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|. WSTEP

1. Wprowadzenie

W  ostatnich latach obserwuje si¢ dynamiczny rozwdj badan nad biogeneza
oraz funkcjonowaniem czasteczek mikroRNA (miRNA). Opisane zostaly gldéwne etapy
powstawania miRNA przy udziale komorkowej maszynerii biatkowej, jednak szczegodty tego
procesu nie sa jeszcze do konca poznane. Naturalny szlak regulacji poziomu ekspresji genéw
przez miRNA wykorzystywany jest przez technologi¢ interferencji RNA (RNAi)
do wyciszania ekspresji poszczegélnych gendéw w komorce. Technologia ta dysponuje
szerokim wachlarzem reagentéw, wilaczajacych si¢ w naturalny szlak biogenezy miRNA na
jego réznych etapach. Reagenty te roznig si¢ m.in. czasem, w ktorym utrzymuja swoja
aktywno$¢ czy sposobem dostarczania do komorek. Z tego wzgledu do projektowania
efektywnych reagentoéw technologii RNAi konieczne jest poglebienie wiedzy dotyczacej
procesoOw obrobki, ktérym poddawane sa wprowadzane do komoérek reagenty,
a W szczeg6lnosci specyficzno$ci dziatania RNaz Drosha i1 Dicer zaangazowanych
W powstawanie czasteczek MiIRNA oraz siRNA.

W niniejszej pracy doktorskiej skupiono si¢ na grupie reagentow technologii RNAi typu
shmiR, wykorzystujacych cala $ciezke biogenezy miRNA, wlaczajacych si¢ do niej
na poczatkowym etapie. Reagenty shmiR bardzo czgsto wykorzystywane sa w podej$ciach
terapeutycznych ze wzgledu na wysoka aktywno$¢ wyciszania ekspresji docelowych genoéw
oraz bezpieczenstwo stosowania, zwiazane z niskim ryzykiem wzbudzania efektow
ubocznych.

Podobnie jak w przypadku endogennych miRNA, pewne aspekty zwiazane z procesem
obrobki reagentow shmiR w komorkach nie zostaly jeszcze poznane. W zwiazku
Z powyzszym, projektowanie 1 stosowanie tych reagentow wiaze si¢ z trudnoSciami
W precyzyjnym sterowaniu” procesem obrobki tych czasteczek w komorkach. Z tego
wzgledu istnieje potrzeba dokladnego poznania tych procesow w celu opracowania regut

projektowania efektywnych i bezpiecznych reagentéw shmiR.
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2. Regulacja ekspresji genéw przez miRNA

Mate niekodujace RNA eukariontdw stanowia grupe czasteczek dtugosci od 20 do
30 nt, ktérych funkcja jest regulacja ekspresji endogennego Oraz egzogennego materiatu
genetycznego w komorkach (Ghildiyal i Zamore 2009; Wilson i wsp. 2015). Oprocz
niewielkiej dlugosci ich wspdlna cecha jest rowniez oddziatywanie z biatkami z rodziny AGO
(ang. Argonaute family proteins). W obrebie grupy matych RNA zwierzgcych mozna
wyodrebni¢ trzy podstawowe klasy, rézniace si¢ sposobem powstawania oraz funkcja
komorkowa (Kim i wsp. 2009). Naleza do nich mikroRNA (miRNA), krotkie interferujace
RNA (siRNA) oraz RNA oddziatujace z biatkami PIWI (piRNA) (Ha i Kim 2014).

Ludzki genom koduje ponad dwa tysiace miRNA, kontrolujacych ekspresje tysigcy
genow na drodze interferencji RNA (RNAI) (Sorefan i wsp. 2012; Kozomara i Griffiths-Jones
2014). Szacuje sig, ze regulacja przez miRNA dotyczy wigcej niz potowy genow kodujacych
biatka, a czasteczki te zaangazowane sa w regulacj¢ niemal wszystkich poznanych dotad
procesow komorkowych (Friedman i wsp. 2009). Ekspresja miRNA jest zalezna od rodzaju
komorek oraz tkanek jak i od stadium rozwoju organizmu. Czasteczki te dzialaja na etapie
post-transkrypcyjnym, hamujac ekspresje genu poprzez oddzialywanie z sekwencja jego
MRNA, najczesciej w regionie 3° UTR (ang. untranslated region). Prowadzi to do
zahamowania powstawania biatka i degradacji mRNA w sposob zalezny od stopnia

komplementarno$ci miRNA z sekwencja mRNA.
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2.1. Biogeneza miRNA

Biogeneza miRNA jest kilkuetapowym procesem, w wyniku ktoérego powstaja
dojrzate czasteczki miRNA. Geny wigkszosci kanonicznych miRNA czlowieka
zlokalizowane sa w intronach genow kodujacych jak i nie kodujacych biatka. Rzadziej
spotykane sa miRNA kodowane przez sekwencje egzonowe (Kim i wsp. 2009). Ekspresja
genow miRNA prowadzi do powstania na terenie jadra komoérkowego pierwotnego
transkryptu miRNA (pri-miRNA) dtugosci od kilkuset do kilku tysigcy nukleotydow (Saini i
wsp. 2007). pri-miRNA powstaja W wyniku transkrypcji przez polimeraze¢ RNA II (Pol II
RNA) (Lee i wsp. 2004), rzadziej przez polimerazg RNA III (Pol III RNA) (Borchert i wsp.
2006). W budowie pri-miRNA wyr6zni¢ mozna otoczona regionami jednoniciowymi
strukture typu spinki dtugosci okoto trzech skretow helisy RNA (33-35 pz), zakonczona petla
terminalna (Ryc. 1). W przypadkach gdy loci miRNA potozone sa bardzo blisko siebie moga
ulegac ekspresji w postaci jednego, policistronowego transkryptu zgrupowanych miRNA tzw.
klastra miRNA (Lee i wsp. 2002), zawierajacego struktury Kilku spinek.

5 miejsce ciecia miejsce ciecia
Drosha Dicer
nieustrukturyzowane N\
sekwencje otaczajgce :
-/([ ! U U Il |
3 ztgczenie miRNA/miRNA" petla
ss/ds RN terminalna
pre-miRNA
pri-miRNA

Ryc. 1. Budowa pierwotnego transkryptu miRNA (pri-miRNA).
Dupleks miRNA/miRNA* przedstawiono na zacienionym polu. Nié¢ wiodgca miRNA
przedstawiona w kolorze rézowym, a ni¢ pasazerska (*) w kolorze szarym.

Na terenie jadra komorkowego pri-miRNA rozpoznawany jest przez kompleks zwany
Mikroprocesorem, ktorego trzon stanowia rybonukleaza (RNaza) Drosha oraz biatko DGCRS
(DiGeorge Syndrome Critical Region Protein 8). Jest to wazny etap, gdyz decyduje on
o skierowaniu tylko niektorych RNA, posiadajacych struktury typu spinki na S$ciezke
biogenezy miRNA. Etap ten kontrolowany jest rygorystycznie przez wspotdziatajace biatka
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kompleksu Mikroprocesora, biorace udzial w rozpoznawaniu roznych cech RNA
charakterystycznych dla pri-miRNA (Feng i wsp. 2011).

Pierwszym etapem obrobki pri-miRNA jest odcigeie sekwencji otaczajacych 5° oraz
3’ przez RNazg Drosha, a nast¢pnie uwolnienie okoto 60 nt prekursora (pre-miRNA) przez

kompleks Mikroprocesora (Ryc. 2) (Wilson i Doudna 2013).

geny miRNA
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Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie procesu biogenezy miRNA w komdorkach zwierzecych.
W wyniku transkrypcji genow miRNA pod kontrolg promotorow Pol II RNA, na terenie jqdra
komorkowego powstaje pri-miRNA, ktory nastepnie podlega pierwszemu cieciu przez kompleks
Mikroprocesora. Powstaly pre-miRNA jest nastepnie transportowany do cytoplazmy, gdzie
podlega cieciu prez RNaze Dicer, w wyniku, ktorego uwolniony zostaje dupleks miRNA. Ni¢
wiodqcq siRNA zaznaczono kolorem czerwonym.

pri-miRNA ulega rozpoznaniu przez dwa dimery biatka DGCRS, jeden wiazacy
strukturg ztaczenia ss/sdRNA u podstawy spinki, a drugi wiazacy petle terminalng prekursora.
DGCRS8 umozliwia nastgpnie pozycjonowanie RNazy Drosha na zwiazanym RNA,
uczestniczac w Wyznaczaniu miejsca jego cigcia, oddalonego o okoto jeden skret helisy od
ztaczenia ss/dSRNA (Ryc. 1 oraz Ryc. 2). Powstaly pre-miRNA ulega nastgpnie
wyeksportowaniu z jadra do cytoplazmy przez Exportyne 5 w kompleksie z biatkiem Ran-
GTP. Cecha umozliwiajaca efektywny eksport pre-miRNA jest rozpoznanie struktury typu
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spinki, posiadajacej dwunukleotydowe wystajace konce 3°. Na terenie cytoplazmy pre-
miRNA zwiazany zostaje przez komponenty kompleksu RLC (ang. RISC loading complex)
oraz podlega kolejnemu cigciu, tym razem przez RNazg¢ Dicer, dziatajaca w kompleksie
z partnerami biatkowymi TRBP (ang. TAR RNA binding protein) i AGO. Po zwigzaniu pre-
miRNA przez RNaze Dicer odmierza ona dystans okoto 22 nt i odcina petlg terminalna
prekursora, uwalniajac tym samym dupleks miRNA/miRNA* (gdzie miRNA oznacza ni¢
aktywna-wiodaca (ang. guide strand) a miRNA* ni¢ pasazerska (ang. passenger strand)).

Pri-miRNA ro6znig si¢ pod wzgledem dlugosci trzonu jak i roznorodnosci motywow
rozluzniajacych struktur¢ trzonu tj. petli wewnetrznych 1 wybrzuszen. Na podstawie badan
bioinformatycznych wykazano, ze statystycznie na jeden pre-miRNA przypada 2,7 takich
motywow, a cz¢stos¢ ich wystgpowanie obniza si¢ wraz z wielkoscia motywu (Kozlowski i
wsp. 2008). Zaobserwowano podobna czgstos¢ wystgpowania motywow symetrycznych
(gtownie pojedynczych niesparowan) jak i asymetrycznych (gtownie jednonukleotydowych
wybrzuszen), jednak o rdznej dystrybucji w pre-miRNA. Czgsto$¢ wystgpowania motywow
symetrycznych maleje, podczas gdy czgstos¢ motywdw asymetrycznych rosnie w kierunku od
podstawy trzonu do petli terminalnej. Wykazano rowniez, ze najczestsze motywy
asymetryczne, ktérymi sa pojedyncze wybrzuszenia, wystgpuja czgsciej w ramieniu 5’ niz 3’
prekursorow. Obecno$¢ motywoéw struktury wprowadzajacych lokalne zaburzenia
regularnosci helisy dsRNA jest istotna dla oddzialywania oraz rozpoznawania czasteczek
RNA przez biatka biorace udzial w ich komorkowej obrobee (Starega-Roslan i wsp. 2011a;
Starega-Roslan i wsp. 2011b).

Przedstawiony szlak biogenezy jest kanonicznym sposobem powstawania miRNA
w komorkach  zwierzecych. Jednak istnieje rowniez grupa miRNA  powstajaca
W niekanoniczny sposob, z pominigciem jednego z etapow docinania czasteczek RNA.
W przypadku miRNA, powstajacych w sposob niezalezny od RNazy Drosha, takich jak
mirtrony, cigcie przez tg¢ RNazg zostaje zastgpione przez wycigcie intronu zawierajacego
strukture pre-miRNA (Sibley i wsp. 2012). Istnieja rOwniez czasteczki prekursoréw miRNA,
ktorych trzon jest zbyt krotki aby byt efektywnie cigty przez RNazg Dicer (np. miR-451)
(Cheloufi i wsp. 2010). Prekursory takie w celu uwolnienia czasteczki miRNA podlegaja
w cytoplazmie docinaniu przez biatko AGO2 (Cifuentes i wsp. 2010).



Wstep

2.2.  Mechanizm dzialania ludzkich miRNA

Powstaty w wyniku cigcia prekursora przez RNazy Drosha oraz Dicer okoto 22 nt
dupleks miRNA/mMIRNA* posiada najcz¢sciej dwunukleotydowe wystajace konce 3’ oraz
grupe fosforanowa na koncach 5° obydwu nici (Ryc. 3A). miRNA funkcjonuja w komorkach
w kompleksie biatkowym mIiRISC (ang. miRNA-induced silencing complex), w obrgbie
ktorego dupleks ulega rozpleceniu (Ryc. 3B). W sktad kompleksu RISC wchodza biatka
0 aktywnosci helikaz, nukleaz oraz biatka wiazace si¢ z dSRNA.

A op  MIRNA* M o3

*HO ettt - -
3'HO 5

mMIiRNA region zrodtowy ,seed”
5
B 3 RISC
| e
5 5 . degradacia
nici pasazerskiej
RISC
nic wiodgca
51
/ \ o
% w m
RISC ..M‘ISC’W
‘ [FITTTIYTTTT T mMRNA ‘ MRNA

- Inhibicja translacji

- Clgcie | degradacja mRNA - Deadenylacja i degradacja mRNA

Ryc. 3. Budowa miRNA i mechanizm ich dzialania w komorkach zwierzecych.

A-Budowa dupleksu miRNA/miRNA*, ni¢ aktywnq (wiodacq) miRNA zaznaczono kolorem
rozowym, ni¢ pasazerskq - kolorem szarym. Zielony prostokqt wskazuje region zZrodtowy
miRNA, ktory stanowiq nukleotydy 2-8 nici wiodgcej. B- Mechanizmy dzialania miRNA w
zaleznosci  od stopnia komplementarnosci z sekwencjq docelowq oraz rodzaju
zaangazowanego biatka AGO.

