i 74 %. Dodatkowo przy
dziesieciokrotnie nizszym stezeniu Mg2+ (1 mM) wida¢ roznice w ich aktywnos$ci. W
10-krotnym nadmiarze rybozymu wzgledem substratu, miR21rz3 hydrolizuje ponad 25
% pre-miR-21_S3, miR21rz1 ponad 5 % pre-miR-21_S1, miR21rz2 niemal 2.5 % pre-
miR-21_S2.

Rybozym wydluzony o TLR, podobnie jak miR21rzl, wykazuje znaczaco wyzsza
aktywnos$¢ wzgledem miR-21 oraz 13-nt RNA niz w stosunku do jego prekursora.
Jednakze rowniez w tych przypadkach zaobserwowatam, ze wariant podstawowy
rybozymu wykazuje wyzsza aktywno$¢ niz rybozym wydluzony. Przyktadowo w
reakcji z 10-krotnym nadmiarem rybozymu miR21rz1 wzglgdem substratu po 1h
inkubacji miR-21 ulega hydrolizie na poziomie 9.19, 22.42, 73.23, 93.96 %
odpowiednio przy 05, 1, 5 i 10 mM Mg®". Dla poréwnania, w obecnosci
miR21rz1 TLR odpowiednio w 1.81, 11.99, 27.8 i 43.78 % (Rysunek 4.16 (C, D)). W
reakcji z 13-nt RNA, w 10:1, 1:1 oraz 1:10 stosunku substrat:rybozym, 10 mM Mg**, po
0.5 h pre-miR-21_S1 ulega hydrolizie na poziomie 1.48, 16.46, 70.69 % oraz 1.19, 8.62,
67.12 % odpowiednio z udziatem miR21rz1 oraz miR21rz1_TLR. Dodatkowo, w tych
samych warunkach ale w 1 mM Mg®* zaobserwowano, ze hydroliza pre-miR-21_S1 z

udziatem miR21rz1 jest wydajniejsza niz w obecnosci miR21rz1_TLR (Rysunek 4.17).

DNAzymy anty-miR-21 hydrolizuja miR-21 z r6zng efektywnoscia (Rysunek 4.15). W
10-krotnym nadmiarze DNAzymu wzgledem substratu oraz 10 mM Mg®* po 1 h 60 %
miR-21 ulega hydrolizie w obecnosci miR21dz1 oraz 15 % w obecnosci miR21dz2. Dla
porownania rybozym miR21rz1 w tych samych warunkach hydrolizuje miR-21 z

wydajnoscig przekraczajacg 90 % (Rysunek 4.15).
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Hydroliza miR-21 z uzyciem rybozymu oraz DNAzymé6w anty-miR-21.

A i B. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego oraz wykres przedstawiajace zalezno$¢ hydrolizy
miR-21 z udziatem rybozymu miR21rz1 od stezenia Mg?* oraz stosunku rybozym:substrat. Reakcje
prowadzono w statym stezeniu miR-21 (10 nM) w réznych stezeniach rybozymu lub MgCl,.

1-6. Reakcje prowadzono w stalym stezeniu rybozymu (100 nM). Proby suplementowano rdéznymi
stezeniami Mg®* (0, 0.5, 5, 10, 25, 50 mM), po czym dalej inkubowano w 37 °C przez 1 h.

7-12. Reakcje prowadzono w stalym stezeniu rybozymu (100 nM) i Mg?* (10 mM), przez 0.5, 1, 2, 3, 5 h.

13-18. Reakcje prowadzono w roznych stezeniach rybozymu (0, 10, 30, 60, 100, 250 nM). Préby
suplementowano 10 mM Mg?*, po czym dalej inkubowano w 37 °C przez 1 h.

C. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego przedstawiajacy wydajnos¢ hydrolizy miR-21 z
udziatem rybozymu miR21rz1 (1), miR21dz1 (2) oraz miR21dz2 (2). Reakcje prowadzono w stalym
stezeniu miR-21 (10 nM) oraz miR21rz1/miR21dz1/miR21dz2 (100 nM) i MgCl, (10 mM) w 50 mM
Tris-HCI pH 7.5 przez 1 h.

D. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego przedstawiajacy zalezno$¢ hydrolizy miR-21 z
udziatem rybozymu miR21rz1 oraz DNAzymu miR21dz1 od warunkéw denaturacji/renaturacji oraz
inicjacji reakcji.

1 — miR-21 i rybozym/DNAzym denaturowano (85 °C, 3 min) oddzielnie, potaczono po schtodzeniu do
37 °C, nastgpnie suplementowano MgCly; 2 — miR-21 i rybozym/DNAzym denaturowano (85 °C, 3 min)
tacznie, schtodzono do 37 °C, nastepnie suplementowano MgCly; 3 — miR-21 i rybozym/DNAzym
denaturowano (85 °C, 3 min) oddzielnie w obecnosci Mg, po schtodzeniu do 37 °C préby potaczono i
inkubowano dalej w 37 °C; 4 — miR-21 oraz rybozym/DNAzym denaturowano (85 °C, 3 min) tgcznie w
obecnosci MgCl,, nastepnie schtodzono do 37 °C; 5 i 6 — proby niedenaturowane, suplementowane (5)
badz niesuplementowane (6) MgCl,; 7 — miR-21 oraz rybozym/DNAzym denaturowane (85 °C, 3 min)
acznie, niesuplementowane MgCl,; 8 — miR-21 (bez dodatku rybozym oraz DNAzymu) denaturowany
(85 °C, 3 min), po schtodzeniu do 37 °C suplementowany MgCl,

K - kontrola reakcji; L - alkaliczna hydroliza w warunkach kontrolowanych (50mM NaOH, 10mM
EDTA, 95 °C, 2 min); T — hydroliza z uzyciem RNazy T1 (20mM CH3;COONa pH 4.5, 7M mocznik,
1mM EDTA, 0.025 v/pl RNazy T1, 55 °C, 20 min).
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Rysunek 4.16

Poréwnanie aktywnos$ci rybozymow miR21rz1 oraz miR21rz1_TLR wzgledem pre-miR-21

Autoradiogram 20 % zeli poliakrylamidowych (A) oraz wykres (B) przedstawiajace zaleznos¢ hydrolizy
miR-21 z udzialem rybozymu miR21rzl oraz miR21rz1_TLR od stezenia rybozymu oraz Mg?*. Reakcje
prowadzono w statym stezeniu miR-21 (10 nM), réznych stezeniach rybozyméw (10 nM oraz 100 nM) i
Mg®* (0.5, 1, 5, 10 mM), w 37 °C przez 1 h.

K - kontrola reakcji; L - alkaliczna hydroliza w warunkach kontrolowanych (50mM NaOH, 10mM
EDTA, 95 °C, 2 min); T1 — hydroliza z uzyciem RNazy T1 (20mM CH3COONa pH 4.5, 7M mocznik,
1mM EDTA, 0.025 u/pl RNazy T1, 55 °C, 20 min).
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Rysunek 4.17

Poréwnanie aktywno$ci miR21rz1, miR21rz1_TLR wzgledem pre-miR21 S1 oraz miR21rz2 i miR21rz3 odpowiednio wzglgdem pre-miR21_S2 i pre-miR21_S3, w 1 mM
(A) oraz 10 mM (B) Mg*".

Reakcje prowadzono w statym stezeniu (10 nM) pre-miR-21_S1, pre-miR-21_S2 oraz pre-miR-21_S3, w 1 oraz 10 mM Mg* oraz réznych stezeniach (0.01, 0.1, 1, 10, 100
nM) rybozyméw, odpowiednio miR21rz1 oraz miR21rz1_TLR w obecno$ci pre-miR-21_S1, miR21rz2 i miR21rz3 odpowiednio dla pre-miR-21_S2 oraz pre-miR-21_S3.
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4.2.2. Rybozymy typu hammerhead oraz DNAzymy anty-miR-10b
4.2.2.1. Aktywno$¢ wzgledem pre-miR-10b

Zaprojektowane przeze mnie rybozymy typu hammerhead oraz DNAzymy anty-miR-
10b w reakcji in vitro wykazuja specyficzno$¢ wzgledem substratu. Rybozym

zmutowany w obrebie rdzenia katalitycznego (miR10brzl mut) nie hydrolizuje pre-

miR-10b ani miR-10b.