10
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Poniewaz w aktywnym kompleksie RISC moze pozosta¢ tylko jedna ni¢ pochodzaca
z miRNA, konieczna jest ich dyskryminacja na tym etapie. Wybor nici wiodacej, ktora bedzie
definiowata sekwencj¢ wyciszanych transkryptow jest dokonywany na podstawie stabilno$ci
koncow dupleksu i jako ni¢ wiodaca wybierana jest ni¢ o nizszej stabilnosci fragmentu
struktury tworzonej przez koniec 5’ w dupleksie. Na tym etapie jedno z bialek z grupy
Argonaute (AGO) wiaze ni¢ wiodaca MIRNA, natomiast ni¢ pasazerska zostaje usunigta
z kompleksu i podlega degradacji. Najwazniejszym czynnikiem biatkowym kompleksu RISC
jest jedno z czterech zidentyfikowanych w ludzkich komoérkach biatek AGO (AGO1-4)
uczestniczacych w inhibicji translacji zwiazanego przez kompleks RISC mMRNA,
doprowadzajac najczesciej do jego deadenylacji a nastepnie degradacji (Ha i Kim 2014).
Sposrod ludzkich bialek AGO tylko AGO2 ma zdolno$¢ Katalitycznego przecinania
transkryptow w petni komplementarnych do miRNA.

Kompleks RISC zaladowany nicia wiodaca miRNA reguluje ekspresj¢ genow,
posiadajacych sekwencj¢ mRNA komplementarna do miRNA. Najczg$ciej miejsca wigzania
miRNA wystepuja w regionach UTR genow (gtéwnie 3° UTR), jednak najnowsze doniesienia
wskazuja rowniez na istotna rol¢ miejsc wiazania miRNA w obrgbie ORF (Stroynowska-
Czerwinska i wsp. 2014). Do efektywnej regulacji poziomu ekspresji genéw wymagane jest
zazwyczaj kilka miejsc wiazania miRNA w obrgbie danego transkryptu. Pelna
komplementarnos¢ MIRNA-mRNA wystepuje bardzo rzadko w przypadku zwierzgcych
mMiRNA, poniewaz dla regulacji Kluczowe jest parowanie sekwencji regionu zrodtowego
miRNA (ang. seed region) tworzonego przez nukleotydy w pozycjach 2-8, liczac od konca 5’
nici wiodacej (Ryc. 3A). Po zaprogramowaniu RISC przez ni¢ wiodaca dochodzi
do ,,wyszukiwania” komplementarnych sekwencji w mRNA oraz do zwiazania kompleksu,
co prowadzi do inhibicji translacji mRNA zwykle w wyniku jego deadenylacji i degradaciji.
W przypadku wystapienia pelnego sparowania miRNA z sekwencja dochodzi do przecigcia
mRNA przez biatko AGO2 pomigdzy 10 i 11 nukleotydem, liczac od konca 5’ miRNA,
co jest mechanizmem dziatania charakterystycznym dla typowych czasteczek siRNA
(Elbashir i wsp. 2001b) oraz roslinnych miRNA (Jones-Rhoades i wsp. 2006). Inhibicja
translacji przez miRISC moze zachodzi¢ zar6wno na etapie inicjacji translacji jak 1 na
dalszych jej etapach, a oddysocjowanie rybosoméw moze =zainicjowac skierowanie
transkryptu do ciatek P (ang. P-bodies), gdzie bgdzie on podlegatl degradacji (Liu i wsp.

2005). Do obnizenia poziomu transkryptu dochodzi glownie w wyniku indukcji procesu

11
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deadenylacji mRNA przez zwigzany kompleks RISC (Guo i wsp. 2010), mogacy rekrutowaé
biatka GW182, PABCI1 oraz kompleks CAF1-CCR-NOT1. Zwiazanie tych dodatkowych
biatek umozliwia skrocenie ogona poli(A) transkryptu, usunigcie struktury kap (ang. cap) z
jego konca 5’ i w konsekwencji jego egzonukleolityczna degradacje (Fabian i wsp. 2010).
Kompleks miRISC oddysocjowuje nastepnic od mMRNA i w sposéb cykliczny ,,poszukuje”

kolejnych transkryptow, zawierajacych sekwencje docelowe.

2.3. Roznorodnos$¢ czasteczek miRNA

Dojrzate miRNA wystepuja w komorkach w postaci nieznacznie rdzniacych sig
dhugoscia (lub posiadajacych przesunigta sekwencj¢) izoform zwanych izomirami (Neilsen i
wsp. 2012; Ameres i Zamore 2013) (Ryc. 4). Glownym Zrodlem obserwowanej roznorodnos$ci
czasteczek miRNA jest nieprecyzyjne cigcie pri-miRNA oraz pre-miRNA przez RNazy
szlaku biogenezy, ktore moga prowadzi¢ cigcie prekursorow w kilku sasiadujacych pozycjach
(Neilsen i wsp. 2012; Seong i wsp. 2014). Wystepowanie izomirow 5’ (wariantow miRNA
réznigcych sig sekwencja konca 5°) ma wigksze konsekwencje funkcjonalne, gdyz wiaze sig z
przesunigciem regionu zrédlowego czasteczek i ze zmiana sekwencji docelowej. Izomiry 3°
(warianty rozniace si¢ sekwencja konca 3°) zazwyczaj oddziatuja z ta sama sekwencja
docelowa, moga natomiast rézni¢ si¢ intensywnos$cia efektu wyciszania, czasem pottrwania
w komorkach oraz zmiana preferencji wyboru nici wiodacej przez biatko AGO (ang. miRNA

arm switching) (Griffiths-Jones i wsp. 2011; Wilson i wsp. 2015).

sekwencja o petla iy . sekwencja
. . ni¢ wiodagca ¢ ni¢ pasazerska ; .
otaczajgca 5 terminalna otaczajgca 3
5' '
— L —— 3
dtugos¢ miRNA (nt) 5 3
20 FITTTTTTITTITITTTIITTM gtdbwny wariant
23 TITTTTTTTTTTITTITITTT ™ } 5 omi
D3 TTFTTTTTTTTTITTTTTIITYT } 3 izomi
DD T S T R RN = S przesuniety wariant
22 FTTTTTTTTTTTTITITIITIT izomir z modyfikacjg wewnetrzng

Ryc. 4. Roznorodnosé wariantow nici wiodgcej miRNA powstajqcych 7 jednego pre-miRNA
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Powstawanie réznych izomiréw zalezy od rodzaju komorek, stadium rozwojowego,
a takze od wystepujacych czynnikéw stresowych. Ich funkcjonalno$¢ zostata potwierdzona
w systemie lucyferazowym oraz w eksperymentach z immunoprecypitacja kompleksow
biatka AGO (Tan i wsp. 2014). Wykazano, ze izomiry 5’ moga regulowaé ekspresje
czesciowo réznej grupy transkryptoOw niz regulowane przez gtowny wariant miRNA oraz ze
inne warianty dominuja w roznych typach komorek. Na przykladzie miR-9 pokazano,
ze zmiana konca 5’ czasteczki miRNA moze znosi¢ zdolno$¢ do wyciszania jego kanonicznej
sekwencji docelowej jednoczesnie poszerzajac pulg genow regulowanych przez miRNA.

Zwigkszenie puli wariantow miRNA moze by¢ poglebione przez modyfikacje koncow
uwalnianych czasteczek. Zaréwno pre-miRNA jak i dupleksy miRNA/miRNA* moga
podlega¢c w komoérce modyfikacjom, takim jak skracanie konca 3’ (ang. trimming) lub
dodawanie do niego nukleotydéw przez terminalne transferazy (ang. tailing), czy deaminacja
adenozyny do inozyny (Newman i wsp. 2011; Wyman i wsp. 2011). Dziatanie terminalnych
transferaz (ang. Terminal Uridylyl Transferases) zwiazane jest z dodaniem nukleotydow nie-
matrycowych (ang. non-templated), najczesciej A lub U do konca 3’czasteczek pre-miRNA
lub miRNA. Zjawisko to dotyczy jednak okoto 16% miRNA (Zhou i wsp. 2012).
Do terminalnych transferaz zaangazowanych w regulacje puli powstajacych miRNA naleza
m.in. TUT4, TUT7 oraz TUT2 (Hagan i wsp. 2009; Heo i wsp. 2009). Jak pokazano na
przyktadzie czasteczki pre-let-7 modyfikacje wprowadzane przez biatka TUT4 oraz TUT7,
W zaleznos$ci od obecnosci biatka LIN28, moga hamowac¢ lub promowac¢ obrobke prekursora
na etapie cigcia przez RNazg¢ Dicer. Natomiast biatko TUT2 poprzez dolaczenie nukleotydu A
do konca 3> miRNA moze zwigkszaé jego stabilnos¢ w komorkach. Zwigkszenie stabilnosci
miRNA przez modyfikacje konca 3’ pokazano na przyktadzie miR-122, jednak nie w kazdym
przypadku wydtuzenie miRNA o nukleotyd A wywiera taki efekt (Burroughs i wsp. 2010).
Skracanie konca 3’ przez 3’-5” egzonukleazg Nibbler wykazano dla grupy czasteczek miRNA
u D.melanogaster oraz przez jej ortolog MUT-7 u C.elegans. Dziatanie tego typu
mechanizméw w komoérkach ludzkich wymaga jeszcze potwierdzenia (Han i wsp. 2011) ale
istnieja pierwsze doniesienia o ich funkcjonowaniu (Ameres i wsp. 2010; Boele i wsp. 2014).
Najrzadszym rodzajem modyfikacji miRNA, wykrywanym prawie na granicy btedu
sekwencjonowania, jest deaminacja adenozyny do inozyny przez enzym ADAR (ang.
adenosine deaminase acting on RNA) (Kawahara i wsp. 2007; Ebhardt i wsp. 2009). Biatko to
ulega podwyzszonej ekspresji w tkance nerwowej i z tego wzgledu edytowane przez nie

czasteczki miRNA wykrywane sa najczgsciej w tej wlasnie tkance.
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2.4. Budowa i dzialanie bialek wchodzacych w sklad kompleksu Mikroprocesora

Kompleks Mikroprocesora wykrywany jest w ludzkich komérkach w dwoch roéznych
formach. Maty kompleks tworzony przez biatko Drosha oraz DGCRS stanowi minimalna
jednostke aktywna katalitycznie in vitro, zdolna do produkcji pre-miRNA. Duzy kompleks
Mikroprocesora zawiera dodatkowe komponenty z grupy biatek wiazacych RNA, takie jak
helikazy RNA (p68 oraz p72), hnRNPs oraz inne kofaktory regulujace jego aktywnos¢ (Krol i
wsp. 2010; Macias i wsp. 2013). Istnieja doniesienia, ze RNaza Drosha oraz DGCRS8
kolokalizuja w komorkach z transkryptami przed usunieciem z nich intronoéw (Kataoka i wsp.
2009). Zaobserwowano rowniez, ze po przeprowadzeniu cigcia RNaza Drosha oddysocjowuje
od kompleksu, podczas gdy biatko DGCRS8 pozostaje zwiazane z powstalym pre-miRNA
przed jego wyeksportowaniem do cytoplazmy (Bellemer i wsp. 2012).

RNaza Drosha wielkosci okoto 160 kDa jest biatkiem nalezacym do drugiej klasy
RNaz Ill. Na koncu aminowym biatka zlokalizowane sa domeny nie wymagane
do przecinania substratow pri-miRNA (Han i wsp. 2009), a odpowiedzialne za jadrowa
lokalizacj¢ RNazy (Ryc. 5A) (Tang i wsp. 2010). Na koncu karboksylowym biatko to posiada
dwie domeny RNazowe (RIIIA i RIIIB) oraz domene wiazaca RNA (dsRBD)(Lee i wsp.
2003; Gregory i wsp. 2004). Domeny RIIIA oraz RIIIB dimeryzuja tworzac pomigdzy soba
miejsce docinania substratow pri-miRNA. Domena RIIIB przecina pri-miRNA w ramieniu 5°,
natomiast domena RIIIA tnie rami¢ 3° w odleglosci zapewniajacej dwunukleotydowe
wystajace konce 3’ uwalnianemu pre-miRNA. Domena wiazaca RNA (dsRBD) uczestniczy
we wiazaniu substratu przez RNazg Drosha, jednak nie jest ona wystarczajaca do
efektywnego zajscia tego procesu. Wiazanie pri-miRNA przez RNazg Drosha jest
wspomagane przez wczesniejsze Zwiazanie substratu przez biatko DGCRS, oddzialujace z
centralnym regionem biatka Drosha (Han i wsp. 2009; Ameres i Zamore 2013).
Wspomaganie dziatania RNazy Drosha przez DGCR8 (Yeom i wsp. 2006) jest przyktadem
oddziatywania RNazy III z kofaktorem biatlkowym, w celu zwigkszenia sily wigzania

substratu RNA oraz poprawy precyzji jego docinania.
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A
RNaza Ill Drosha (1374 aa)
P RS RIIA RIIB  dsRBD
NIl e [
B

DGCRS (773 aa)

Rhed dsRBD1 dsRBD2
N -

Ryc. 5. Schematycznie przedstawiona budowa domenowa biatka Drosha oraz DGCRS.

DGCR8 wielkosci okoto 90 kDa jest biatkiem, posiadajacym na koncu
karboksylowym dwie domeny wiazace RNA (dsRBD1 oraz dsRBD2), podczas gdy jego
koniec aminowy zawiera sygnat lokalizacji jadrowej (Ha i Kim 2014) (Ryc. 5B). Centralna
czes¢ DGCRS8 zawiera domeng wiazaca hem (Rhed), ktéra uczestniczy w dimeryzacji biatka
oraz rozpoznawaniu i wiagzaniu substratow pri-miRNA (Quick-Cleveland i wsp. 2014). Biatko
DGCR8 odpowiedzialne jest za prawidlowe ,,ustawienie” kompleksu Mikroprocesora na
czasteczce pri-miRNA i wyznaczenie miejsca cigcia przez RNazg Drosha (Han i wsp. 2006).