Rybozymy hydrolizujg pre-miR-10b z ro6zng wydajnoscig. Najaktywniejszy jest
miR10brz3, kolejno miR10brz1l oraz miR10brz2 (Rysunek 4.18). Wydajnos¢ hydrolizy
RNA z uzyciem zaprojektowanych narzedzi zalezy od stosunku rybozym:substrat. W
12.5- oraz 50-krotnym nadmiarze rybozymu wzgledem substratu, w 10 mM Mg?* po 15
h obserwowatam hydrolize pre-miR-10b na poziomie 14.3117.6 %, 216 % oraz 47.4 i
70.7 % odpowiednio w reakcji z miR10brz1, miR10brz2 oraz miR10brz3 (Rysunek
418 (A, B)). Aktywno§¢ rybozymow wzrasta wraz ze stgzeniem jonow Mg
Hydroliza pre-miR-10b zachodzi juz w 1 mM Mg* (stezenie zblizone do
fizjologicznego) na poziomie ~ 2 % w przypadku miR10brz2 i miR10brz3. W
wyzszych stezeniach jonéw magnezu, 5 i 10 mM, obserwowatam hydrolize pre-miR-
10b na poziomie 8.8 % i 16.1 %, 6.8 % i 8.6 % oraz 41.6 % i 72.9 % odpowiednio w
obecno$ci miR10brz1, miR10brz2 oraz miR10brz3. Rybozym zmutowany nie wykazuje

aktywnosci w zadnym z przetestowanych warunkéw (Rysunek 4.18 (C, D)).

Przetestowatam rowniez aktywno$¢ DNAzymow wzgledem pre-miR-10b. Reakcje
prowadzitam w warunkach identycznych do reakcji z uzyciem DNAzymow anty-miR-
21. Zaden z zaprojektowanych DNAzymoéw nie hydrolizuje pre-miR-10b w badanych
warunkach. Nie udato si¢ otrzymac specyficznych produktow hydrolizy nawet w 100-
krotnym nadmiarze DNAzymu wzgledem substratu oraz 25 mM Mg®*. Aktywno$é
zaprojektowanych narzedzi (miR10bdzl i miR10bdz2) potwierdzono natomiast w
reakcji z dojrzalym miR-10b. Postuluje, ze brak hydrolizy pre-miR-10b z udziatlem
DNAzymoéw moze wynikac ze struktury tego RNA.
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Rysunek 4.18
Hydroliza pre-miR-10b z uzyciem rybozymow typu hammerhead anty-miR-10b.

A, B. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego oraz wykres przedstawiajace zalezno$¢ hydrolizy
pre-miR-10b z udzialem rybozyméw anty-miR-10b od stezenia rybozyméw. Reakcje prowadzono w 10
nM pre-miR-10b, w réznych stgzeniach rybozyméw (0, 125, 500 nM), w 10 mM MgCl,.

C, D. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego oraz wykres przedstawiajace zalezno$¢ hydrolizy
pre-miR-10b z udziatem rybozyméw anty-miR-10b od stezenia Mg®*. Reakcje prowadzono w 50-
krotnym nadmiarze rybozymu wzgledem substratu, w 0, 1, 5, 10 mM Mg?".

A-D. Reakcje prowadzono przez 15h w 37 °C. Przed reakcjg proby denaturowano w 85 °C przez 3 min.

K — kontrola reakcji, L - alkaliczna hydroliza w warunkach kontrolowanych (50 mM NaOH, 10 mM
EDTA, 95 °C, 2 min), T1 - ograniczona hydroliza z udziatem RNazy T1 w warunkach denaturujacych (20
mM CH3COONa pH 4.5, 7 M mocznik, 1 mM EDTA, 0.025 u/ul RNazy T1, 55 °C, 20 min). Wskazano
wzrastajace stezenia Mg?* (groty) oraz produkty hydrolizy indukowanej przez DNAzymy (po prawej
stronie autoradiogramu) oraz RNaze T1 w warunkach denaturujacych (po lewej stronie autoradiogramu).

4.2.2.2. Aktywnos$¢ wzgledem miR-10b

Wszystkie zaprojektowane rybozymy typu hammerhead oraz DNAzymy anty-miR-10b,
ktorych ramiona sg komplementarne do dojrzatego miR-10b, tj. miR10brz1, miR10bdz1
oraz miR10bdz2 wydajnie go hydrolizujg. Ich aktywnos$¢ zalezy zaréwno od stosunku
rybozym/DNAzym:substrat jak rowniez stezenia jondw magnezu w mieszaninie
reakcyjnej (Rysunek 4.19). Najwyzsza aktywno$¢ wykazuje rybozym miR10brzl,
nastepniec miR10bdz1, najnizsza miR10bdz2. W 10-krotnym nadmiarze rybozymu
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wzgledem substratu, w 1, 5, 10 mM Mg®* wydajno$¢ hydrolizy miR-10b wynosi
odpowiednio dla miR10brz1: 76, 88 i 89 %, dla DNAzyméw miR10bdz1: 0.9, 39 1 45.5
%, dla miR10bdz2: 0.2, 7.1 i 7.4 % (Rysunek 4.19 (A, B)). Obserwowatam wysokag
aktywno$¢ (76 % zhydrolizowanego RNA) zaprojektowanych katalitycznych kwasow
nukleinowych wzgledem miR-10b, w szczegdlnosci rybozymu miR10brz1 w zblizonym
do komoérkowego stezeniu Mg®* (1 mM). Dodatkowo miR10brz1 oraz miR10bdz1l
wykazujg znaczgca aktywnos$¢ juz w rownomolowych ilo$ciach substratu i rybozymu.
Po godzinnej inkubacji obserwowatam hydrolize z miR-10b na poziomie 80.5 % i 85 %

odpowiednio w obecnosci rybozymu i DNAzymu (Rysunek 4.19 (C, D)).
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Rysunek 4.19
Hydroliza miR-10b z uzyciem rybozymow typu hammerhead oraz DNAzymow anty-miR-10b.

A, B. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego oraz wykres przedstawiajace zalezno$¢ hydrolizy
MiR-10b z udziatem rybozyméw oraz DNAzyméw anty-miR-10b od stezenia Mg”*. Reakcje prowadzono
w 10-krotnym nadmiarze rybozymu wzgledem substratu, w 0, 1, 5, 10 mM Mg?*.

C, D. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego oraz wykres przedstawiajace zalezno$¢ hydrolizy
miR-10b z udzialem rybozyméw oraz DNAzymoéw anty-miR-10b od stezenia rybozymow. Reakcje
prowadzono w réznych stezeniach (0, 10, 100 nM) rybozymoéw lub DNAzyméw, w 10 mM MgCl.,.
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A-D. Reakcje prowadzono przez 1h w 37 °C. Przed reakcjg proby denaturowano w 85 °C przez 3 min.

K — kontrola reakcji, L - alkaliczna hydroliza w warunkach kontrolowanych (50 mM NaOH, 10 mM
EDTA, 95 °C, 2 min), T1 - ograniczona hydroliza z udziatem RNazy T1 w warunkach denaturujacych (20
mM CH;COONa pH 4.5, 7 M mocznik, 1 mM EDTA, 0.025 u/ul RNaza T1, 55 °C, 20 min). Wskazano
wzrastajace stezenia Mg”" (groty) oraz produkty hydrolizy indukowanej przez rybozymy lub DNAzymy
(po prawej stronie autoradiogramu) oraz RNaz¢ Tl w warunkach denaturujacych (po lewej stronie
autoradiogramu).

4.2.3. Rybozymy typu hammerhead oraz DNAzymy anty-miR-15b
4.2.3.1. Aktywnos$¢ wzgledem pre-miR-15b

Zaprojektowane rybozymy typu hammerhead oraz DNAzymy anty-miR-15b w reakcji
in vitro wykazuja specyficzno$¢ wzgledem substratu. Wszystkie cechuje zblizona
aktywnos$¢, przy czym najaktywniejszy jest miR-15brz3, nastgpnie miR15brzl,
nieznacznie mniej aktywny miR15brz2 (Rysunek 4.20). Ich aktywno$¢ zalezy od
stosunku rybozym:substrat oraz od stezenia Mg®*. W 12.5- oraz 50-krotnym nadmiarze
rybozymu wzgledem substratu, w 10 mM Mg®* po 15 h reakcji miR15brz1, miR15brz2
oraz miR15brz3 hydrolizuja pre-miR-15b z wydajnoscig wynoszaca odpowiednio: 5 i
23.1 %, 3.5 1 12.7 % oraz 20.1 i 25.6 % (Rysunek 4.20 (A, B)). W 50-krotnym
nadmiarze rybozymu wzgledem substratu, hydrolizuja one pre-miR-15b juz w
fizjologicznym st¢zeniu magnezu na poziomie 3.6 % (miR15brz2), 11.7 % (miR15brz3)
a nawet ponad 15 % (miR15brzl). W wyzszych stezeniach Mg?*, 5 i 10 mM,
obserwowatam hydrolize pre-miR-15b na poziomie 22.2 i 24.3 %, 12.5 i 14.9 % oraz
23.9 i 26.2 % odpowiednio w obecnosci miR15brz1, miR15brz2 oraz miR15brz3
(Rysunek 4.20 (C, D)).

DNAzymy anty-miR-15b (réwniez wydtuzone warianty), podobnie jak DNAzymy anty-
miR-10b, nie wykazuja aktywnosci wzglgdem pre-miRNA, nawet w 100-krotnym
nadmiarze DNAzymu wzgledem substratu oraz 25 mM Mg?*. Postuluje, ze moze to

wynika¢ ze struktury pre-miR-15b.
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Rysunek 4.20

Hydroliza pre-miR-15b z uzyciem rybozymow typu hammerhead anty-miR-15b.

A, B. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego oraz wykres przedstawiajgce zaleznos¢
hydrolizy pre-miR-15b z udzialem rybozymow anty-miR-10b od stgzenia rybozyméw. Reakcje
prowadzono w 10 nM pre-miR-15b, w réznych stezeniach rybozymoéw (0, 125, 500 nM), w 10 mM

C, D. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego oraz wykres przedstawiajace zalezno$¢
hydrolizy pre-miR-15b z udziatem rybozymoéw anty-miR-15b od stezenia Mg?*. Reakcje prowadzono
w 50-krotnym nadmiarze rybozymu wzgledem substratu, w 0, 1, 5, 10 mM Mg?*.

A-D. Reakcje prowadzono przez 15 h w 37 °C. Przed reakcjg proby denaturowano w 85 °C przez 3
min.

K — kontrola reakcji, L - alkaliczna hydroliza w warunkach kontrolowanych (50 mM NaOH, 10 mM
EDTA, 95 °C, 2 min), T1 - ograniczona hydroliza z udziatem RNazy T1 w warunkach denaturujacych
(20 mM CH5COONa pH 4.5, 7 M mocznik, 1 mM EDTA, 0.025 u/ul RNaza T1, 55 °C, 20 min).
Wskazano wzrastajace stezenia Mg®* (groty) oraz produkty hydrolizy indukowanej przez DNAzymy
(po prawej stronie autoradiogramu) oraz RNaze¢ T1 w warunkach denaturujacych (po lewej stronie
autoradiogramuy).

4.2.3.2. Aktywno$¢ wzgledem miR-15b

W réwnomolowym stezeniu miR15brz1 oraz miR-15b, w 10 mM Mg®* obserwowalam
hydroliz¢ miR-15b na poziomie przekraczajacym 90 %. Rybozym hydrolizuje niemal w
100 % miR-15b juz w 1 mM Mg®* przy 10-krotnym nadmiarze rybozymu wzgledem
substratu (Rysunek 4.21 (A)).
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Sposrod zaprojektowanych DNAzymow anty-miR-15b jedynie miR15bdz5, miR15bdz6
i ich wydtuzone warianty (miR15bdz5+, miR15bdz6+) wykazuja komplementarno$¢ do
miR-15b. DNAzymy miR15bdz6 oraz miR15bdz6+wykazujg aktywno$¢ hydrolityczna
wzgledem miR-15b. miR15bdz5 i miR15bdz5+ nie hydrolizujg miR-15b nawet przy
100-krotnym nadmiarze DNAzymu wzgledem substratu oraz 25 mM Mg?*. Wydtuzenie
ramion DNAzymu miR15bdz5 nie przyniosto pozadanych rezultatow, nie uzyskano
hydrolizy miR-15b. Odmiennie, wydluzenie ramienia 5° DNAzymu miR15bdz6
znaczgco zwieksza wydajnos¢ hydrolizy miR-15b (Rysunek 4.21 (B)). Pomino, ze
miR15bdz6 i miR15bdz6+ wydajnie hydrolizuja miR-15b nie hydrolizuja one pre-miR-
15b, co moze wynikac ze struktury pre-miR-15b. Ramiona znajdujace si¢ na koncach 3’
DNAzyméw miR15bdz5 oraz miR51bdz5+ wykazuja komplementarno$¢ z miR-15b
jedynie na dlugosci 4 nukleotydow. Postuluje, ze uniemozliwia to efektywne

rozpoznawanie substratu przez DNAzymy, a w efekcie brak hydrolizy miR-15b.
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Rysunek 4.21
Hydroliza miR-15b z uzyciem rybozyméw typu hammerhead oraz DNAzymow anty-miR-15b.

A. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego przedstawiajacy zalezno$¢ hydrolizy miR-15b z
udziatem miR15brz1 (i) od stezenia rybozymu (0, 10, 100 nM) przy statym stezeniu miR-15b (10 nM)
oraz Mg?* (10 mM) oraz (ii) od stezenia Mg?* (0, 1, 5, 10 mM) przy stalym stezeniu miR-15b (10 nM)
oraz rybozymu (100 nM).

Reakcje prowadzono przez 1 h w 37 °C. Przed reakcjg proby denaturowano w 85 °C przez 3 min, K —
kontrola reakcji, L - alkaliczna hydroliza w warunkach kontrolowanych (50 mM NaOH, 10 mM EDTA,
95 °C, 2 min), T1 - ograniczona hydroliza z udziatem RNazy T1 w warunkach denaturujacych (20 mM
CH3COONa pH 4.5, 7 M mocznik, 1 mM EDTA, 0.025 u/ul RNaza T1, 55 °C, 20 min).

B. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego przedstawiajacy zaleznos¢ hydrolizy miR-15b z
udziatem DNAzymoéw miR15bdz5 (1), miR15bdz6 (2) oraz ich wydtuzonych form miR15bdz5+ (3) oraz
miR15bdz6+ (4).

Reakcje prowadzono w 10 nM miR-15b oraz 100 nM DNAzymach, w 10 mM Mg?* przez 1 h w 37 °C. K
— kontrola reakcji (bez DNAzymu).

Wskazano wzrastajace stezenia Mg?" (groty) oraz produkty hydrolizy indukowanej przez rybozymy lub
DNAzymy (po prawej stronie autoradiogramu).
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4.3. Aktywnos$¢ rybozymow oraz DNAzyméw w liniach komérkowych

4.3.1. Aktywno$¢ rybozymow w liniach komérkowych z wykorzystaniem ukladu

reporterowego opartego na bialku zielonej fluorescencji

4.3.1.1. Projektowanie modelu do okreslania aktywnos$ci rybozymow

Wydajno$¢ hydrolizy pre-miR-21 z uzyciem rybozyméw, w liniach komorkowych,

ocenitam wykorzystujac system reporterowy oparty na biatku zielonej fluorescencji
(GFP). Do wektora pEGFP-N3 (BD Biosciences Clontech), pod promotorem

cytomegalowirusa (CMV), w ramce odczytu dla biatka EGFP wklonowano sekwencj¢

kodujaca pre-miR-21. Linie komorkowe transfekowano roéwnocze$nie plazmidem

PEGFP-N3 zawierajacym sekwencje kodujaca pre-miR-21 oraz poszczegdlnymi

rybozymami. Po 24 h od momentu transfekcji na podstawie pomiaru fluorescencji oraz

poziomu biatka EGFP ocenitam stopien hydrolizy transkryptu zawierajacego sekwencj¢

pre-miR-21 oraz mRNA biatka EGFP. Hydroliza mRNA w obrgbie sekwencji pre-miR-

21 uniemozliwia synteze biatka EGFP. Obnizony poziom tego biatka oraz spadek

fluorescencji w komorkach traktowanych rybozymem w stosunku do kontroli bez

rybozymu odzwierciedla aktywno$¢ uzytego rybozymu (Rysunek 4.22).
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Rysunek 4.22

Schemat przygotowania oraz funkcjonowania uktadu opartego na biatku GFP uzytego do pomiaru

aktywnosci rybozyméw anty-miR-21.
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4.3.1.2. Wplyw rybozymow na poziom bialka zielonej fluorescencji

Wszystkie zastosowane rybozymy (miR21rz1, miR21rz2, miR21rz3) wykazuja zblizong
aktywnos$¢ w liniach komoérkowych, przy czym w linii T98G jest ona nieznacznie
wyzsza (Rysunek 4.24), w porownaniu z linig HeLa (Rysunek 4.23). Nie wynika to z
réznic w podatnosci tych linii na transfekcje, gdyz wydajnos¢ transfekcji obu tych linii
z uzyciem znakowanego fluorescencyjnie dsRNA jest zblizona (~45 %), z niewielka (2
%) przewaga na korzy$s¢ komorek T98G (Rysunek 4.25). Najwyzsza aktywnosé
wykazuje miR21rz2, 1Cso = 91.2 nM oraz 53 nM, odpowiednio w liniach T98G i HelLa
(Tabela 4.2). W badanych warunkach maksymalny stopien wyciszenia ekspresji EGFP
jest zblizony dla wszystkich rybozymow, wynosi 76 % oraz 69 %, odpowiednio w linii
HelLa i T98G. Postuluje, ze rdznice w aktywno$ci rybozymow w roznych liniach moga
wynika¢ z roznego poziomu endogennej puli miR-21 oraz pre-miR-21 w tych liniach.
pre-miR-21 oraz miR-21 jest wyzsze w linii T98G niz w komodrkach Hela.
Niewatpliwie cze$¢ z dostarczonych do komorek rybozyméw zaangazowana jest w
hydroliz¢ endogennych pre-miR-21 oraz miR-21. Przy wysokim endogennym poziomie
miR-21 oraz pre-miR-21 spadek fluorescencji oraz poziomu biatka EGFP nie
odzwierciedla w pelni stopnia hydrolizy pre-miR-21 w komorkach, a jedynie stopien
hydrolizy transkryptow zawierajacych sekwencj¢ pre-miR-21 skoniugowang z mRNA
biatka EGFP.
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Rysunek 4.23

Wpltyw rybozymow anty-miR-21 na stopien hydrolizy pre-miR-21 w systemie reporterowym opartym na
biatku EGFP, w linii komérkowej HeLa.

A. Obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego Leica komorek linii HeLa po 24 h od transfekcji plazmidem
PEGFP-N3 zawierajacym sekwencje kodujaca pre-miR-21 oraz roznymi stgzeniami rybozymow.

B. Diagram obrazujacy zalezno$¢ poziomu fluorescencji biatka EGFP od stezenia poszczegdlnych
rybozyméw. Pomiary fluorescencji wykonano z uzyciem Multi-mode Microplate Reader BioTek
Synergy?2.

C. Analiza Western blot wskazujaca zalezno$¢ ekspresji biatka EGFP od stgzenia i rodzaju
zastosowanego rybozymu.

C — kontrola (komorki traktowane jedynie Lipofektaming 2000), CR — rybozym kontrolny (TARrz).
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Rysunek 4.24
Wplyw rybozymow anty-miR-21 na stopien hydrolizy pre-miR-21 w systemie reporterowym opartym na
biatku EGFP, w linii komoérkowej T98G.
A. Obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego Leica komérek linii HeLa po 24 h od transfekcji plazmidem
PEGFP-N3 zawierajacym sekwencje kodujaca pre-miR-21 oraz roznymi stgzeniami rybozymow.
B. Diagram obrazujacy zalezno$¢ poziomu fluorescencji biatka EGFP od stezenia poszczegdlnych
rybozymoéow. Pomiary fluorescencji wykonano z uzyciem Multi-mode Microplate Reader BioTek
Synergy?2.
C. Analiza Western blot wskazujaca zalezno$¢ ekspresji biatka EGFP od stezenia i rodzaju
zastosowanego rybozymu.
C — kontrola (komorki traktowane jedynie Lipofektaming 2000, CR — rybozym kontrolny (TARrz).
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Tabela 4.2
Wartosci ICsq dla rybozymow miR21rz1, miR21rz2, miR21rz3 w liniach T98G oraz Hela.

Wartosci otrzymano na podstawie pomiaru fluorescencji komorek po 24 h od transfekcji plazmidem

PEGFP-N3 zawierajgcym sekwencje kodujacg pre-miR-21. Kalkulacje 1Cs, oraz obliczenia statystyczne
wykonano w programie GraphPrism.

miR21rz1 miR21rz2 miR21rz3
ICs, (T98G) 115.5nM 91.2 nM 99.2 nM
ICs, (HeLa) 60.2 nM 53.0 nM 69.2 nM
A B
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Rysunek 4.25

Porownanie wydajnosci transfekcji komorek linii HeLa oraz T98G =z uzyciem znakowanego
fluorescencyjnie dsRNA.
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4.3.1. Wplyw rybozyméw oraz DNAzyméw na endogenna pule miR-21 oraz jego

prekursoréow

Wpltyw rybozymow oraz DNAzymow na poziom endogennej puli miR-21 oraz jego
prekursoréw przedstawiono na (Rysunek 4.26). Poziom miR-21 jest znaczaco nizszy, o
ponad 80, 50 oraz 23 %, w komorkach transfekowanych odpowiednio miR21rz1,
miR21rz2 oraz miR21rz3 w poréwnaniu z komodrkami traktowanymi jedynie
Lipofektaming. @~ Rybozym zmutowany w obrebie rdzenia katalitycznego
(miR21rz1 mut, kontrola negatywna) obniza poziom miR-21 0 20 %. Poziom miR-21
ulega obnizeniu o prawie 50 % wzgledem kontroli po zastosowaniu miR21dzl.
Pozostale DNAzymy nie wywierajg istotnego wptywu na stezenie miRNA (Rysunek
4.26 (A, B)). Poziom prekursorow miR-21 pozostaje niemal niezmieniony w
komorkach traktowanych rybozymami anty-miR-21, a ulega obnizeniu po zastosowaniu
jedynie dwoch DNAzyméw miR21dz1 i miR21dz2 odpowiednio o 57 i 32 % (Rysunek
4.26 (C, D)). Postuluje, ze czasteczka miR-21 ze wzglgdu na to, ze tworzy mniej
stabilng strukturg niz pre- i pri-miR-21 jest tatwiejszym celem dziatania katalitycznych

kwasow nukleinowych.

miR21rz1 najskuteczniej spos$roéd zaprojektowanych rybozymow, miR21dz1 sposrod
DNAzymow obnizajg poziom miR-21 w komorkach. W przypadku miR21dz1 uzyskany
poziom wyciszenia miR-21 jest sumarycznym efektem dziatania DNAzymu na
poziomie zarowno miR-21 jak i jego prekursorow. Obrazuje to przewage narz¢dzi anty-
miRNA, ktore dzialajg zarowno na poziomie dojrzatych miRNA 1 ich prekursoréw nad

tymi, ktore hydrolizuja jedynie pri- i/lub pre-miRNA.
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Rysunek 4.26

Wplyw rybozymow (A, C) oraz DNAzymoéw (B, D) anty-miR-21 na endogenna pule miR-21 (A, B) oraz
ich prekursorow (C, D) w komorkach T98G.

Komorki  transfekowano rybozymami, DNAzymami oraz oligonukleotydem znakowanym
fluorescencyjnie w stgzeniu 100 nM oraz antysensowym LNA (kontrola pozytywna) w stezeniu 50 nM.
Komorki traktowane jedynie Lipofektaming 2000 przyjeto jako kontrolg (C). Wplyw katalitycznych
kwasoéw nukleinowych na poziom miR-21 oraz prekursorow miR-21 oceniono po 24 h od transfekcji z
uzyciem techniki PCR w czasie rzeczywistym. Wyniki normalizowano wzgledem 18S rRNA. Zmiany
poziomu miR-21 oraz pre-miR-21 istotne statystycznie zaznaczono gwiazdkami (* dla p-value = 0.05, **
dla p-value = 0.01, *** dla p-value = 0.001).

4.3.2. Wplyw rybozyméw oraz DNAzymow poziom bialka PTEN

MRNA PTEN jest targetem dla miR-21. Poziom biatka PTEN w komorce jest
skorelowany z poziomem tego miRNA. W komorkach traktowanych rybozymami
miR21rz1, miR21rz2, miR21rz3 oraz DNAzymami miR21dz1 i miR21dz2 stwierdzitam
istotnie, 3- do 6-krotnie wyzszy poziom bialkka PTEN w stosunku do komorek
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traktowanych jedynie Lipofektaming (Rysunek 4.27). Zastosowanie kwasow
nukleinowych, ktére zgodnie z moimi wcze$niejszymi obserwacjami nie wpltywaja
istotnie na poziom miR-21, tj. DNAzyméw miR21dz3-5, rybozymu miR21rz1_mut
zmutowanego w obrebie rdzenia katalitycznego oraz kontrolnego oligonukleotydu
(BlockIT) nie powoduje znaczacych zmian w poziomie biatka PTEN (Rysunek 4.27).
Na przyktadzie miR-21 oraz biatka PTEN pokazalam, ze zastosowanie katalitycznych
kwasow nukleinowych anty-miRNA pozwala regulowa¢ nie tylko poziom miRNA, ale

rowniez ich targetow.

*kk

*kk *kk

Wzgledny poziom biatka PTEN
Wzgledny poziom biatka PTEN

Rysunek 4.27
Wplyw rybozyméw (A) oraz DNAzymow (B) anty-miR-21 na poziom biatka PTEN w komorkach T98G.

Komorki transfekowano rybozymami, DNAzymami oraz oligonukleotydem znakowanym
fluorescencyjnie w stgzeniu 100 nM oraz antysensowym LNA (kontrola pozytywna) w stezeniu 50 nM.
Komorki traktowane jedynie Lipofektaming 2000 przyjeto jako kontrolg (C). Wplyw katalitycznych
kwaséw nukleinowych na poziom biatka PTEN oceniono po 24 h od transfekcji z uzyciem techniki
Western blot. Wyniki normalizowano wzgledem biatka GAPDH. Zmiany poziomu biatka PTEN istotne
statystycznie zaznaczono gwiazdkami (** dla p-value = 0.01, *** dla p-value = 0.001).

4.3.3. Wplyw rybozyméw oraz DNAzymoéw na przezywalno$¢ komorek linii T98G

Zaprojektowane rybozymy oraz DNAzymy w badanym zakresie stezen (31.25-250 nM)
nie wplywaja znaczaco na proliferacj¢ komorek. Proliferacje komorek transfekowanych
rybozymami oraz DNAzymami w poréwnaniu z komoérkami traktowanymi jedynie
Lipofektaming oceniono na podstawie wynikow testu MTT (Rysunek 4.28) oraz z
wykorzystaniem systemu Excellegence.
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miR21dz6

miR21dz5
620 nm odzwierciedla aktywnos$¢

metaboliczng i zywotno$¢ komorek w hodowlach. Przedstawiono wzgledng ilo$¢ komoérek zywych w odniesieniu do komorek traktowanych jedynie Lipofektaming 2000.