Aktywno$¢ kompleksu Mikroprocesora podlega regulacji w komorce na réznych
poziomach (Krol i wsp. 2010; Ha i Kim 2014). Jednym z jej przyktadéw jest wzajemna
regulacja DGCR8 oraz RNazy Drosha. Biatko DGCRS stabilizuje RNaz¢ Drosha poprzez
oddzialywanie typu biatko-biatko z jej regionem centralnym (Yeom i wsp. 2006), podczas
gdy Drosha kontroluje poziom biatka DGCRS8 poprzez cigcie jego transkryptu w obrebie
kodowanej przez egzon drugi struktury typu spinki i kierowanie mRNA na $ciezke degradacji
(Han i wsp. 2009; Kadener i wsp. 2009).

Kompleks Mikroprocesora rozpoznaje RNA posiadajace struktury typu spinki
I przecina je najczg$ciej w odleglosci 13 nt w ramieniu 5’ oraz 11 nt w ramieniu 3’ od
ztaczenia ss/dsRNA. Wykazano rowniez, ze sekwencja nukleotydowa w okreslonych
pozycjach pri-miRNA ma duze znaczenie dla efektywnego rozpoznania, a nastgpnie cigcia
pri-miRNA przez kompleks Mikroprocesora (Auyeung i wsp. 2013). WyKkryto istnienie trzech
motywow sekwencji charakterystycznych dla pri-miRNA, a zlokalizowanych poza sekwencja

dojrzatego dupleksu miRNA. Motyw UG zlokalizowany 13 nukleotydow ponizej miejsca
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ciecia RNazy Drosha w ramieniu 5° (w kierunku sekwencji otaczajacych), motyw CNNC
(gdzie N oznacza dowolny nukleotyd) zlokalizowany 17 nt ponizej miejsca cigcia przez
RNaz¢ Drosha w ramieniu 3’ (w kierunku sekwencji otaczajacych) oraz motyw UGUG
zlokalizowany w petli terminalnej (Auyeung i wsp. 2013). Przynajmniej jeden z tych
motywow wykrywany jest w ~79% pri-miRNA, co moze $wiadczy¢ o istnieniu rowniez
dodatkowych czynnikdw wptywajacych na rozpoznawanie substratow przez kompleks
Mikroprocesora.

Elementem waznym dla efektywnej obrobki prekursoréw pri-miRNA sa ich
uwarunkowania strukturalne. Wykazano, ze rozluznienie struktury w obrgbie lub ponizej
miejsca cigcia przez RNaze Drosha jest elementem kluczowym dla efektywnos$ci dziatania

tego enzymu (Beisel i wsp. 2010; Quarles i wsp. 2013).

2.5. Budowa i dzialanie RNazy Dicer

Biatko Dicer, tak jak Drosha, nalezy do grupy RNaz III i pelni niezwykle wazna
funkcje¢ w powstawaniu matych RNA w komoérkach wchodzac w sktad kompleksu RLC.
Ta RNaza wielkosci okoto 219 kDa wraz z biatkami partnerowymi rozpoznaje produkty pre-
miRNA powstate w wyniku cigcia pri-miRNA przez RNazg¢ Drosha oraz dwuniciowe RNA
bedace prekursorami endogennych siRNA. Substraty RNA po zwiazaniu przez RNazg Dicer
zostaja docigte do duplekséw dlugosci zazwyczaj od 21 do 25 pz. (Bernstein i wsp. 2001),
a nastgpnie zwigzane przez kolejne biatko kompleksu RLC - AGO. Biatko Dicer posiada
zlokalizowana na koncu aminowym domeng helikazowa, umozliwiajaca rozpoznawanie
substratu pre-miRNA przez oddziatywanie z jego regionem przypetlowym oOraz

oddzialywanie z niektorymi biatkami partnerowymi (Ryc. 6).

RNaza Ill Dicer (1s22aa)
Domena Helikazowa DUF Platforma PAZ RINIA RIIB dsRBD

N e - - === C

tacznik

Ryc. 6. Schematycznie przedstawiona budowa domenowa bialka Dicer.
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Domena wiazaca dsRNA (dsRBD) znajduje si¢ na koncu karboksylowym biatka
I uczestniczy w wiazaniu substratow przez RNaze¢ Dicer (Wostenberg i wsp. 2012). Wiazaca
konce pre-miRNA domena PAZ oddzielona jest od miejsca katalitycznego enzymu

,tacznikiem” (ang. connector helix) 1 to wiasnie

region oddzielajacy domen¢ PAZ od miejsca Dicer
katalitycznego wydaje si¢ by¢ odpowiedzialny za domena
. . . . helikazowa
,odmierzanie” odpowiedniego dystansu podczas e
docinania substratu przez RNaze¢ Dicer (Macrae i / wB
RIIA
wsp. 2006). W domeniec PAZ wyrézniono dwie I -
miejsce wigzania
kieszenie umozliwiajace zwigzanie zaroéwno konca 5° | ik ‘;:ﬁfgowych

jak 1 wystajacego konca 3’ pre-miRNA (Park i wsp.
2011; Tian i wsp. 2014). RNaza Dicer posiada
réwniez dwie domeny tnace (RNazowe) RIIIA oraz
RIIIB zlokalizowane w poblizu konca
karboksylowego (Zhang i wsp. 2004). Podobnie jak w RyC. 7. Orientacja domen w biatku
przypadku RNazy Drosha RIIIA oraz RIIIB RNazy Dicer. Na podstawie (Lau i wsp.
Dicer dimeryzuja tworzac miejsce Kkatalityczne, 2012)
umozliwiajace docinanie substratu z zachowaniem dwunukleotydowych wystajacych koncow
3> w uwalnianych czasteczkach RNA. Badania z zastosowaniem mikroskopii elektronowej
umozliwily zaproponowanie wzajemnej orientacji poszczegdlnych domen RNazy Dicer
W obserwowanej strukturze przestrzennej przyjmujacej ksztatt litery L (Lau i wsp. 2009; Lau i
wsp. 2012; Taylor i wsp. 2013). Domena helikazowa oraz domena PAZ ulokowane zostaty
w przeciwleglych koncach zwinigtego biatka, a pomiedzy nimi znajduje si¢ miejsce
katalityczne tworzone przez domeny RNazowe. Zaproponowany uktad umozliwia petnienie
przedstawionych wczesniej funkcji przez poszczegdlne domeny: wiazanie konca pre-miRNA
przez domeng PAZ oraz rozpoznawanie pgtli terminalnej przez dystalnie ulokowana domeng
helikazowa.

Cigcie pre-miRNA przez RNaze Dicer umozliwia uwalnianie dupleksow miRNA
okreslonej dlugosci okoto 21-22 nt, jednak jak dotad opisano kilka mozliwo$ci wyznaczania
miejsca cigcia substratu przez t¢ RNazg. Przedstawiony zostal sposdb odmierzania statego
dystansu do miejsca cigcia mierzonego od konca 3’ pre-miRNA (ang. 3’ counting rule)
(Macrae i wsp. 2006) oraz od jego konca 5’ (ang. 5’ counting rule) (Park i wsp. 2011).

Opisano rowniez sposob precyzyjnego wyznaczania miejsca cigcia od petli terminalnej Iub
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zlokalizowanej w jej poblizu petli wewnetrznej (ang. loop counting rule) (Gu i wsp. 2012).
Wowczas domena RIIIA Dicer tnie w ramieniu 3° prekursora w pozycji oddalonej o dwa
nukleotydy od petli, a cigcie przez domeng RIIIB w ramieniu 5° wystgpuje W pozycji
umozliwiajacej wytworzenie 2 nt wystajacego konca 3’ uwalnianemu dupleksowi miRNA.
Pomimo opisania sposobow wyznaczania miejsca cigcia substratow przez RNaze
Dicer obserwuje si¢ powstawanie miRNA roznej dlugosci pochodzacych z réznych
prekursorow (Kozomara i Griffiths-Jones 2014). Analizy przeprowadzone na ludzkich pre-
miRNA wykazaly, ze obecno$¢ asymetrycznych wybrzuszen w prekursorach miRNA
bezposrednio wplywa na dlugos¢ powstajacych czasteczek miRNA (Starega-Roslan i wsp.
2011b). Uzyskane przez autorow wyniki pokazuja, iz podczas ,,odmierzania” odpowiedniego
dystansu przez RNazg Dicer uwzgledniane sa przede wszystkim pary zasad (réwniez
niekanoniczne), podczas gdy asymetryczne wybrzuszenia (nie  kompensowane
wybrzuszeniami w drugim ramieniu prekursora) nie sa w ten dystans ,,wliczane”. W wyniku
tego dochodzi do uwalniania dtuzszych czasteczek miRNA (Starega-Roslan i wsp. 2011b).
Najwazniejszymi kofaktorami biatkowymi RNazy Dicer w obrgbie dojrzatego
kompleksu RISC (~500 kDa) sa wspomniane wczesniej biatka z rodziny AGO oraz biatka
TRBP (ang. TAR RNA-binding protein) i PACT (ang. a protein activator of PKR) (Lee i wsp.
2006; Fukunaga i wsp. 2012; Lee i wsp. 2013). Funkcja biatek PACT oraz TRBP w S$ciezce
RNAI nie jest jeszcze do konca poznana, ale wiadomo, ze moduluja one efektywnos¢ cigcia
substratow przez RNaze Dicer, wplywajac na sil¢ ich wigzania (Wilson i Doudna 2013;
Acevedo i wsp. 2015). Najnowsze wyniki sugeruja, ze biatko TRBP uczestniczy
W generowaniu izomirow oraz w zjawisku zmiany preferencji wyboru nici wiodacej przez
biatko AGO (Wilson i wsp. 2015). Biatka TRBP oraz PACT posiadaja trzy domeny dsRBD,
z ktorych domena zlokalizowana na koncu karboksylowym biatka odpowiedzialna jest
za oddziatywanie z RNazg Dicer. Biatka te podlegaja dimeryzacji tworzac homodimery lub
heterodimery. Wykazano réwniez, ze konkuruja one ze soba o to samo miejsce wiazana
w obrgbie RNazy Dicer (Wilson i wsp. 2015). Biatka te stanowia rowniez bezposrednie
potaczenie szlaku biogenezy miRNA ze S$ciezka sygnalizacyjna komoérkowej odpowiedzi
immunologicznej. Wykazano, ze kinaza biatkowa aktywowana RNA (PKR) ulega aktywacji
przez biatko PACT, podczas gdy TRBP wywiera na nia efekt hamujacy (Kok i wsp. 2007).
W $wietle najnowszych wynikow badan przypuszcza sig, ze kompleks biatkowy RNazy Dicer
oraz kompleks RLC tworzony jest przez te same biatka, ktore wykazuja swoja aktywnos$¢

na innych etapach szlaku RNA..
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3. Technologia interferencji RNA

Naturalna zdolnos$¢ regulacji ekspresji genéw przez endogenne miRNA znajduje swoje
odzwierciedlenie w technologii interferencji RNA (RNAI) powszechnie wykorzystywanej
w biologii molekularnej do wyciszania ekspresji genéw poprzez selektywna degradacje ich
transkryptow. Wystepujacy w komoérkach mechanizm RNAi uczestniczy w nieswoistej
odpowiedzi obronnej komorki, peilniac rol¢ ochrony przed namnazajacym si¢ materialem
genetycznym pochodzenia wirusowego oraz przed nagromadzeniem ruchomych elementéw
genomu (transpozonow) (Buchon i Vaury 2006).

Zjawisko to po raz pierwszy opisane zostato w 1998 roku przez A. Fire oraz C. Mello,
ktérzy za to odkrycie zostali uhonorowani Nagroda Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii
w 2006 roku. W badaniach na modelu nicienia Caenorhabditis elegans zaobserwowali oni,
ze wprowadzenie réznych dwuniciowych czasteczek RNA dlugosci kilkuset pz skutkuje
wyciszeniem ekspresji kilku genéw zaréwno u osobnikow poddanych iniekcji jak i u ich
potomstwa (Fire i wsp. 1998). Niedlugo po tym odkryciu potwierdzono wystgpowanie
podobnego zjawiska u innych zwierzat oraz wykazano, ze efektorami procesu RNAi sa
krotkie 21 do 22 nt dSRNA zwane krotkimi interferujacymi RNA —siRNA (ang. short
interfering RNAS) (Elbashir i wsp. 2001a), powstajace w wyniku cigcia dtugich dsRNA przez
RNaze Dicer (Bernstein i wsp. 2001). Kolejnym waznym krokiem byto wykazanie,
ze kluczowym elementem biatkowym uczestniczacym w procesie RNA1 jest biatko AGO2
(Hammond i wsp. 2001). Indukcja zjawiska RNAI zwiazana jest z dostarczeniem do komorek
dwuniciowych czasteczek siRNA dlugosci okoto 21 nt posiadajacych jedna z nici
komplementarna do sekwencji genu docelowego. Po zwiazaniu siRNA przez kompleks RISC
dochodzi do rozplecenia dupleksu siRNA oraz wyboru aktywnej nici zgodnie z zasadami
wyboru nici wiodacej w dupleksach miRNA/mMiRNA*. Po zatadowaniu kompleksu RISC
wybrana nicia siRNA (zwana réwniez nicia antysensowa) nastgpuje zwiazanie w petni
komplementarnych do niej transkryptow. Nastgpnie zwiazane przez kompleks mRNA
przecinane sa przez biatkko AGO2, co jest etapem inicjujacym ich degradacje w komorce.
Cecha odrézniajaca dziatanie egzogennych siRNA od komoérkowych miRNA jest stopien
komplementarnos$ci z sekwencja docelowa (catkowity w przypadku siRNA), oddziatywanie
z transkryptem w regionie otwartej ramki odczytu (siRNA) lub w regionach UTR (miRNA)
aw konsekwencji sam mechanizm dziatania odpowiednio przez ciecie i degradacje

transkryptu lub deadenylacje i nastepcza degradacje transryptu oraz inhibicje translacji.
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Pierwsze narzedzia technologii RNAIi zostaty opracowane zanim uzyskano petniejszy
wglad w mechanizmy rzadzace biogeneza oraz dzialaniem endogennych miRNA. Jednak
pomimo ciaglego ich ulepszania wraz z postgpem wiedzy dotyczacej biogenezy miRNA,
wciaz istnieje wiele probleméw, ktorych rozwiazanie mogloby przyspieszy¢ dalszy rozwoj tej
technologii.