Wiyniki dotyczg trzech niezaleznych eksperymentow, stupki bledéw reprezentuja odchylenia standardowe.

miR21dz4

miR21dz2 miR21dz3

miR21dz1
Rysunek 4.28

miR21rz1LTR miR21rz1_mut
Analiza wptywu rybozymow oraz DNAzymoéw na proliferacje komorek linii T98G.

miR21rz2 miR21rz3

miR21rz1
Hodowle komoérek T98G na ptytkach 96 dotkowych transfekowano rybozymami oraz DNAzymami anty-miR-21 (31.25-250 nM). Po uptywnie 24 h od transfekeji komorki

analizowano z przy uzyciu testu MTT. Pomiar absorbancji przy dlugosci fali 590 nm po normalizacji wobec pomiaru tla przy A
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4.4. Trwalo$é rybozyméw hammerhead oraz DNAzyméw w surowicy krwi,

lizacie przygotowanym z guza oraz plynie mézgowo-rdzeniowym

Rybozym miR21rz3 jest nietrwaly w surowicy krwi (Rysunek 4.29). Po 1 min inkubacji
w surowicg ulega niemal 100 % hydrolizie. Dla poréwnania w tych samych warunkach,
DNAzym miR21dz2 wykazuje znacznie wyzsza trwalo$¢ niz rybozym. Po 10 min nie
zaobserwowatam jego ubytku. Trwato$¢ miR21rz3 znaczaco wzrasta w obecnos$ci
Lipofektaminy 2000. Po 10 min inkubacji rybozymu i DNAzymu w surowicy, w
obecnos$ci Lipofektaminy nie stwierdzitam ich ubytku (Rysunek 4.29). Zblizone wyniki

otrzymano w lizacie przygotowanym z guza oraz w ptynie mozgowo-rdzeniowym.

W warunkach komoérkowych (linia T98), zaledwie 1 h po transfekcji, zaobserwowano
znaczacy (~80 %) ubytek zarowno rybozymu miR21rz3 jak i DNAzymu miR21dz2
(Rysunek 4.29). Niewatpliwie, rowniez w tym przypadku trwato$¢ zastosowanych
kwasow nukleinowych w znacznym stopniu zalezy od obecnosci Lipofektaminy.
Otrzymane wyniki oraz wczesniejsze doniesienia literaturowe dotyczace wykorzystania
kwasow nukleinowych jako terapeutyki jednoznacznie wskazujag na zalety uzycia

no$nikéw w terapii opartej na kwasach kwasow nukleinowych [232, 233].

Dodatkowo, postuluje, ze zastosowanie modyfikowanych chemicznie rybozymow oraz
DNAzyméw o zwigkszonej trwato$ci moze znaczaco wpltyna¢ na wydajnos$¢ regulacji

miRNA w komorkach. Hipoteza zostanie zweryfikowana w najblizszym czasie.
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. - Lipo 2000 . + Lipo 2000 .
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mi21dz2 il oioe. solin - S
B

K 1h5h16h K 1h5h 16h
; -_———
miR21rz3

mi21dz2 -

Rysunek 4.29

Trwato$¢ rybozymu miR-21rz3 oraz DNAzymu miR-21dz2 w surowicy ludzkiej (A) oraz w linii
komorkowej T98G (B).

A. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego obrazujacy hydrolize miR21rz3 oraz miR21dz2
inkubowanego w surowicy krwi przez 1 lub 10 min, w 37 °C w 10 pl z dodatkiem 1 pl Lipofektaminy
2000 (Invitrogen) lub bez jej dodatku. Inkubacj¢ kwasoéw nukleinowych w surowicy poprzedzono ich
inkubacjg z Lipofektaming.

B. Autoradiogram 20 % zelu poliakrylamidowego obrazujacy hydrolize miR21rz3 oraz miR21dz2 po
transfekcji do komorek linii komérkowej T98G w obecnosci Lipofektaminy 2000, 2, a nastepnie izolacji
po 1, 5i 16 h od transfekcji.

4.5. Mozliwos$é¢ zastosowania katalitycznych kwaséw nukleinowych anty-miRNA

w terapii

Niezmiennie od wielu lat standardem w leczeniu glejakow pozostaje leczenie
operacyjne wspomagane jedynie radio- i chemioterapig. Ostatnie lata przyniosty
znaczacy postep w poznaniu molekularnych podstaw GBM. Zidentyfikowano wiele
celow terapeutycznych oraz potencjalnych terapeutykéw. Wigkszos¢ z nowych podejsé
wykorzystuje inhibitory maloczasteczkowe, przeciwciata monoklonalne oraz
szczepionki peptydowe stosowane w celu regulacji szlakow komorkowych kluczowych
dla rozwoju nowotworu, angiogenezy, a takze zniesienia lekoopornosci komorek
nowotworowych. Pomimo, ze podejscia te rokowaly bardzo dobrze, wigkszos¢ z nich

zostala odrzucona na etapie badan klinicznych. Niezmiennie od wielu lat glejaki
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pozostaja jednymi z najtrudniejszych w leczeniu, najgorzej rokujacych nowotwordw, ze

$rednim czasem przezycia wynoszacym mniej niz rok.

Wobec braku skutecznych metod leczenia glejakdéw, ich opornosci na konwencjonalne
metody leczenia istnieje zapotrzebowanie na nowe cele oraz narze¢dzia terapeutyczne
GBM. Pokazatam uzyteczno$§¢ niektorych miRNA oraz potencjalnie rowniez ich
prekursoréw jako celéw terapeutycznych w terapii ztosliwych nowotworow glejowych
moézgu oraz opracowatam Katalityczne kwasy nukleinowe skutecznie obnizajace poziom
miRNA w komorkach. Zaprojektowatam tacznie dwanascie rybozymow typu
hammerhead, dziewi¢¢ podstawowych, po trzy dla kazdego pre-miRNA, rybozym
wydluzony zawierajacy przy konicu 5’ motyw receptora dla czteronukleotydowej petli
GAAA oraz rybozymy zmutowane w obregbie rdzenia katalitycznego, ktore uzyto w
charakterze  kontroli  negatywnych. Rybozymy miR21rz1, miR21rz1 TLR,
miR21rz1 _mut, miR10brzl, miR10brzl mut oraz miR15brzl rozpoznaja zaréwno pre-

miRNA jak i ich formy dojrzale. Pozostate jedynie prekursory miRNA.

Zaprojektowane rybozymy precyzyjnie, z doktadnoscia do 1 nt, rozpoznaja oraz
hydrolizuja RNA. Pomimo znacznego podobienstwa sekwencji 13-nt fragmentow
substratow komplementarnych do ramion poszczegélnych rybozyméw, wynoszacego
przyktadowo dla fragmentéw rozpoznawanych przez miR15brz1 i miR15brz3 niemal

70 % nie zaobserwowano ci¢¢ krzyzowych.

Aktywnosci poszczegdlnych rybozymow w warunkach in vitro réznig si¢ miedzy soba
(Tabele 4.3 i 4.4). Ich aktywno$¢ zalezy od stosunku rybozym:substrat oraz stezenie

Mg®*. Zaleznoéci te opisano juz wezesniej w literaturze [234, 235].

Otrzymane wyniki wskazuja, ze zaprojektowane rybozymy do zaistnienia aktywnoSci
wymagaja jondw magnezu, pomimo, ze znane s3 w literaturze przyklady rybozymow, w
przypadku ktérych zastgpienie jonow metali dwuwartosciowych wysokim stezeniem
jonéw moonowalentnych nie wigze si¢ z utratg ich wlasciwosci katalitycznych [236]
[237]. Aktywno$¢ rybozymow warunkowana jest przyjeciem przez niego odpowiedniej
struktury trzeciorzgdowej stabilizowanej przez oddzialywania czwartorzedowe. Jego
zwijaniu towarzyszy eksponowanie naladowanych ujemnie rejonow RNA, ktore
oddzialujg z dodatnie natadowanymi jonami. W komérce s3 to najczesciej z Na*, K,
Ca®* oraz Mg?* [238]. Pozwalaja rybozymowi przyja¢ odpowiedna strukture, co z kolei