Obecnie technologia RNAI stosowania jest w wielu dziedzinach biologii molekularnej
m.in. w poznawaniu funkcji gendéw, roli biatek oraz funkcjonowania $ciezek sygnatowych,
poprzez selektywne wyciszanie ekspresji poszczegélnych ich komponentow. Wykorzystanie
RNAi1 umozliwia poznanie sposobow regulacji ekspresji genow w komorkach oraz
wylaczanie ekspresji tych wadliwie dziatajacych. Powyzsze fakty sprawiaja, ze technologia
RNAI moze stanowi¢ w przysztosci podstawe podej$¢ terapeutycznych w wielu chorobach
cztowieka, o podlozu zar6wno genetycznym jak i wirusowym. Jak dotad istnieje grupa
terapeutycznych czasteczek technologii RNAi, ktéra testowana jest w fazie badan
klinicznych, obejmujacych opracowanie podej$¢ terapeutycznych m.in. w AIDS, WZW typu
C, hipercholesterolemii, oraz wielu typach nowotworéow (Kanasty i wsp. 2013). Jednak
pomimo wysokiej efektywnos$ci wyciszania gendw docelowych przez reagenty RNAi do
opracowania na ich podstawie efektywnych terapeutykéw konieczne jest przeprowadzenie
wielu dalszych badan optymalizacyjnych. Elementem Kluczowym w takich podejsciach jest:
zapewnienie efektywnego dostarczania czasteczek siRNA do komorek, uzyskanie
odpowiedniej dawki terapeutycznej w konkretnej tkance, utrzymanie odpowiednio dlugiego
czasu dziatania czasteczek oraz ograniczenie efektoéw ubocznych zwigzanych z obecnoscia

reagentow RNAI jak 1 stosowanych do ich wprowadzania no$nikow.
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3.1.  Wachlarz narzedzi technologii interferencji RNA

Dynamicznie rozwijajaca si¢ technologia RNAi obejmuje zastosowanie wielu r6znych
typow czasteczek, wlaczajacych si¢ do endogennej $ciezki biogenezy miRNA na jej réznych

etapach (Ryc. 8).
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Ryc. 8. Rozne etapy szlaku biogenezy miRNA, na ktorych wlqczajq si¢ do niego reagenty
technologii RNAi oraz miRNA (Olejniczak i wsp. 2010).

1- transkrypcja genow mIiRNA z udziatem Pol II skuktujqca powstaniem pri-miRNA oraz
ekspresja transkryptow shmiR, 2- jqdrowe docinanie pri-miRNA lub shmiR przez kompleks
Mikroprocesora do pre-miRNA lub shRNA, 3- eksport pre-miRNA i shRNA do cytoplazmy,
4- wiqczenie pre-miRNA lub shRNA do RLC, 5-wyciecie dupleksu miRNA [lub siRNA z pre-
mMiRNA lub shRNA, 6- uwolnienie nici sensowej doprowadzajqce do powstania aktywnego
kompleksu miRISC/siRISC, odnalezienie sekwencji docelowej; czesciowa lub catkowita
komplementarnos¢ sekwencji doprowadza odpowiednio do 7-inhibicji translacji mRNA, 8-
ciecia i degradacji mRNA. Reagenty technologii RNAI (shmiR, shRNA, ds-siRNA i ss-SiRNA
oraz siRNA specyficzne dla promotora) oraz reagenty technologii miRNA (pri-miRNA, pre-
miRNA, miRNA mimetyki, antymiRy, gabki miRNA oraz ,,ostaniacze” sekwencji docelowej)
dostarczane sq jako syntetyczne czqsteczki na drodze transfekcji Ilub uwalniane z
wprowadzanych do komorek wektorow ekspresyjnych.
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Do wyciszania ekspresji genow stosowane sa zar6wno najprostsze czasteczki SIRNA-
odpowiadajace budowa endogennym miRNA, shRNA - posiadajace strukture typu spinki
a odpowiadajace komorkowym pre-miRNA oraz czasteczki ShmiR - bedace odpowiednikiem
pri-miRNA. Czasteczki te roznia si¢ migdzy soba budowa, czasem dzialania, poziomem
wewnatrzkoméorkowej obrobki oraz sposobem ich dostarczania do komoérek w postaci
syntetycznych RNA lub wektorow genetycznych (plazmidowych oraz wirusowych) (Tabela
1).

Podstawowymi reagentami wykorzystywanymi bardzo powszechnie w technologii
RNAI sa syntetyzowane chemicznie czasteczki siRNA (Tabela 1). Sa to dupleksy RNA
dtugosci okoto 21 nt posiadajace grupe fosforanowa na koncu 5’ oraz dwunukleotydowe
wystajace konce 3’ z grupa 2°OH. Zasady projektowania tych czasteczek obejmuja zalecenia
co do zawartosci par G:C pomigdzy 30-50%, niskiej temperatury topnienia pojedynczej nici
siRNA (ponizej 20°C), nizszej energii wiazania konca 5’ nici wiodacej niz pasazerskiej,
nizszej energii wiazania srodkowych pozycji dupleksu siRNA (preferowane pary A:U) oraz
preferencyjnego wystepowania nukleotydow UU lub TT na niesparowanych koncach 3’
czasteczki (Reynolds i wsp. 2004; Pei i Tuschl 2006; Bramsen i wsp. 2009). siRNA sa
najczesciej dostarczane do komoérek w postaci syntetycznych dupleksow RNA
z wykorzystaniem nos$nikow transfekcyjnych (m.in. lipidow kationowych, poliamin lub
odczynnikow polimerowych). Poziom syntetycznych siRNA po dostarczeniu do komorek
drastycznie obniza si¢ w czasie W wyniku ich stosunkowo szybkiej degradacji oraz podziatow
komorkowych (Bartlett i Davis 2006). Wykazano, ze aktywnos$¢ siRNA w komorce utrzymuje
si¢ do tygodnia po podaniu (Bartlett i Davis 2006), natomiast w pierwszych 24 godzinach
jego poziom spada o 50-80%, podczas gdy po siedmiu dniach stanowi zaledwie ~5% ilosci
wprowadzonej do komorek (Fiszer i wsp. 2013). Dlatego utrzymanie stalego efektu
wyciszenia wymaga wielokrotnego podawania tych czasteczek poprzez powtarzajace si¢
transfekcje. siRNA stosowane sa rowniez w formie chemicznie modyfikowanych czasteczek,
bardziej trwatych w S$rodowisku komorkowym, wykazujacych dluzszy czas dziatania.
Niektore modyfikacje chemiczne moga dodatkowo ograniczaé wystepowanie efektow
ubocznych towarzyszacych reagentom technologii RNAi (Jackson i wsp. 2006; Behlke 2008).
Do najczgsciej wprowadzanych do SiRNA modyfikacji chemicznych naleza m.in. 2°’OMe,
2’F, 2°deoksy oraz PS (Bramsen i wsp. 2009).

Typowe czasteczki shRNA wykorzystywane w technologii RNAi budowa
przypominaja pre-miRNA i podlegaja w komorkach obrobce przez RNazg Dicer (Ryc. 8 oraz
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Tabela 1). Te okoto 50-60 nt czasteczki RNA przyjmujace strukture spinki, zbudowane sa
Z trzonu o 19 do 29 pz zakonczonego z jednej strony petla terminalna, natomiast z drugiej
wystajacym koncem 3’. Ni¢ wiodaca siRNA umieszczana jest w reagentach shRNA
W ramieniu 5’ lub 3’ struktury spinki. ShRNA moga by¢ wprowadzane do komorek jako
syntetyczne czasteczki RNA (podobnie jak siRNA), jednak czg$ciej stosuje si¢ ich
wewnatrzkoméorkowa ekspresje z wektorow plazmidowych lub wirusowych pod kontrola
promotoréw Pol III RNA (m.in. H1, U6 czy 7SK) (Amarzguioui i wsp. 2005). Zasady
projektowania czasteczek shRNA nieco rdznig si¢ od regut obowiazujacych dla siRNA (Li i
wsp. 2007). Preferowane jest aby pierwszym nukleotydem transkryptu shRNA byta puryna
(najczgsciej G), natomiast na koncu kasety ekspresyjnej wprowadzana jest sekwencja
terminatorowa dla Pol Il RNA, ktoéra stanowi ciag od 4 do 6 nukleotydow T. Ulegajace
w komorkach ekspresji ShRNA posiadaja zatem wprowadzany przez Pol III trdjfosforan na
koncu 5’ oraz ciag kilku (najczesciej 2-3) nukleotydow U na koncu 3’. Obecnos$¢ oraz dtugosé
wystajacego konca 3’ czasteczek shRNA jest wazna dla ich wydajnego transportu z jadra do
cytoplazmy oraz dla wiazania przez RNaze Dicer (Boudreau i wsp. 2008). Znaczenie dla
funkcjonowania reagentéw shRNA moze mie¢ rowniez zastosowana petla terminalna cho¢
doniesienia literaturowe opisujace jej wpltyw na transport czasteczek shRNA do cytoplazmy
oraz proces ich docinania przez RNazg Dicer sa niespojne (Wei i wsp. 2009; Schopman i wsp.
2010). Standardowo, w reagentach shRNA stosuje si¢ petle dlugosci od 4 do 10 nt, a
najczesciej wykorzystywana jest sztuczna 9-nukleotydowa petla o sekwencji:  5°-
UUCAAGAGA-3 (Brummelkamp i wsp. 2002). Korzystnie na aktywnos¢ shRNA wptywa
rowniez zastosowanie petli terminalnych pochodzacych od endogennych pri-miRNA tj: miR-
30, miR-23 czy miR-26. Reagenty shRNA stosowane sa rowniez w réznych odmianach,
takich jak sshRNA (ang. short short hairpin) ze skroconym trzonem struktury spinki, IShRNA
(ang. long short hairpin) z wydtuzonym trzonem struktury spinki czy tez e-ShRNA (ang.
extended short hairpin), posiadajace znacznie wydtuzony trzon, z ktérego wycinane sg dwa
lub wigcej dupleksow SiIRNA (Liu i wsp. 2007; Ge i wsp. 2010).

Reagenty shmiR, nazywane réwniez shRNA II generacji, shRNA-"R lub artificial
MIRNA, wlaczaja si¢ w endogenna $ciezke biogenezy miRNA na wczesniejszym etapie niz
czasteczki ShRNA (Ryc. 8 oraz Tabela 1) (Chang i wsp. 2006). Sa one odpowiednikami
endogennych pri-miRNA i podlegaja w komorkach obrobce w dwoch etapach przez RNaze
Drosha oraz RNaze Dicer. W reagentach shmiR sekwencja wstawki siRNA ulokowana jest w

obrgbie trzonu pri-miRNA i zastgpuje ona sekwencj¢ dupleksu miRNA/miRNA*. Najczgsciej
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reagenty te konstruowane sa tak aby uwalniane z nich krotkie RNA dziataty jak siRNA,
jednak sa one stosowane rowniez do ekspresji ,,sztucznych” miRNA regulujacych ekspresje
wielu transkryptow poprzez oddziatywanie z ich regionami 3> UTR (Arroyo i wsp. 2014).
Czasteczki shmiR dostarczane sa do komorek w postaci wektorow genetycznych, a ich
pierwotne transkrypty ulegaja ekspresji z promotoréw Pol II RNA (najczesciej CMV),
rzadziej stosowane sa promotory Pol III RNA. Tworzone pod kontrola promotoréw Pol Il
RNA transkrypty shmiR, podobnie jak endogenne pri-miRNA posiadaja strukturg czapeczki
na koncu 5’ oraz poliadenylowany koniec 3 (Lee i wsp. 2004). Transkrypty shmiR sa
znacznie dtuzsze (w zaleznosci od zastosowanych dlugosci sekwencji flankujacych nawet do
tysiaca nt) niz powstajace w przypadku ekspresji reagentow ShRNA. Wykorzystanie
promotoréw Pol II, oprocz bardziej naturalnego sposobu powstawania czasteczek shmiR w
komorkach, daje rowniez mozliwos¢ stworzenia reagentow o regulowanej lub trankowo-
specyficznej ekspresji (Dickins i wsp. 2005; Stegmeier i wsp. 2005; Zuber i wsp. 2011).
Dodatkowo specyfika powstajacego transkryptu umozliwia ekspresje tzw. zgrupowanych
reagentow ShmiR, zawierajacych wiele spinek z réznymi sekwencjami siRNA ulegajacych
ekspresji w postaci jednego transkryptu RNA (analogicznie do ekspresji klastrow miRNA)
(Liu i wsp. 2008). Czasteczki shmiR w przeciwienstwie do syntetycznych siRNA oraz
shRNA wykorzystuja cata Sciezke biogenezy miRNA, a ich wewnatrzkomoérkowa ekspresja
umozliwia stale dostarczanie czasteczek SIRNA, wydtuzajac tym samym czas ich dziatania.
Wazna zaleta reagentow shmiR jest fakt, iz nie prowadza one do wysycenia bialtek
zaangazowanych w biogeneze miRNA i ograniczaja wystgpowanie efektow ubocznych
zaleznych od sekwencji (typu off-target) towarzyszacych reagentom technologii RNAI.
Szczegdtowy opis reagentdow shmiR zawarty zostal w podrozdziale 1.3.3. niniejszej pracy
doktorskiej.
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Tabela 1. Poréwnanie najczesciej stosowanych rodzajow reagentow technologii RNAI.