jest warunkiem koniecznym zaistnienia hydrolizy [239].
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Jednym z ograniczeh zwigzanych z zastosowaniem katalitycznych RNA jako
terapeutykow jest zaleznos$¢ ich aktywno$ci od wysokiego st¢zenia jonéw magnezu
[228]. Wigkszo$¢ minimalnych rybozymow typu hammerhead opisanych do tej pory w
literaturze do zaistnienia aktywnosci wymaga 10 mM Mg?* [240], podczas gdy stezenie
magnezu w komorce waha si¢ w zakresie 0.5 - 1 mM [241]. Podstawowym celem w
projektowaniu nowych katalitycznych kwasow nukleinowych jest zwigkszenie ich
aktywnosci katalitycznej w fizjologicznym st¢zeniu jonéw magnezu. Zaobserwowano,
ze rybozymy anty-mRNA gp4l wirusa HIV-1 wydluzone o element receptora
czteronukleotydowych petli (ang. tetraloop receptor, TLR) wykazuja wyzsza aktywnos$¢
w nizszych st¢zeniach jonoéw magnezu niz rybozym podstawowy [228]. Oddzialywanie
petli TL (ang. tetra loop) z receptorem TLR zalezy od obecno$¢ magnezu. Pomiedzy 0 i
10 mM stezeniem MgCl, wystepuje okoto 40-krotny wzrost sity wigzania. Jednakze
kompleks petla:receptor jest tworzony nawet w $rodowisku pozbawionym jonéw Mg?*
[242]. Sugeruje si¢, ze istnieje energetyczne sprzezenie pomigdzy zmianami
konformacyjnymi receptora, koordynacja specyficznych jondw magnezu oraz
wigzaniem TL [243]. Z drugiej strony wykazano, ze w warunkach zblizonych do
fizjologicznych oddziatywanie to wykazuje pewna niestabilno$¢ [244]. W oparciu o te
dane zaprojektowatam rybozym wydluzony przy koncu 5° o motyw receptora dla
czteronukleotydowej petli GAAA (TLR, ang. tetraloop receptor), miR21rz1 TLR. TLR
stanowi wysoce specyficzny element struktury trzeciorzedowej rybozymu i zapewnia
rybozymowi wysoka aktywnos¢ katalityczng w niskich stezeniach jonow Mg.
Aktywnos¢ miR21rz1 TLR podobnie jak miR21rzl jest zalezna od stezenia jonow
magnezu oraz stosunku rybozym:substrat, jednakze wbrew oczekiwaniom rybozym
zawierajacy TLR wykazuje nieco nizszg aktywnos$¢ niz wariant podstawowy rybozymu,

zaro6wno wzgledem miR-21 jak i jego prekursora.

Aktywnos¢ zaprojektowanych rybozyméw zalezy od struktury zardwno substratu jak i
rybozymu, co jest zbiezne z wcze$niejszymi obserwacjami [245]. Otrzymane modele
struktury miRNA oraz ich prekursoréw wskazuja, ze niektore z trdjek nukleotydowych
wytypowanych w obrebie substratow moga by¢ niedostepne dla rybozyméw, gdyz
zaangazowane sg w tworzenie struktury tych RNA. Projektujac rybozymy wzigto
jednak pod uwage fakt, ze moze doj$¢ do wymuszenia dostgpnosci sekwencji RNA
[87]. Z tego wzgledow nie odrzucano miejsc docelowych o cechach sugerujacych brak

dostepnosci ze wzgledu na charakter dwuniciowy. Zauwazono, ze rybozymy o
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ramionach komplementarnych do petli spinek pre-miRNA i/lub ich najblizszego
sasiedztwa nie wykazuja aktywno$ci (miR21rz2) lub najmniejsza aktywno$¢ sposrod
rybozyméw dla danego pre-miRNA (miR10brz2, miR15brz2). Rybozym miR21rz2
nicaktywny wzgledem pre-miR-21 wydajnie rozpoznaje i hydrolizuje 13-nt RNA,
bedacy fragmentem pre-miR-21 wykazujacym komplementarno$é do ramion rybozymu.
Pokazatam rowniez, ze petla pre-miR-21 jest dostgpna do oddziatywan. W
przeciwienstwie do rejonow dwuniciowych spinki jest rozpoznawana przez
oligodeoksyrybonukleotydy, gdyz zaobserwowano hydroliz¢ pre-miRNA z udzialem
RNazy H w obecnosci DNA komplementarnego do petli pre-miR-21. Postuluje, ze
miR21rz2 rozpoznaje pre-miR-21, jednak struktura substratu uniemozliwia rybozymowi
przyjecie prawidtowej konformacji, a w efekcie zaistnienie hydrolizy. Rybozymy o
ramionach komplementarnych do fragmentéw ulokowanych w dwuniciowych trzonach
spinek pre-miRNA wykazuja wyzsza aktywno$¢ w porownaniu do rybozymow
skierowanych na ich petle. Postuluje, ze rybozymy moga wymuszaé dostgpno$ci
sekwencji RNA w obrebie pre-miRNA. Wczesniej zaobserwowano tego typu zjawisko
dla spinek pre-miRNA oraz krotkich oligodeoksyrybonukleotydow [246]. Okreslitam
energie fragmentéw pre-miR-21 w obrebie ktorych dochodzi do tego typu wymuszenia
dostepnosci. Zaobserwowatam korelacje migdzy energia a wydajnos$cig hydrolizy RNA
przez rybozymy. Im wyzsza energia, tym latwiej dochodzi do wymuszenia, a w efekcie
tym wyzsza wydajno$¢ hydrolizy pre-miRNA z udzialem rybozymu. Zaleznos$¢ ta
zobrazowano w Tabeli 4.5.

Ponadto na wydajno$¢ hydrolizy RNA, oprocz struktury substratu moze wpltywac
rowniez struktura rybozymoéw. Okreslitam struktury drugorzedowe rybozyméw oraz
zaangazowanie ich domen katalitycznych w tworzenie struktury drugorzedowej
rybozymu oraz dostepnosci ich ramion do oddzialywan z substratem. Znaczna
stabilno$¢ (niska energia) niektorych struktur rybozyméw oraz zaangazowanie
fragmentow domeny katalitycznej w tworzenie trzonu spinki, przykladowo w
rybozymach zmutowanych, moze ttumaczy¢ ich niskg aktywnos¢ badz zupelny jej brak
(Rysunek 4.30).

Dodatkowo zaprojektowano tacznie 23 DNAzymy skierowanie na pre-miR-21 (5), pre-
miR-10b (6) oraz pre-miR-15b (12). Szes¢ sposrod nich rozpoznaje dojrzate miRNA, po
dwa dla miR-21, miR-10b oraz miR-15b. W badanych warunkach, jedynie dwa
DNAzymy wykazuja aktywnos¢ wzgledem pre-miRNA (miR21dz2 i miR21dz3). Dla

180



WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

reszty nie udato si¢ otrzymac specyficznych produktow hydrolizy prekursorow miRNA
nawet w 100-krotnym nadmiarze DNA wzgledem substratu oraz 25 mM Mg (Tabele
4.3 i 4.4). Pozadanego efektu nie przyniosto nawet wydluzenie ramion DNAzymow
rozpoznajacych substraty. Pomimo, ze tylko nieliczne DNAzymy wykazujg aktywnos¢
wzglegdem pre-miRNA, wszystkie DNAzymy, ktorych ramiona wykazuja
komplementarno$¢ do dojrzalych miRNA wydajnie je hydrolizuja. Postuluje, ze brak
hydroliozy pre-miRNA moze wynika¢ ze struktury prekursor6w miRNA oraz nizszego
potencjatu DNAzymoéw, w poroOwnaniu z rybozymami, do wymuszania dostepnosci
sekwencji docelowej. Aktywnos¢ DNAzymow, podobnie jak rybozymow wzrasta Wraz
ze wzrostem stezenia jonoéw Mg®*, oraz stosunku DNAzym:substrat, w badanych

zakresach.
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Tabela 4.3

Wydajnos¢ hydrolizy pre-miRNA z uzyciem katalitycznych kwaséw nukleinowych

Warunki reakcji

Stopien hydrolizy pre-miR-21 z uzyciem katalitycznych kwasow nukleinowych [%]

L.p. Rybozym
[nM]

1 125
2 500
3. 100
4 100
5 100

Mg®
[mM]

10
10
1
5
10

miR21rz1

35
55
0.5
0.9
1

miR21rz2

19
2.0
<0.5
<0.5
<0.5

miR21rz3

9.1
9.8
0.9
3.3
4.2

miR21dz1

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

miR21dz2

bd
bd
3.6
8.1
22.0

miR21dz3

bd
bd
4.7
8.7
20.8

miR21dz4

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

miR21dz5

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

Warunki reakcji

Stopien hydrolizy pre-miR-10b z uzyciem katalitycznych kwaséw nukleinowych [%]

L.p. Rybozym
[nM]

1 125
2. 500
3. 100
4 100
5 100

Mg?*
[mM]

10
10
1
5
10

miR10brz1

14.3
17.6
<0.5
8.8
16.1

miR10brz2

2.0
7.0
2.3
6.8
8.6

miR10brz3

47.4
70.7
1.9
41.6
72.9

miR10bdz1

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

miR10bdz2 miR10bdz3 miR10bdz4 miR10bdz5 miR10bdz6

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5
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Warunki reakcji

Stopien hydrolizy pre-miR-15b z uzyciem katalitycznych kwasow nukleinowych [%]

L.p. Rybozym
[nM]

1 125
2 500
3. 100
4 100
5 100

Mg?*
[mM]