Typ SIRNA ShRNA shmiR
endogenny . mi i-mi
odpowiednik MIiRNA pre-miRNA pri-miRNA
~60 nt + sekwencje
dlugosé ~21 nt ~55 nt otaczajace (~200-300 nt do
1000 nt)
wektory genetyczne,
pochodzenie syntetyczne promotor Pol 111 wektory gF? nle PIICRZIr\]I?A
RNA promotor Po
spinka RNA z sekwencjami
dupleks spinka RNA otaczajacymi
U g 5l
struktura . 5 . 5 C N Py
3'0/
poziom
sparowania pelna pelna dopuszczalne wybrzuszenia
dupleksu komplementarno$¢ | komplementarnos¢ I petle wewngtrzne
SsiRNA
Ekspresja przejsciowa przejsciowa/stata przejsciowa/stata
Bialka
Zaangazowane - Dicer Drosha i Dicer
w komorkowa
obrobke
Mechanizm cigcie 1 degradacja cigcie i degradacja cigcie lub deadenylacja i
wyciszania MRNA MRNA degradacja mRNA
chemiczne . .
o o SShRNA, IShRNA, policistronowa ekspresja
Modyfikacje = modyfikacje reszt eshRNA wielu spinek

nukleotydowych
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3.2.  Efekty niespecyficzne reagentow technologii RNAI

Wszystkie reagenty technologii RNAi wprowadzane do komorek w postaci
syntetycznego RNA czy tez w postaci wektorowej stanowia obcy material genetyczny i moga
wywotywac charakterystyczne dla niego niepozadane efekty uboczne o réznym stopniu
nasilenia (Olejniczak i wsp. 2010). Efekty te mozna podzieli¢ na zwiazane oraz niezwiazane
Z sekwencja wprowadzonych czasteczek.

Efektem wubocznym zaleznym od sekwencji SIRNA (syntetycznego czy tez
uwalnianego z wektorow genetycznych) jest indukcja efektow typu off-target, czyli
wyciszania ekspresji innych gendéw niz gen docelowy, zawierajacych do niego bardzo
podobne fragmenty sekwencji (Jackson i wsp. 2003) (Ryc. 9). Nasilenie tych efektow w
znacznym stopniu zalezy od ilosci aktywnych czasteczek w komoérce oraz od mozliwosci
nabywania aktywnosci przez ni¢ pasazerska. Efekty off-target wywotywane sa w przypadku
gdy sekwencja SIRNA wykazuje pelna lub czeSciowa komplementarnos¢ (zwlaszcza w
obrebie regionu ,,seed”) z sekwencjami innych komorkowych transkryptow (Boudreau i wsp.
2011). Wiazanie przez transkrypt komorkowy kompleksu RISC zatadowanego nie w petni
komplementarnym siRNA, zwlaszcza do regionow UTR, moze prowadzi¢ do inhibicji jego
translacji oraz kierowania na droge degradacji z wykorzystaniem mechanizmu
charakterystycznego dla dziatania czasteczek miRNA. W przypadkach gdy siRNA wykazuje
pelna komplementarnos¢ do transkryptow innych niz docelowy dochodzi zwykle do nasilenia
efektow ubocznych poprzez znaczne obnizenie ekspresji dodatkowych gendw przez cigcie
i degradacje¢ ich mRNA. Efekty off-target wywotane sa rowniez jezeli ni¢ pasazerska siRNA
zostaje preferencyjnie lub chociazby czesciowo zatadowana do kompleksu RISC
rozpoznajacego na jej podstawie transkrypty docelowe. Wywotywanie efektow ubocznych
typu off-target jest silnie zwiazane z sekwencja czasteczek siRNA dlatego stworzone zostato
oprogramowanie siSPOTR (ang. siRNA Seed Potential of Off-Target Reduction) analizujace
zdolno$¢ danej sekwencji siRNA do potencjalnej regulacji dodatkowych genow (Boudreau i
wsp. 2013). Informacje o liczbie potencjalnie regulowanych transkryptow umozliwiaja
ograniczenie efektow typu off-target juz na etapie projektowania czasteczek technologii
RNAI. Aby ograniczy¢ tego typu efekty stosuje si¢ réwniez chemiczne modyfikacje
czasteczek siRNA (Jackson i wsp. 2006) oraz podawanie niskich stezen wielu siRNA
posiadajacych inne sekwencje docelowe w obrebie tego samego stanskryptu (Jackson i

Linsley 2010). Sumaryczne stezenie takiego ,koktajlu” siRNA umozliwia uzyskanie
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znacznego wyciszenia genu docelowego podczas gdy efekty off-target, inne dla kazdej
sekwencji SiIRNA, pozostaja na niskim poziomie (Kittler i wsp. 2007). Jednak nie zawsze
dzialanie pula czasteczek siRNA przynosi korzystne efekty. Reagenty wektorowe, ktore
podlegaja komorkowej obrobce przez RNazy Drosha i/lub Dicer moga by¢ obarczone
nieprecyzyjnym dziataniem tych RNaz, skutkujacym powstawaniem niejednorodnej puli
czasteczek siRNA z tego samego prekursora (Gu i wsp. 2012). Podobnie jak w przypadku
izomirow 5’ oraz 3°, rézne warianty uwalnianych siRNA moga regulowaé ekspresje
dodatkowych genow oraz wptywac¢ na wybor aktywnej nici SIRNA, w znacznym stopniu
zwickszajac skale wzbudzania efektow typu off-target.

Efektem niezwiazanym z sekwencja RNA jest wysycenie endogennych szlakéw
biogenezy miRNA przez nadmiar egzogennych substratow (Ryc. 9). Po wprowadzeniu do
komorek reagentow RNAi dochodzi do ich konkurencji z endogennymi miRNA o dostep do
bialek zaangazowanych zarowno w ich powstawanie (Drosha, Dicer), transport (Eksportyna-
5, Ran-GTP) jak i dziatanie (RISC w tym biatka AGO) (Grimm i wsp. 2006). Wykazano, ze
ekspresja czasteczek shRNA prowadzi do znacznego obnizenia poziomdéw niektérych miRNA
w komorkach poprzez zahamowanie eksportu ich prekursoréw z jadra do cytoplazmy oraz
przez wysycenie RNazy Dicer (Castanotto i wsp. 2007; Borel i wsp. 2011; van Gestel i wsp.
2014). Wysycenie endogennej $ciezki biogenezy miRNA przez reagenty RNAi moze
prowadzi¢c do deregulacji komoérkowego poziomu ekspresji czasteczek miRNA,
a W konsekwencji zaburza¢ poprawne funkcjonowanie genéw pozostajacych pod ich kontrola.
Efekt saturacji endogennej maszynerii biatkowej jest najmniejszy dla reagentow shmiR
ulegajacych ekspresji na dos¢ niskim poziomie oraz wilaczajacych si¢ w $ciezke biogenezy
miRNA na jej wczesnym etapie (Castanotto i wsp. 2007; Maczuga i wsp. 2014).

Do efektow ubocznych niezaleznych od sekwencji nalezy roéwniez indukcja
odpowiedzi interferonowej zwiazana z traktowaniem przez komoérke wprowadzonych
reagentoOw technologii RNAI jako obcego materiatu genetycznego (Ryc. 9). Cecha wspdlna
wszystkich stosowanych reagentow technologii RNAI jest fakt, ze sa one egzogennym RNA
lub DNA, majacym zdolno$¢ pobudzania komorkowych sensorow rozpoznajacych wzorce
zwiazane z patogenami (PAMPs, Patogen associated molecular patterns) (Marques i wsp.
2006; Reynolds i wsp. 2006).
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2. Saturacja sciezki miRNA Wektor
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Ryc. 9. Efekey niespecyficzne wywolywane przez reagenty technologii RNAI.

1. Efekty typu off-target zwiqzane z wyciszaniem dodatkowej grupy genéw. 2- Saturacja
endogennego szlaku biogenezy miRNA. Reagenty RNAi konkurujq z endogennymi miRNA o
dostep do bialek zaangazowanych w ich powstawanie, transport oraz funkcjonowanie w
komorkach. 3- Indukcja odpowiedzi immunologicznej poprzez aktywacje komorkowych
sensorow obcego RNA oraz DNA, oraz endotoksyn bakteryjnych.
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W cytoplazmie komoérek wystgpuje szereg sensorow rozpoznajacych dwuniciowy
RNA (Gantier i Williams 2007; Sioud 2010), z ktorych najlepiej poznane to biatka PKR (ang.
IFN-inducible dsRNA-activated protein kinase), OAS1-3 (ang. 2’-5’-oligoadenylate
synthetase), helikazy RIG-I (ang. retinoic acid inducible gene 1) i MDA5 (ang. melanoma
differentiation associatedgene-5), oraz niektore biatka z rodziny NLR (ang. NOD-like
receptors). Obecne sa rowniez endosomalne receptory z rodziny TLR (TLR 3, 7, 8) (ang.
Toll-like receptors), ktore moga by¢ aktywowane przez RNA dostarczany do tego
kompartmentu komérkowego w wyniku transfekcji przy pomocy lipidéw kationowych. Coraz
wiece] uwagi poswieca si¢ rowniez komorkowym sensorom obcego DNA tj. TLR9,
rozpoznajacy niemetylowane wyspy CpG, jak rowniez biatka AIM2 (ang. absent in melanoma
2) oraz ZBP1 (ang. Z-DNA binding protein 1) (Unterholzner 2013; Mansur i wsp. 2014). Na
rozpoznanie reagentdw technologii RNAi jako obcych moze wplywaé rdwniez ich
nienaturalna lokalizacja komorkowa, cechy struktury, dlugos¢, modyfikacje chemiczne,
obecno$¢ motywow immunostymulujacych oraz towarzyszace im zanieczyszczenia np.
pochodzenia bakteryjnego w przypadku wektorow plazmidowych (Olejniczak i wsp. 2010;
Olejniczak i wsp. 2011).

Aktywacja sensoréw komoérkowych indukuje transdukcije sygnatu poprzez aktywacije
kaskady kolejnych mediatorow wewnatrzkomorkowych, doprowadzajac do ekspresji grupy
genow stymulowanych interferonem (ISG - Interferon Stimulated Genes). Indukowane w ten
sposob biatka odgrywaja gtowna role w odpowiedzi immunologicznej komorki prowadzac do
og6lnego obnizenia poziomu syntezy bialek w komodrce, a w koncowym etapie nawet do
$mierci komorki na drodze apoptozy. Opisane w literaturze efekty immunologiczne
wywolywane przez reagenty technologii RNAi oraz miRNA zostaly zebrane w postaci
internetowe]j bazy danych RNAimmuno (Olejniczak i wsp. 2012). Czasteczkami o najnizszym
poziomie aktywacji odpowiedzi immunologicznej sa siRNA, natomiast o najwyzszym
reagenty shRNA, ulegajace ekspresji z wektora DNA 1 posiadajace 5° trojfosforan, bedacy
wzorcem rozpoznawanym przez niektore sensory komorkowe. Stosowanie reagentow shmiR
ulegajacych ekspresji z wektorow plazmidowych roéwniez zwiazane jest z wprowadzaniem do
komorek obcego DNA, jednak w tym przypadku powstajace transkrypty posiadaja cechy

charakterystyczne dla komérkowych RNA, przez co nie sa rozpoznawane jako ,,obce”.
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Znajomo$¢ ryzyka zwiazanego =z wystgpowaniem wymienionych efektow
niespecyficznych towarzyszacych stosowaniu reagentow RNAi jest niezwykle wazna,
zwlaszcza w terapeutycznych zastosowaniach tej technologii (Boudreau i wsp. 2009a).
Nalezy bra¢ je pod uwage rowniez w badaniach podstawowych, gdyz efekty te moga
znieksztatca¢ wyniki prowadzonych badan lub by¢ przyczyna ich btednej interpretacji
przypisujacej obserwowany efekt wyciszeniu konkretnego genu docelowego a nie

towarzyszacym mu efektom ubocznym (Robbins i wsp. 2008).
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3.3. Charakterystyka reagentéw technologii RNAI typu shmiR

Jak wspomniano juz wczesniej reagenty shmiR wykorzystuja struktury endogennych pri-
miRNA jako nosniki dla sekwencji SIRNA. Reagenty te zbudowane sa ze sztucznej wstawki
siRNA wkomponowanej pomigdzy sekwencje otaczajace oraz petle terminalng naturalnego
pri-miRNA (Ryc. 10).

sekwencja
iRNA
St ' SiRNA
S shmiR uwalniane
5 = 0 w komorce
[ 3 - § g
. —_—u
’ pri-miRNA
/ ~ 0

3

Ryc. 10. Schemat budowy reagentow shmiR.

ni¢ wiodqca (antysensowa) —zaznaczona kolorem rozowym, ni¢ pasazerska (sensowa) —
kolorem granatowym, elementy pri-miRNA —kolorem czarnym, miejsca ciecia przez RNazy
Drosha — kolorem jasnozielonym, oraz Dicer- kolorem pomararnczowym.