10
10
1
B
10

miR15brz1

231
15.2
22.2
24.3

miR15brz2

3.6
12.7
3.6
12.5
14.9

miR15brz3

20.1
25.6
11.7
239
26.2

miR15bdz1

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

miR15bdz2 miR15bdz3 miR15bdz4

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

miR15bdz5 miR15bdz5+

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

miR15bdz6 miR15bdz6+

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

miR15bdz7

bd

bd
<0.5
<0.5
<0.5

miR15bdz8 miR15bdz9 miR15bdz10
bd bd bd
bd bd bd
<0.5 <0.5 <0.5
<0.5 <0.5 <0.5
<0.5 <0.5 <0.5

bd — brak danych
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Tabela 4.4
Wydajnos$¢ hydrolizy dojrzatych miRNA z uzyciem katalitycznych kwasow nukleinowych

Warunki reakcji Stopien hydrolizy pre-miR-21 z uzyciem katalitycznych kwasow nukleinowych [%]
L.p. Rybozym Mg® miR21rz1 miR21rz2 miR21rz3 ~ miR21dz1  miR21dz2  miR21dz3  miR21dz4  miR21dz5
[nM] [mM]
1 10 10 79.4 X X bd bd X X X
2 100 10 92.9 X X bd bd X X X
3. 100 1 0.6 X X bd bd X X X
4 100 b 70.4 X X bd bd X X X
5 100 10 96.7 X X 61.5 22.0 X X X
Warunki reakcji Stopien hydrolizy pre-miR-10b z uzyciem katalitycznych kwaséw nukleinowych [%]
L.p. Rybozym Mg?* miR10brz1  miR10brz2 miR10brzZ3 miR10bdzl1 miR10bdz2 miR10bdz3 miR10bdz4 miR10bdz5 miR10bdz6
[nM] [mM]
1 10 10 80.5 X X 85.0 8.0 X X X X
2 100 10 89.5 X X 91.0 35.5 X X X X
3. 100 1 76.0 X X <0.5 <0.5 X X X X
4 100 5 88.1 X X 39.3 7.1 X X X X
5 100 10 89.5 X X 45.5 7.4 X X X X

Warunki reakcji Stopien hydrolizy pre-miR-15b z uzyciem katalitycznych kwaséw nukleinowych [%]

L.p. Rybozym Mg?* miR15brz1 miR15brz2 miR15brz3 miR15bdz1 miR15bdz2 miR15bdz3 miR15bdz4 miR15bdz5 miR15bdz5+ miR15bdz6 miR15bdz6+ miR15bdz7 miR15bdz8 miR15bdz9 miR15bdz10

[nM] [mM]
1 10 10 92.8 X X X X X X bd bd bd bd X X X X
2. 100 10 935 X X X X X X bd bd bd bd X X X X
3. 100 1 89.0 X X X X X X bd bd bd bd X X X X
4 100 5 93.9 X X X X X X bd bd bd bd X X X X
5 100 10 95.5 X X X X X X <0.5 37.2 <0.5 921 X X X X

bd — brak danych
X — brak miejsca rozpoznawania dla danego katalitycznego kwasu nukleinowego w obrgbie miRNA
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Tabela 4.5

Stopnien hydrolizy pre-miRNA przez poszczegélne rybozymy oraz AG [kcal/mol] dwuniciowych
rejonéw pre-miRNA w obrebie ktorego wystepuje fragment komplementarny do ramion rybozymu.

Sekwencja rejonu pre-miRNA
w obrebie ktorego wystepuje
ni¢ komplementarna do ramion

Sekwencja rybozymu

Stopien hydrolizy pre-
miRNA [%]
(50 mM Tris-HCI, pH

AG [kcal/mol]
dwuniciowego rejonu
pre-miRNA w obrebie

rybozymu (zaznaczona na 7.5, 10 nM pre-miRNA, |ktorego wystepuje
Czerwono) 100 nM rybozym, 10  |fragment
mM MgCl, komplementarny do
ramion rybozymu
pre-miR-21
A miR21rz1 1.0 -10.26
GCUUAUC GACUG CAGUCUAUAAGC
CGGGUAG CUGAC
C miR21rz3 4.2 -8.74
A CAGUC GAUGGG CCCAUCACUGGU
U GUCAG CUAUUC
A A
pre-miR-10b
G C miR10brz1 16.1 -10.79
CCCU UAGAA CG CGGUUCACAGGG
GGGG AUCUU GC
A
U CA miR10brz3 72.9 -8.33
UAUGG CGAUG UGCAUCAGGAUA
AUAUC GUUGC
U AR
pre-miR-15b
cC C miR15brz1 24.3 -5.68
GCA AU AUGGUU AACCAUAUGUGC
CGU UA ACCAA
U U
C Uu U miR15brz3 26.2 -4.97
G GAAUCAU AU AAUAAUAUUCGC

C UUUGGUA UA
A c cC
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Rybozymy anty-miR-21

20

Rybozymy

20

20

anty-miR-10b

Rybozymy anty-miR-15b

20

a
B

Cae

1
miR21rzl miR21rz2 miR21rz3 miR21rzl_TLR miR21rzl_mut miR10brzl miR10brz2 miR10brz3 miR10brzl miR15brzl miR15brz2 miR15brz3

mut
-8.50 -8.80 -10.10 -13.60 -13.10 -14.10 -8.00 -8.00 -14.40 -8.00 -11.80 -8.30
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
Rysunek 4.30

Struktury drugorzgdowe rybozymow anty-miRNA.

Modele struktury oraz wartosci ich energii minimalnej otrzymano z uzyciem RNAfold. Kolorami zaznaczono domeny funkcjonalne rybozymow, na czerwono - domeng
katalityczna, na zielono — domene strukturalna, na zotto — TLR, domeny wiazacej substrat nie oznaczono kolorem.
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Skuteczno$¢ zaprojektowanych narzgdzi anty-miRNA zostala potwierdzona w
warunkach komorkowych. Otrzymane wyniki wskazuja, ze dojrzale miRNA sag
fatwiejszym celem dziatania dla katalitycznych kwasow nukleinowych niz ich
prekursory, ktore przyjmuja stabilne struktury. Dodatkowo, rybozymy oraz DNAzymy,
ktére rozpoznaja i hydrolizuja zarowno dojrzate miRNA jak i ich prekursory, tj.

miR21rz1 i miR21dz1, najskuteczniej obnizaja poziom miR-21.

Brak w literaturze doniesien opisujacych tego typu podejscie w projektowaniu narzedzi
anty-miRNA. Do tej pory dyskutowano jedynie mozliwo$¢ zastosowania inhibitorow
matoczasteczkowych [247] oraz oligonukleotydow antysensowych (AS-ON) jako
narzedzia skierowanych na dojrzale miRNA  [248]. Wady inhibitoréw
matoczastecznowych: stabo poznany mechanizm dziatania, niska specyficzno$¢
zwigzkow oraz niski indeks terapeutyczny, oraz AS-ON: krétki okres poitrwania w
osoczu, degradacja przez endo- i egzonukleazy [249], niska specyficznos¢ AS-ON (tzw.
off-target effect), utrudniony transport AS-ON przez blony komorkowe i bariere krew-
moézg, konieczno$¢ stosowania nos$nika, indukowanie odpowiedzi immunologicznej
przez syntetyczne AS-ON zawierajace niemetylowane dinukleotydy CpG, oraz fakt, ze
degradacja heterodupleksu AS-ON:miRNA jest zalezna od endogennej maszynerii
biatkowej, gldownie RNazy H spowodowaly, ze do tej pory nie zostaty one wdrozone do

praktyki w klinice.

Zaleta rybozymoéw oraz DNAzymow jest to, ze w przeciwienstwie do oligonukleotydow
antysensowych do swojego dziatania nie wymagaja endogennej maszynerii biatkowe;.
Dodatkowo wykazano, ze stabilizowane rybozymy duzo efektywniej niz AS-ON sg
pobierane przez komorke bez zadnego systemu transfekcyjnego. Po ich bezposrednim
podaniu do mazi stawowej obserwowano, na przyklad, spadek poziomu mRNA
metaloproteinazy stromelizyny indukowanej interleuking 1o [250]. Obecnos$¢ nosnikow
transfekcyjnych przynosi¢ dodatkowe korzysci: poprawe wydajnosci wnikania kwasow
nukleinowych do komorki oraz odporno$¢ na komorkowe nukleazy, a w efekcie

zwigkszenie efektywnosci ich dziatania [251].