Wykorzystanie tego typu reagentow zostato po raz pierwszy opisane w 2002 roku przez
grupe Bryana R. Cullena (Zeng i wsp. 2002). Stworzono wowczas pierwsze reagenty shmiR
nazywane ,,sztucznymi miRNA” (ang. artificial miRNAs) w oparciu o strukturg pri-miR-30a.
Prekursor ten zostal wybrany w tym celu jako jedna z najlepiej scharakteryzowanych
wowczas czasteczek miRNA, dla ktorej wykazano mozliwo$¢ nadekspresji dojrzatych
miRNA w ludzkich komoérkach w wyniku wprowadzenia do nich wektorow plazmidowych
uwalniajacych sekwencj¢ pierwotnego transkryptu. Na podstawie przeprowadzonych badan
autorzy stwierdzili, ze wymiana sekwencji w obrgbie trzonu pri-miR-30a nie wptywa
negatywnie na jego obrobke dzigki czemu mozliwa jest wymiana sekwencji miRNA na
SiRNA. W tym samym roku potwierdzono takze aktywno$¢ tego rodzaju czasteczek
w komorkach po podaniu w formie syntetycznych RNA (McManus i wsp. 2002). Doniesienia

te wykazaty rdwniez, iz mechanizm dzialania tej nowej klasy reagentéw jest typowy dla
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czasteczek siRNA a nie miRNA i zwiazany jest z degradacja transktyptu docelowego. Warto
nadmieni¢, ze w owym czasie wiedza dotyczaca mechanizmow rzadzacych biogeneza
miRNA byla w poczatkowej fazie rozwoju i wiele jej aspektow pozostawalo nieznanych.
Reagenty shmiR szybko znalazty zwolennikéw, co zaowocowato utworzeniem bibliotek,
zawierajacych czasteczki shmiR pokrywajace sekwencje ludzkiego oraz mysiego genomu
(Silva i wsp. 2005; Stegmeier i wsp. 2005). W niedtugim czasie grupa Davida L. Turnera
zaproponowata wykorzystanie mysiego prekursora mMiR-155 jako kolejnego nosnika,
umozliwiajacego wewnatrzkomorkowa ekspresje czasteczek SIRNA (Chung i wsp. 2006).
Reagenty shmiR sa do dzisiaj bardzo czesto stosowane w badaniach in vivo ze wzgledu na
wysoka efektywno$¢ dziatania przy stosunkowo niskiej ilosci uwalnianych w komoérkach
czasteczek siRNA, skutkujacej rowniez niskim poziomem efektow ubocznych (Boudreau i
wsp. 2009a; Boudreau i wsp. 2009b; Borel i wsp. 2011; Liu i wsp. 2013; Rodriguez-Lebron i
wsp. 2013).
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3.3.1. Aspekty zwigzane z projektowaniem oraz optymalizacja reagentow shmiR

Do konstrukcji reagentow shmiR wykorzystano dotychczas niewielka grupe sposrod
znanych pri-miRNA, w tym rowniez prekursory pochodzace z niekanonicznej S$ciezki
biogenezy miRNA niczalezne od RNazy Drosha lub Dicer (Yang i wsp. 2010b; Seow i wsp.
2012). Zdecydowanie najczeSciej stosowane sa reagenty skonstruowane na podstawie
pierwszych zaproponowanych nos$nikow: hsa-pri-miR-30a oraz mmu-pri-miR-155. W Tabeli
2 przedstawiono réznice w sposobie konstruowania opisanych w literaturze reagentow shmiR

tworzonych z wykorzystaniem pri-miR-30a oraz pri-miR-155.

Tabela 2. Sposob konstrukcji reagentow shmiR z wykorzystaniem najczesciej stosowanych
nosnikowych pri-miRNA.

nos$nikowy pri-miR-155 nosnikowy pri-miR-30a

lokalizacja nici

wiodacej SIRNA ramig 5’ ramig 5 lub 3’

21 nt siRNA + 3nt sekwencji

dlugo$é siRNA prekursora 22, 23 nt siRNA
=24 nt
2 nt wybrzuszenie w obrebie nici | najczegSciej w petni sparowany ale
trzon spinki wiodacej w ramieniu 5’ tez 2 nt wybrzuszenie w ramieniu 5’
P (nukleotydy w pozycjach 12 oraz | (nukleotydy w pozycjach 12 oraz
13), rzadziej w pelni sparowany 13)
miejsce ciecia zachowanie stabych par w kluczowe niesparowanie w miejscu
przez Drosha miejscach cigcia cigcia Drosha
najczesciej niezmienione, W
miejsce cigecia ramieniu 5’ mozliwa zmiana czgsta zamiana dwoch par przy petli
przez Dicer U/C tuz przed miejscem cigcia terminalnej z par G:C na A:U

Dicer
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Zastosowanie promotoréw Pol II RNA w kasetach ekspresyjnych reagentow shmiR,
umozliwia ich ekspresje na nizszym - bardziej naturalnym poziomie. W konsekwencji
uwalniane z nich czasteczki siRNA pojawiaja si¢ w komorkach w znacznie (od ~10 do 80
razy) mniejszych ilosciach niz w przypadku typowych reagentow ShRNA (Boudreau i wsp.
2008; Ely i wsp. 2008; Borel i wsp. 2011; Maczuga i wsp. 2012; Maczuga i wsp. 2013).
Z tego wzgledu ekspresja reagentdéw shmiR nie prowadzi do drastycznego wysycenia komorki
krotkimi czasteczkami RNA (zaré6wno shRNA jak i siRNA), ograniczajac tym samym
ingerencj¢ w Jej naturalny metabolizm. Pomimo =znacznie mniejszej ilosci siRNA
uwalnianych z reagentow shmiR, ich aktywnos$¢ w komorkach jest wciaz bardzo wysoka
nawet przy zastosowaniu jednej kopii konstruktu zintegrowanego w genomie (Stegmeier i
wsp. 2005). Doniesienia o efektywnos$ci reagentow shmiR w poréwnaniu ze standardowymi
shRNA nie sa spojne. Wydaje si¢ jednak, ze reagenty shmiR umozliwiaja uzyskanie
podobnego (lub tylko trochg nizszego) poziomu wyciszenia jak SshRNA przy znacznie
mniejszej ilosci uwalnianych czasteczek siRNA (Boden i wsp. 2004; Boudreau i wsp. 2008;
McBride 1 wsp. 2008; Borel i wsp. 2011; Maczuga i wsp. 2012; Maczuga i wsp. 2013).
Istnieja réwniez doniesienia z badan in vivo, iz efekt wyciszenia przez reagenty shmiR jest
bardziej dlugotrwaly niz wywotywany przez analogiczne reagenty shRNA (Maczuga i wsp.
2013). Roznice w dziataniu czasteczek siRNA, pochodzacych z tych dwoch typow reagentow
technologii RNAi moga by¢ zwiazane z ich funkcjonowaniem w kompleksach biatkowych o
roznym skladzie. Znaczenie moze mie¢ réwniez odmienna obrdbka ich prekursorow przez
komorkowe RNazy, skutkujaca uwalnianiem czasteczek siRNA 0 nieznacznie roézniacej sig

sekwencji (podobnie jak w przypadku powstawania izomirow).

Nizszy poziom czasteczek siRNA uwalnianych z reagentow shmiR oraz dwuetapowy
proces ich nukleolitycznej obrobki w komoérkach skutkuje réwniez zminimalizowaniem
efektow niespecyficznych, wywotywanych ekspresja czasteczek siRNA w komorkach.
Rowniez ze wzgledu na zastosowanie promotorow Pol Il RNA 0 nizszej aktywnoSci
czasteczki te pojawiaja sie w komodrce w bardziej naturalnych iloSciach, nie prowadzac
do wysycenia zarowno biatek uczestniczacych w ich obrébcee jak i transporcie do cytoplazmy
(Eksportyna-5) (Castanotto i wsp. 2007; Lo i wsp. 2007; Beer i wsp. 2010; Borel i wsp.
2011). Podobienstwo reagentow shmiR do naturalnych pri-miRNA w znacznym stopniu
ogranicza indukcje¢ odpowiedzi interferonowej w hodowlach komérkowych (mierzonej jako
poziom mMRNA OASL oraz aktywnej Caspazy-3) (Bauer i wsp. 2009) oraz in vivo (wyrazonej

jako poziom wydzielanych cytokin oraz hepatotoksycznosci) (Liu i wsp. 2013).
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Niezwykle istotng rol¢ dla efektywnos$ci dzialania SIRNA uwalnianych z reagentow
shmiR ma sposob umiejscowienia wstawki siRNA w obrebie pri-miRNA. Poniewaz
sekwencje naturalnych miRNA, ze wzgledu na obecno$¢ wybrzuszen, sa dhluzsze niz
standardowe dupleksy siRNA, przeprowadzono badania nad r6znymi sposobami usytuowania
sekwencji SIRNA w reagencie shmiR. Sekwencje siRNA wstawiano od konca 5°, od konca 3°,
posrodku sekwencji nici wiodacej miRNA lub tez wydtuzano ja do dlugosci 23-24 nt.
Uzyskane wyniki pokazaly, ze najwigksza efektywnos$¢ dziatania zapewnia umiejscowienie
sekwencji siRNA dtugosci 19-21nt bezposrednio od konca 5’ nici wiodacej miRNA (Liu i
wsp. 2008; Zhang i wsp. 2012). Przeprowadzono rowniez dzialania umozliwiajace efektywne
tworzenie reagentow shmiR z nicia wiodaca siRNA uwalniang preferencyjnie z ramienia 3’
prekursora (Stegmeier i wsp. 2005; Rhee i wsp. 2009). Optymalizacja ta dotyczyta zmian
sekwencji w rejonie przypetlowym najczesciej stosowanego prekursora pri-miR-30a.
Stosowano réwniez reagenty shmiR ze skréconym trzonem struktury spinki (z 23 do 21 nt),
poprzez usunigcie par nukleotydow w poblizu petli terminalnej. W niektorych przypadkach
obserwowano jednak obnizenie efektywnosci dziatania takich reagentow (Boden i wsp.
2004). W przeprowadzonych badaniach nie ma jednak danych rozstrzygajacych czy obnizenie
efektywnosci dziatania byto wynikiem zaburzonej obrobki reagentow shmiR czy zmienionej

sity oddziatywania uwolnionych siRNA z sekwencja docelowa.

Kolejnym aspektem waznym przy projektowaniu czasteczek shmiR jest stopien
zachowania struktury nos$nikowego pri-miRNA. Naturalne pri-miRNA czgsto posiadaja
W obrgbie trzonu elementy zaburzajace regularnos¢ helisy dsSRNA, takie jak niesparowane
nukleotydy, petle wewnetrzne lub jednostronne wybrzuszenia. Wydaje sig, ze migdzy innymi
obecnos¢ tych elementéw wprowadzajacych lokalne rozluznienie struktury RNA upodabnia
reagenty shmiR do endogennych pri-miRNA i zapewnia ich lepsze funkcjonowanie
w komorkach. Wykazano, ze reagenty shmiR posiadajace niesparowane nukleotydy
W obrgbie sekwencji siRNA oddziatuja z biatkami AGO1-4 1 wykazuja wigksza efektywnos¢
dziatania (Wu i wsp. 2011). Jednak wplyw obecnosci niesparowan w poszczegolnych
pozycjach na efektywnos$¢ dziatania czasteczek siRNA moze by¢ zalezny od specyficznej
sekwencji reagenta (Addepalli i wsp. 2010). Korzystny wplyw niesparowan w pozycjach
centralnych siRNA zostal potwierdzony dla procesu tadowania siRNA do kompleksu RISC
(Kawamata i wsp. 2009). Natomiast ich obecno$¢ w regionie zrodlowym czasteczek poprawia
efektywnos¢ rozplatania nici dupleksu siRNA (Kawamata i wsp. 2009; Yoda i wsp. 2010).

Rowniez w trzonie reagentow shmiR takie rozluznienie struktury ogranicza aktywnos$¢ nici
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pasazerskiej uwalnianego dupleksu siRNA, zmniejszajac indukowane przez nia efekty
niepozadane typu off-target (Aagaard i wsp. 2008). Wykazano takze, ze wprowadzenie
wybrzuszonych nukleotydow w nici pasazerskiej wptywa na ograniczenie efektu indukcji
odpowiedzi immunologicznej w komodrkach (Bauer i wsp. 2009). Istotne znaczenie ma
rowniez zachowanie elementow struktury pri-miRNA no$nikowego poza regionem
ulegajacym wymianie na sekwencje siRNA. Wazne jest aby nie zaburza¢ regionow
zawierajacych elementy kluczowe dla obrobki przez komoérkowa maszyneri¢ biogenezy
mMIiRNA (Zeng i Cullen 2005; Liu i wsp. 2008) i aby stosowac sekwencje otaczajace prekursor
odpowiedniej dtugosci, minimalnie 30-40 nt z kazdej strony spinki (Chen i wsp. 2004; Zeng i
Cullen 2005; Choi i wsp. 2015). Na szczeg6lna uwage zashuguja elementy rozluzniajace
struktur¢ helisy ponizej miejsca cigcia przez RNaze¢ Drosha, ktéorych zachowanie jest
kluczowe dla efektywnego cigcia czasteczek pri-miRNA oraz wykorzystujacych je reagentow
shmiR (Beisel i wsp. 2010; Quarles i wsp. 2013).

Pomimo doniesien o funkcjonalnosci reagentow shmiR posiadajacych catkowicie
sztuczna sekwencje¢ (zarowno wstawki siRNA jak i sekwencji otaczajacych) (Shibata i wsp.
2007), naturalna sekwencja nukleotydowa pri-miRNA moze by¢ silnym modulatorem obrobki
tych reagentow w komoérkach. Jak pokazata grupa Davida Bartela zarowno sekwencje
otaczajace jak i petla terminalna moga zawiera¢ motywy wazne dla rozpoznania oraz
efektywnej obrobki czasteczek pri-miRNA w komorkach (Auyeung i wsp. 2013). Wiedza
ta zostata szybko wykorzystana w technologii RNAi w nowszej wersji prekursora
nosnikowego miR-E stworzonego na podstawie pri-miR-30a. W nowym no$nikowym pri-
miRNA w sekwencji otaczajacej 3’ zachowany jest motyw sekwencji wazny dla
rozpoznawania czasteczek RNA przez kompleks Mikroprocesora (Fellmann i wsp. 2013).
We wczesniejszych podejsciach motyw ten zostat zaburzony przez wprowadzenie miejsca
restrykcyjnego utatwiajacego konstrukcje kaset ekspresyjnych reagentow shmiR w wektorach
pSMS2 (Stegmeier i wsp. 2005). Grupa Patricka Salmona przeprowadzita kolejna
optymalizacje nosnikowego pri-miRNA tworzac miR-GE bedacy hybryda dwoch pri-miRNA.
Ten nowy no$nikowy pri-miRNA posiada sekwencje otaczajace az do miejsca cigcia przez
RNazg Drosha oraz strukturg trzonu pri-miRNA-16, podczas gdy petla terminalna pochodzi
z pri-miR-30a (Myburgh i wsp. 2014). Wyniki przeprowadzonych poréwnan sugeruja,
ze MIR-GE wykazuje lepsza dyskryminacje pomigdzy nicia wiodaca i pasazerska oraz
bardziej precyzyjne cigcie przez RNazg Drosha w stosunku do wyjsciowego pri-miR-30a.