Do tej pory zaden z testowanych rybozyméw ani DNAzymow nie przeszedt pozytywnie
badan klinicznych. Jednak wysoka skutecznos$¢ na etapie badan przedklinicznych wielu
nowych Kkatalitycznych kwaséw nukleinowych sprawia, ze nadal wigze si¢ z nimi duze

nadzieje. Zaproponowatam nowe podejsScie w projektowaniu DNAzymow 1
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rybozyméw, mianowicie kierowanie ich na miRNA oraz ich prekursory, nie jak
dotychczas na mRNA. Pokazalam, ze zastosowanie zaréwno rybozymow jak i
DNAzymow pozwala skutecznie 1 selektywnie regulowac poziom konkretnych miRNA,
a w efekcie wptywac na st¢zenie ich biatek docelowych co potwierdzito stusznos¢ tego

podejscia.
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PoODSUMOWANIE

Uzyskane wyniki pozwolily mi wyciagnaé nastepujace wnioski:

- profil miRNA jest zmieniony w tkankach guzéw moézgu oraz obrzezy w poréwnaniu

ze zdrowg kontrola,

- miR-21, miR10b, miR-15b, miR-93 oraz miR-296, ktoérych poziom jest znaczgco
wyzszy w tkankach guza w poréwnaniu ze zdrowg kontrola, sa zaangazowane w rozwoj

GBM oraz moga stanowi¢ potencjalny cel terapii guzéw mozgu,

- miR-21, miR-93, miR-296 przyjmuja struktur¢ drugorzgdowa, zaré6wno spinki do
wlosow jak i dupleksu, a rownowaga miedzy tymi formami zalezy od ich stezenia,

temperatury oraz st¢zenia soli. miR-10b oraz miR-15b tworza homodupleksy,

- przesuniecia réwnowagi miedzy strukturg monomeru i homodupleksu miRNA

wplywajg na wiasciwosci i funkcje miRNA

- niektore miRNA za sprawg ich struktury moga specyficznie oddziatywa¢ z biatkami

spoza kompleksu RISC

- rybozymy i DNAzymy skierowane na miR-21, miR-10b, miR-15b oraz ich prekursory
obnizajg stezenie tych miRNA. Uzyskany poziom wyciszenia miRNA jest
sumarycznym efektem ich dziatania na poziomie miRNA jak i ich prekursoréw.
Efektywnos$¢ 1 precyzja dziatania katalitycznych kwasow nukleinowych oraz tatwosé
ich dostarczenia do komorek z uzyciem kationéw lipidowych $wiadcza duzym
potencjale aplikacyjnym tych narzedzi w terapii choréb zwigzanych z zaburzeniami

poziomu miRNA.
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Kierujac si¢ checig zrozumienia molekularnych podstaw nowotworéw glejowych
mobzgu, W oparciu 0 analize mikromacierzowsg, okreslitam profil miRNA w tkankach
GBM. Jest on istotnie zmieniony w poréwnaniu z profilem miRNA w komorkach
zdrowych pochodzenia mozgowego. Wytypowatam miRNA, miR-21, miR10b, miR-
15b, miR-93 oraz miR-296, ktérych poziom jest znaczaco wyzszy w tkankach guza w
porownaniu ze zdrowg kontrolg. Probujac zrozumie¢ wielofunkcyjnosé, a zarazem
specyficzno$¢ ich dziatania, z wykorzystaniem metod biochemicznych oraz
spektroskopii NMR, UV oraz CD okreslitam ich struktur¢. Po raz pierwszy pokazatam,
ze miR-21, miR-93, miR-296, miR-10b oraz mIiR-15b przyjmujg strukturg
drugorzedowg, miR-21, miR-93 oraz miR-296 zarowno strukture spinki do wlosoéw jak i
dupleks, miR10b i miR-15b w badanych warunkach jedyne homodupleksy. Spinki do
wlosow oraz dupleksy miR-21, miR-93 oraz miR-296 wspolistnieja w warunkach
wykonanych eksperymentow, a rownowaga miedzy tymi formami zalezy od stgzenia
RNA, temperatury oraz sity jonowej badanego roztworu RNA. Biorac pod uwage fakt,
ze stezenie pojedynczego miRNA w komorce z reguly jest nizsze niz 200 pM postuluje,

ze spinka do wlosow miRNA jest dominujaca w komorce.

Do niedawna uwazano, ze miRNA funkcjonuja jedynie w kompleksie RISC.
Pokazatam, ze miRNA moga wystepowa¢ w komoérce w postaci spinki do wlosow i/lub
dupleksu, co moze przektada¢ si¢ na ich whasciwosci, dostepnos¢ i funkcje. Istnieje
zaleznos¢ migdzy trwatoscia miRNA przyjmujacych strukture spinki do wilosow, a
energig tych spinek. Struktura miRNA chroni je przed dzialaniem nukleaz
komorkowych, w efekcie odgrywa istotng rolg¢ w regulacji poziomu miRNA w
komorce. Ponad to, struktura miRNA wplywa na termodynamike oddzialywan mRNA-
mMiRNA, w efekcie na zalezng od miRNA regulacj¢ ekspresji genéw. Motyw spinki do
wloséw znany jest jako miejsce kontaktu RNA z innymi kwasami nukleinowymi i
biatkami. Zaobserwowatam podobienstwo sekwencji miRNA 1 innych krotkich RNA
ktorych funkcja determinowana jest przez ich strukture, m.in. tRNA, minihelis tRNA,
aptameréw RNA. Na tej podstawie zasugerowalam, ze spinki do wloséw miRNA,
podobnie jak wspomnaine RNA, moga bezposrednio, niezaleznie od kompleksu RISC,
oddziatywa¢ z biatkami. Potwierdzitam to eksperymentalnie. Sugeruje to nowy

mechanizm dziatania miRNA 1 jest krokiem do zrozumienia zaleznych od miRNA
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mechanizméw regulacji komoérkowej oraz patogenezy chordb, w tym nowotworéw

glejowych mézgu, u podtoza ktorych leza te krotkie niekodujace RNA.

Dodatkowo, w odpowiedzi na brak skutecznych metod leczenia nowotworow
glejowych mézgu, ich opornosci na konwencjonalne metody leczenia, zaprojektowatam
katalityczne kwasy nukleinowe, rybozymy typu hammerhead oraz DNAzymy,
skierowane zaréwno na pre-miRNA jak i1 ich formy dojrzate. Precyzyjnie, z
doktadnoscig do 1 nt, i wydajnie rozpoznajg one oraz hydrolizujg swoje cele. Ich
skutecznos$¢ potwierdzitam w warunkach komorkowych. Otrzymane wyniki wskazuja,
ze dojrzale miRNA sg tatwiejszym celem dziatania dla katalitycznych kwasow
nukleinowych niz pri- i pre-miRNA. Uzyskany poziom wyciszenia miRNA jest
sumarycznym efektem dziatania Katalitycznych kwasow nukleinowych na poziomie
MIiRNA i ich prekursorow. Obrazuje to przewage narzedzi anty-miRNA dziatajacych
zar6wno na poziomie dojrzatych miRNA i ich prekursoréw nad tymi, ktore hydrolizuja
jedynie pre- i/lub pre-miRNA. Efektywno$¢ i precyzja dziatania katalitycznych kwasow
nukleinowych oraz tatwo$¢ ich dostarczenia do komodrek z uzyciem kationow
lipidowych §wiadcza duzym potencjale aplikacyjnym tych narzedzi w terapii chorob

zwigzanych z zaburzeniami poziomu miRNA.
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ABSTRACT

Aiming at understanding of molecular basis of gliomagenesis, based on microarray
analysis, we provided a comprehensive overview of miRNA signature in malignant
gliomas and proposed a set of miRNAs, which expression is the most frequently
deregulated. It includes GBM oncomirs: miR-21, miR-93, miR-296, miR-10b and miR-
15b,. Using specific nucleases, T1, V1 and S1 as well as NMR, UV/Vis and CD
spectroscopies, | found that miR-21, miR-93 and miR-296 can adopt hairpin and/or
homoduplex structures, miR-10b and miR-15b under experimental condition only
duplexes. The partitioning of individual miRNAs among intra- and intermolecular
conformations is governed by both kinetic and thermodynamic factors, and in general
depends on ionic conditions and miRNA concentration. | expect that in an average
cellular miRNA concentration (below 200 pM), majority of miRNAs which are not
knotted in RISC complex, exist as hairpins. The knowledge of the miRNA structure
may give a new insight into specificity of miRNA-dependent gene regulation beyond
RISC and may be a step forward in the understanding their function and involvement in

cancerogenesis,

The generally accepted model of the miRNA-guided RNA down-regulation suggests
that mature miRNA functions within RISC complex and targets mRNA in a nucleotide
sequence-specific manner. However, miRNAs adopt secondary structure, which may
have functional consequences. I have shown that miRNA stability correlates with AG of
their structure. miRNA structure determines resistance to nucleases, which explain the
distinct turnover time for the different miRNAs. Moreover, miRNA structure may affect
the thermodynamics of the mRNA-miRNA, and as a result also miRNA-dependent
regulation of gene expression. Looking for new functional consequences of miRNA
structure, | perceived that sequences of selected miRNAs and other short, structural and
functional non-coding RNAs, such as tRNAs, tRNA minihelis, RNA aptamers, are
similar. It indicates that miRNAs may function also beyond RISC and are even more

sophisticated regulators, that it was previously expected.

Currently, invariably for many years, the glioblastoma therapy includes surgical
reaction and adjuvant radiotherapy and chemotherapy. Despite they are very aggressive
do not prolong patients survival satisfactory. Therefore there is a constant need for
progress in both understanding of the molecular basis of the disease and in new

therapeutic approaches. | designed catalytic nucleic acids, hammerhead ribozymes and
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DNAzymes, for inactivation of both miRNA and their precursors. They specifically and
highly effective hydrolyze both miRNAs (preferentially) and their precursors, and thus

lower oncomiRs level in the cells.
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