Podczas analizy okoto 20 tys. sekwencji shmiR pokrywajacych geny ssacze zaobserwowano,
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ze czasteczki ulegajace efektywnej obrobce w komorkach wykazuja pewne wspolne cechy
sekwencji (Fellmann i wsp. 2011). Reagenty efektywnie cigte przez RNaze¢ Drosha posiadaty
nukleotydy A/U w pozycji 13/14 oraz G w pozycji 20/21, podczas gdy czasteczki nie cigte na
tym etapie wykazywaty zwigkszona czgsto$¢ nukleotydow C w pozycji 20 (Fellmann i wsp.
2011). Wyniki tych badan postuzyty réwniez do ulepszenia algorytmow do projektowania
czasteczek shmiR, wykorzystujacych nos$nikowy pri-miR-30a (Matveeva i wsp. 2012).
Jak dotad brak jest jednak narzedzi umozliwiajacych zautomatyzowane projektowanie
reagentow shmiR, wykorzystujacych rozne pri-miRNA nos$nikowe do zastosowan
w komorkach zwierzecych. Dotychczas tego typu oprogramowanie zostalo stworzone dla

reagentow shmiR wykorzystujacych roslinne pri-miRNA (Warthmann i wsp. 2013).

Promotory Pol Il RNA stosowane w wektorach kodujacych reagenty shmiR umozliwiaja
powstawanie dlugiego transkryptu RNA. Cecha ta zostala wykorzystana do ekspresji wielu
reagentow shmiR w postaci jednego policistronowego transkryptu (ang. multiple artificial
mMiRNAS) wzorowanego na ekspresji klastrow endogennych miRNA (Chung i wsp. 2006; Sun
i wsp. 2006; Zhu i wsp. 2007; Chen i wsp. 2011). Podejscie to jest szeroko wykorzystywane
w strategiach przeciwwirusowych, gdzie jednoczesna ekspresja kilku czasteczek siRNA
celujacych w rézne sekwencje genomu wirusa utrudnia mu ,,ucieczke” od hamowania jego
ekspresji przez czynniki wyciszajace (Aagaard i wsp. 2008; Liu i wsp. 2008; Ely i wsp. 2009;
Yang i wsp. 2010c; Zhang i wsp. 2012). Najczgsciej wykorzystywane w tym celu sa klastry:
miR-106b-25, miR-17-92 oraz zgrupowania wielu spinek pri-miR30a lub pri-miR-155
(Chung i wsp. 2006; Aagaard i wsp. 2008; Liu i wsp. 2008). Waznym aspektem przy
projektowaniu tego typu czasteczek jest zachowanie odpowiedniej odlegtosci pomigdzy
poszczegdlnymi spinkami. Wykazano, ze sekwencje otaczajace dlugosci 30 nt z kazdej strony
spinki sa wystarczajace dla efektywnej obrobki multimerycznych reagentéw shmiR (Choi i
wsp. 2015), jednak najczgsciej pomigdzy spinkami umieszcza si¢ sekwencje dlugosci okoto
130 nt. Waznym problemem jest rowniez obnizenie poziomu ekspresji siRNA w zaleznos$ci

od liczby spinek oraz ich umiejscowienia w transkrypcie (Liu i wsp. 2008; Choi i wsp. 2015).
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Uzyskane dotychczas wyniki analizy obrobki reagentow technologii RNAi w komorkach
sugeruja, iz reagenty te, podobnie jak endogenne miRNA, docinane sa w komorkach
nieprecyzyjnie. Pierwsze dowody na heterogennos¢ czasteczek siRNA uwalnianych
z wektoréw shmiR uzyskano stosujac hybrydyzacj¢ typu northern (Ely i wsp. 2008). Efekt
taki zaobserwowany zostal réwniez z wykorzystaniem reakcji typu 3’RACE (ang. Rapid
Amplification of cDNA Ends) oraz Sekwencjonowania Nowej Generacji (NGS) (Boudreau i
wsp. 2008; Maczuga i wsp. 2013). Uwalnianie heterogennej puli czasteczek siRNA niesie za
soba ryzyko wywotywania opisanych we wczesniejszym rozdziale efektow ubocznych (m.in.
zwickszenia efektu off-target oraz zwigkszonej aktywnosci nici pasazerskiej). Technologia
RNAI wykorzystywana jest rowniez W tych szczegolnych podej$ciach terapeutycznych,
w ktoérych kluczowa rolg odgrywaja odpowiednie pozycje niesparowan siRNA z sekwencja
docelowa. Do takich strategii naleza alleloselektywne podejscia, zakladajace celowanie
W regiony zawierajace polimorfizm pojedynczych nukleotydow (SNP- ang. Single Nucleotide
Polymorphism) lub w regiony rdzniace si¢ dtugoscia powtodrzen mikrosatelitarnych (STR ang-
Short Tandem Repeats). W takich przypadkach nawet drobna zmiana w sekwencji
powstajacych siRNA moze wywiera¢ negatywny wplyw na powodzenie strategii allelo-

selektywnego wyciszania genow (Fiszer i Krzyzosiak 2014).

Czasteczki shmiR tacza w sobie najlepsze cechy endogennych prekursorow miRNA,
zapewniajac niska toksycznos$¢ tych reagentow oraz wysoka efektywnos¢ degradacji mRNA
charakterystyczna dla egzogennych siRNA. Reagenty te charakteryzuja si¢ efektywnym
wyciszaniem sekwencji docelowej w standardowych zastosowaniach technologii RNAI.
Jednak nieznane sa doktadne zasady projektowania tych czasteczek oraz czynniki wplywajace
na ich komorkowa obrobke. Dlatego dalsze dziatania optymalizacyjne powinny zmierza¢ w
kierunku obnizenia efektow niepozadanych zwigkszajac tym samym potencjat terapeutyczny
reagentow shmiR oraz w Kkierunku ich przystosowania do specyficznych zastosowan

technologii RNAI takich jak alleloselektywne wyciszanie ekspresji gendw.
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Il. CEL BADAN
Zjawisko interferencji RNA jest obecnie szeroko wykorzystywane w biologii

molekularnej do selektywnego wyciszania ekspresji wybranych gendéw. Sposrod reagentow
technologii RNAi na szczegdlna uwage zastuguja czasteczki shmiR, ktore wlaczaja sig
w endogenna $ciezke biogenezy miRNA na jej wcezesnym etapie, dzigki czemu podlegaja
naturalnym etapom obrobki przez RNazy Drosha i Dicer. Reagenty te tacza w sobie
najbardziej pozadane cechy endogennych prekursoréw miRNA oraz syntetycznych siRNA
zapewniajace im niska toksyczno$¢ oraz wysoka efektywnos¢ degradacji mRNA docelowego
genu.

Pierwszym celem badan, opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej, bylo
scharakteryzowanie wczes$niej stosowanych reagentow shmiR oraz uwalnianych z nich
siRNA. Jak dotad do konstrukcji reagentow shmiR wykorzystywana jest niewielka grupa
prekursoréw pri-miRNA, w ktérej zdecydowanie dominuja zaproponowane ponad dekade
temu pri-miR-30a oraz pri-miR-155.

Kolejnym celem badan przedstawionych w tej pracy bylo sprawdzenie
czy wykorzystanie innych pri-miRNA, charakteryzujacych si¢ wysoka precyzja obrobki
w komorkach moze przynies$¢ korzysci dla niektdrych zastosowan technologii RNAi. Oceng
reagentOw shmiR prowadzono na podstawie analiz efektywno$ci oraz specyficznos$ci ich
obrobki przez RNazy Drosha 1 Dicer oraz na podstawie analiz efektywnosci uwalnianych
czasteczek siRNA w wyciszaniu sekwencji docelowe;.

Cele pracy byly osiagane przez realizacj¢ nastgpujacych gtownych zadan:

— charakterystyke jakosciowa oraz ilosciowa shRNA oraz siRNA uwalnianych

Z najczescie] stosowanych prekursor6w nosnikowych,

— oceng mozliwosci adaptacji  prekursorow uwalniajacych homogenne miRNA

w technologii RNAI (na przyktadzie pri-miR-136),

— zbadanie znaczenia cech struktury reagentow shmiR dla sposobu (efektywnosci oraz

precyzji) obrobki przez RNazy Drosha oraz Dicer,

— zbadanie znaczenia cech sekwencji nukleotydowej reagentéw shmiR w poblizu miejsc

ich cigcia przez RNazy Drosha oraz Dicer dla efektywnosci oraz precyzji ich obrobki,

— sformutowanie wnioskow dotyczacych znaczenia uzyskanych wynikéw dla rozwoju

wiedzy z zakresu biogenezy miRNA oraz technologii RNA..
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H1.WYNIKI

1. Wstep

Przedstawione w niniejszej pracy badania przeprowadzone byly w jednolitym systemie

eksperymentalnym, ktérego gldwne elementy przedstawiaja si¢ nastgpujaco:

e W badaniach wykorzystano linie komorkowe: HEK — linia embrionalnych komoérek

nerki (ang. Human Embrionic Kidney) oraz Hela- linia komorek raka szyjki macicy.

e Do komoérek dostarczano reagenty technologii interferencji RNA (shmiR) oraz
prekursory pri-miRNA w postaci wektoréw plazmidowych. Wszystkie testowane

czasteczki ulegaja ekspresji pod kontrola promotora polimerazy I RNA (CMV).

e Wektory z kasetami ekspresyjnymi dla reagentow shmiR lub czasteczek pri-miRNA
jak isyntetyczne siRNA dostarczane byly do komodrek na drodze lipofekcji
z wykorzystaniem  komercyjnego lipidu  kationowego Lipofectamine 2000.
Efektywnos¢ dostarczania reagentow wektorowych do komorek kontrolowana byta
poprzez monitorowanie ekspresji biatka zielonej fluorescencji (eGFP) kodowanego

przez sekwencj¢ wektora ekspresyjnego.

e Analizy czasteczek RNA uwalnianych w komorkach z testowanych wektorow
prowadzone byty po 24 godzinach od transfekcji. Do detekcji oraz identyfikacji tych
czasteczek zastosowano wysokorozdzielcza hybrydyzacje typu northern oraz
sekwencjonowanie  nowej generacji (NGS) z wykorzystaniem platformy

IHlumina/Solexa.

e Analiza efektywnosci wyciszania ekspresji docelowego genu przez testowane

reagenty shmiR prowadzona byla w systemie lucyferazowym.
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2.  Opracowanie oraz optymalizacja systemu do analizy reagentow typu shmiR

2.1.  Pierwotne prekursory miRNA jako nos$niki siRNA w technologii RNAi

Pierwszym etapem projektowania czasteczek typu shmiR jest wybor
odpowiedniego pri-miRNA, ktory postuzy w komoérkach jako ,,nos$nik” dla czasteczki siRNA.
W celu zidentyfikowania pri-miRNA najczg¢sciej wykorzystywanych do tworzenia reagentow
shmiR przeprowadzono szeroki przeglad literatury.

Na podstawie zebranych informacji wybrano dwa pierwotne prekursory miRNA
najczesciej wykorzystywane do wyciszania ekspresji gendw w komorkach zwierzecych: hsa-
pri-miR-30a, oraz mmu-pri-miR-155. Dla poréwnania badano réwniez dobrze poznany
i ulegajacy ekspresji we wszystkich ludzkich tkankach, hsa-pri-miR-21. Prekursor ten jest
rzadko wykorzystywany do konstrukcji reagentéw shmiR, jednak istnieja doniesienia,
ze moze by¢ on dobrym nosnikiem dla czasteczek siRNA (Yue i wsp. 2010; Huang i Jia 2013;
Choi i wsp. 2015).

Przewidywane struktury drugorzedowe wybranych pri-miRNA przedstawiono na
Ryc. 11. Roéznia si¢ one zardwno pod wzgledem struktur tworzonych przez sekwencje
otaczajace prekursor pre-miRNA, obecnosci motywow strukturalnych wprowadzajacych
lokalne rozluznienia podwdjnej helisy RNA w obrgbie trzonu struktury spinki, jak i wielkosci

petli terminalne;.
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Ryc. 11. Przewidywane struktury przyjmowane przez pierwotne prekursory miR-30a, miR-
155 oraz miR-21. Zacieniony obszar odpowiada dupleksowi miRNA/miRNA*. Zaznaczono
glowne miejsca ciecia przez RNazy Drosha i Dicer. Przedstawione struktury obejmujq
fragmenty sekwencji otaczajqcej strukture pre-miRNA wystarczajqce do ich efektywnej

obrobki.
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Wstepne analizy poziomu ekspresji miRNA powstajacych z wybranych pri-miRNA
przeprowadzono na podstawie wynikow NGS zdeponowanych w bazach miRBase (v.16 i
v.21) oraz deepBase (Yang i wsp. 2010a; Kozomara i Griffiths-Jones 2011). Umozliwito
to scharakteryzowanie dojrzatych czasteczek miRNA uwalnianych z tych pri-miRNA oraz

identyfikacje¢ nici wiodacej (Ryc. 12).

hsa-miR-30a

853211 reads, 1.07e+04 reads per million, 79 experiments

mmu-miR-155
Ryc. 12. Ekspresj a endogennych 114653 reads, 500 reads per million, 99 experiments

miRNA 30a, 21, oraz 155 wedtug bazy -
miRBase v21. Przedstawiono wyniki

NGS zdeponowane w bazie. NN

hsa-miR-21

528922 reads, 2.56e+04 reads per million, 81 experiments

UGUC VUAUCAGAC VCAUGGCARCACCAGUCGAUGGGCUGUCUGACA

W przypadku hsa-miR-30a zaobserwowano duzy udzial nici miRNA pochodzacych
Z obu ramion, co moze wskazywac¢ na ich funkcjonalno$¢. Rowniez poziom ekspresji tego
miRNA jest bardzo wysoki (~ 10 tys. RPM; ang. reads per million), co moze posrednio
swiadczy¢ o efektywnej obrobce tego prekursora przez RNazy Drosha i Dicer. Wysoki
poziom miRNA zaobserwowano roéwniez w przypadku hsa-miR-21 (~24 tys. RPM), jednak ze
zdecydowang przewaga miRNA uwalnianego z ramienia 5’ (Ryc. 12). Podobna dominacja
nici wiodacej z ramienia 5’ obserwowana jest w przypadku mmu-miR-155, jednak jego
poziom komorkowy jest duzo nizszy (~ 0,5 tys. RPM).

Nastgpnym krokiem prowadzonych badan bylo sprawdzenie czy w wyniku nadekspresji
badanych pri-miRNA w komoérkach sposob ich obrobki przez RNazy Drosha i Dicer nie ulega
zmianie. Jako model eksperymentalny wybrano dwie ludzkie linie komoérkowe: linig HEK
293T oraz lini¢ HeLa. Poniewaz odpowiednie skrocenie sekwencji otaczajacych pre-miRNA
utatwia dalsze kroki zwiazane 2z Kkonstruowaniem reagentow technologii RNAi
przeprowadzono szereg przewidywan struktur czasteczek pri-miRNA, z sekwencjami

otaczajacymi roznej dlugosci. Skrocenie sekwencji otaczajacych pre-miRNA do okoto 40 nt
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ze strony 5’ oraz 3’ zostalo przeprowadzone tak aby przewidywana struktura skroconego pri-
miRNA nie ulegta zmianie.

Na drodze ligacji odpowiednich par oligonukleotydéw (patrz Materialty i Metody)
stworzono kasety ekspresyjne dla wybranych prekursorow pri-miRNA. Nastepnie
skonstruowane kasety ekspresyjne wklonowano do dostepnego komercyjnic wektora
lentiwirusowego pCDH-CMV-MCS-EF1-GFP (SBI), z ktorego transkrypty pri-miRNA
ulegaty ekspresji pod kontrola promotora Pol Il RNA(CMYV).

W prowadzonych badaniach do analizy komorkowej obrobki czasteczek RNA
zastosowano dwie uzupetniajace si¢ metody: hybrydyzacje typu northern oraz NGS. Metody
te pozwalaja na przeprowadzenie szczegdlowej charakterystyki powstajacych w komorkach
krotkich czasteczek RNA, dostarczajac jednak odmiennych informacji. Wyniki hybrydyzacji
typu northern z zastosowaniem radioaktywnie znakowanej sondy oligonukleotydowej oraz
silnych warunkéw denaturujacych umozliwiaja wizualizacje czasteczek prekursorow jak
i dojrzatych miRNA lub siRNA z jednonukleotydowa rozdzielczoscia (Koscianska i wsp.
2011b). Dostarczaja one jednak informacji na temat dtugosci obserwowanych produktow bez
mozliwo$ci wyszczegolnienia ile wariantdow np. miRNA o nieznacznie przesunigtej sekwencji
(ale wciaz zachowanej dtugosci) migruje w zelu w postaci jednego prazka. Taka informacje
dostarcza natomiast metoda NGS krotkich RNA, umozliwiajaca okreslenie sekwencji
powstajacych czasteczek miRNA lub siRNA oraz przeprowadzenie analizy ilosciowe;.
Wyniki tej metody nie zawieraja jednak informacji o powstajacych w komorkach

prekursorach pre-miRNA.

Wyniki hybrydyzacji typu northern na materiale po nadekspresji pri-miRNA
w komorkach HEK i1 HeLa wykazaty r6zne poziomy prekursorow pre-miRNA powstajacych
z testowanych konstruktow oraz niejednorodnos¢ uwalnianych czasteczek miRNA (Ryc.
13A). Wykrywane w tej analizie produkty odpowiadaty wariantom miRNA obserwowanym w
wynikach NGS (Ryc. 12). Wysokorozdzielcza analiza prekursoréw pre-miRNA (Ryc. 13B)
wykazata ich duza homogenno$¢. Jedynie w przypadku miR-21 obserwowano niewielki
udziat dodatkowych wariantow pre-miRNA. Prekursory endogennych miRNA w materiale
z komorek kontrolnych ulegaty ekspresji na znacznie nizszym poziomie i byty wykrywane

tylko w przypadku pri-miR-21.
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Ryc. 13. Badanie efektow obrobki pri-miRNA przez RNazy Drosha i Dicer po nadekspres;ji
w komorkach HEK oraz HeLa. A- prekursory pre-miRNA powstate w wyniku ciecia pri-
miRNA przez RNaze Drosha oraz czqsteczki siRNA powstale w wyniku ciecia prekursorow
pre-miRNA przez RNaze Dicer. B- analiza typu northern dla prekursorow pre-miRNA; L1-
marker wielkosci RNA. K — kontrolne RNA z komorek nietraktowanych

Na podstawie uzyskanych wynikow nie stwierdzono zmian w sposobie uwalniania
dojrzatych miRNA, wynikajacych ze skrocenia sekwencji otaczajacych pre-miRNA.
Potwierdzono, ze w systemie nadekspresji pri-miRNA pula uwalnianych krotkich czasteczek
RNA jest podobna pod wzgledem jakosciowym do wariantow miRNA obserwowanych

W naturze. Podwyzszeniu ulega jedynie poziom uwalnianych czasteczek miRNA, co utatwia

ich detekcje oraz dalsza analizg.
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2.2.  Projektowanie reagentow shmiR

W tej czeSci pracy podjeto badania majace na celu opracowanie systemu,
umozliwiajacego porownawcza charakterystyk¢ wybranych pri-miRNA pod katem
konstrukcji czasteczek shmiR. Jak wspomniano juz wcze$niej analizowane konstrukty
posiadaty skrocone sekwencje otaczajace pre-miRNA o dlugosciach przedstawionych

w Tabela 3.

Tabela 3. Stosowane w reagentach shmiR dlugosci sekwencji otaczajqcych.

pri-miR-30a 35 nt 40 nt
pri-miR-155 24 nt 64 nt
pri-miR-21 40 nt 50 nt

Wyniki NGS oraz doniesienia literaturowe wskazuja na wigksza homogennos¢ koncow
5’ niz 3> miRNA (Landgraf i wsp. 2007; Morin i wsp. 2008; Warf i wsp. 2011) oraz na
wigksza precyzje cigcia przez RNaze Drosha niz Dicer (Calabrese i wsp. 2007). Z tego
wzgledu w dalszej czeéci badan skupiono si¢ na czasteczkach posiadajacych ni¢ wiodaca
wprowadzong do ramienia 5’ reagentdow shmiR, tak aby koniec 5’ nici wiodacej siRNA
generowany byl przez RNaze Drosha. Naturalne sekwencje miRNA uwalniane
z analizowanych prekursoréw w wielu przypadkach sa dtuzsze (23 do 24 nt) niz standardowe
21-nt czasteczki siRNA. Dodatkowo sekwencje siRNA bardzo czesto posiadaja tylko 19 nt
komplementarnych z sekwencja docelowa z dotaczonym dwukleotydem TT lub UU na koncu
3’. Z tego wzgledu w stosowanym podej$ciu do pri-miRNA wprowadzano 21 nt sekwencje
SiRNA komplementarne do sekwencji docelowej. Pierwszy nukleotyd siRNA wprowadzany
byl w pierwszej pozycji miRNA natomiast brakujace nukleotydy w pozycji 22, 23 i/lub 24

pozostawiane byty niezmienione w | o

stosunku do wyjsciowej sekwencji miejsce cigcia miejsce cigcia
5 Drosha Dicer

prekursora (Ryc. 14). Woyjatek T ~— 1 222324

stanowity przypadki, w ktorych o

konieczne byto wprowadzenie zmian 3 —— sekwencja wstawki siRNA

. . . —— sekwencja prekursora pri-mIRNA
w celu zachowania oryginalnej

struktury prekursora no$nikowego
. Ryc. 14. Ulokowanie siRNA w reagentach shmiR
(shmiR-21-luc, HD1).
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2.3. Charakterystyka mysiego i ludzkiego pri-miR-155

Wsrod wybranych, najczes$ciej stosowanych pri-miRNA  wykorzystywanych do
konstrukcji reagentow shmiR znalazt si¢ pri-miR-155. Co ciekawe, najcze¢$ciej opisywany w
literaturze jest jego mysi odpowiednik, jednak istnicja doniesienia o efektywnym
funkcjonowaniu hsa-miR-155 jako nosnika do ekspresji siRNA w komorkach (Terasawa i
wsp. 2010). W ramach niniejszej pracy porownano oba ortologi pri-miR-155 w komorkach
ludzkich. Obydwa

w komodrkach miRNA o identycznej sekwencji nukleotydowej, posiadaja natomiast réznice

prekursory hsa-pri-miR155 oraz mmu-pri-miR-155 uwalniaja
w sekwencji w nici pasazerskiej, petli terminalnej oraz w sekwencjach otaczajacych prekursor

(zaznaczone kolorem z6ttym na rycinie) (Ryc. 15A oraz B).
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Ryc. 15. Porownanie przewidywanej struktury mysiego oraz ludzkiego pri-miR-155. A —
Struktury pri-miRNA wykorzystywanych do tworzenia reagentow shmiR. B - Powiekszona
sekwencja pre-miRNA. Kolorem zoltym zaznaczono nukleotydy rozniqce sie w ludzkim
ortologu w stosunku do mysiego. Zacieniony obszar odpowiada dojrzatemu dupleksowi
MiRNA/miRNA *



Wyniki

Konsekwencja roznej sekwencji nukleotydowej sa zmiany w przewidywanej strukturze
drugorzgdowej tych pri-miRNA. Réznice wystgpuja nie tylko w obrgbie petli terminalnej oraz
sekwencji otaczajacych ale réwniez w obrebie trzonu struktury spinki.

W kolejnym kroku do obydwu czasteczek pri-miR-155 wprowadzono sekwencje
SIRNA-HD1 oraz siRNA-luc tworzac odpowiednio reagenty shmiR-hsa-155-HD1 i shmiR-
hsa-155-luc oraz shmiR-mmu-155-HD1 i shmiR-mmu-155-luc. Nastgpnie, po ekspresji
reagentow w komorkach HEK poroéwnano efektywno$¢ ich obrobki (Ryc. 16A).

B
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Ryc. 16 Porownanie obrobki reagentow shmiR wykorzystujqcych ludzki oraz mysi pri-
mMiRNA-155.

A-Ekspresja siRNA —HD1 oraz siRNA-luc z dwoch wersji pri-miR-155 (wyniki hybrydyzacji
typu northern), B- Proba poprawy wydajnosci obrobki reagenta shmiR-hsa-155-luc. Druga
wersja reagenta (B) shmiR-hsa-155-/uc ze zmienionq sekwencjq w miejscu ciecia przez RNaze
Dicer. Czarna liniq zaznaczono przewidywane miejsca ciecia przez RNazy. Przewidywane
miejsce ciecia przez Dicer zostato przesuniete w kierunku petli terminalnej na podstawie
diugosci uwalnianych z wersji reagenta B produktow siRNA. L1 oraz, L2 - markery wielkosci
RNA.

Wyniki przeprowadzonej analizy pokazaly, ze we wszystkich analizowanych
przypadkach obrobka reagentow shmiR na etapie cigcia przez RNazg Drosha zachodzita
efektywnie. Jednak sygnaty odpowiadajace pre-miRNA roznity si¢ zauwazalnie
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intensywnos$cia. Prekursory shRNA czasteczek wykorzystujacych ludzki pri-miRNA
wykazywaty szybsza migracj¢ elektroforetyczna zwiazang z przewidywana 4nt roznica
dlugosci (Ryc. 16B oraz Materialy i Metody Ryc. 53). Wigkszy udziat produktow shRNA
powstajacych z mysiego pri-miRNA moze $wiadczy¢ o pozytywnym wplywie rozluznienia
struktury w obrebie miejsca cigcia przez RNaze Drosha na jej aktywno$¢ (Ryc. 15B).

Znaczne réznice zaobserwowano na etapie efektywnosci obrobki czasteczek przez
RNazg Dicer. Obserwowano silne, heterogenne sygnaty pochodzace od siRNA uwalnianych
z mysiego pri-miRNA i stabo wykrywalne sygnaty siRNA uwalnianych z ludzkiego ortologu.
Wigksza heterogenno$¢ siRNA-HDI niz siRNA-luc uwalnianych z mmu-pri-miR-155 moze
by¢ spowodowana obecnoscia pary U:A przerywajacej ciag pigciu par G:C w poblizu miejsca
cigcia przez RNazg¢ Dicer (Materialy i Metody Ryc. 53).

Dla reagenta shmiR-hsa-155-luc podjgto probe poprawienia wydajnosci jego
komorkowej  obrobki.  Stworzono  dodatkowy  konstrukt  (shmiR-hsa-155-luc-B)
z wprowadzona zmianga sekwencji nukleotydowej w poblizu miejsca cigcia przez RNaze
Dicer, tak aby upodobni¢ czasteczk¢ shmiR do endogennego prekursora miRNA (Ryc. 16B).
Zmieniono par¢ C:G na ,stabsza” par¢ U:A w miejscu cigcia przez RNazg Dicer.
Zastosowana modyfikacja poprawila efektywno$¢ obrobki reagenta w komorkach na etapie
cigcia przez RNazg Dicer, jednak w poréwnaniu do wersji mysiej uwalniane SiRNA
pozostawaly nadal na niskim poziomie (Ryc. 16B).

Wyniki przeprowadzonej analizy wykazaly, ze zastosowanie mmu-pri-miR-155
w ludzkich komorkach daje wigksze szanse na uzyskanie reagentow shmiR efektywnie
uwalniajacych czasteczki siRNA. Na podstawie otrzymanych wynikéw do dalszej czgsci
badan wybrano mysi prekursor mmu-pri-miR-155. Obserwowana poprawa efektywnos$ci
obrobki reagenta shmiR-hsa-155-lucB po zmianie sekwencji w miejscu cigcia przez RNazg
Dicer, jak roéwniez rdéznice obserwowane pomigdzy reagentami shmiR-mmu-155 moga
sugerowaé, ze sekwencja nukleotydowa moze mie¢ wplyw na efektywnos$¢ powstawania

czasteczek siRNA w komorkach.
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2.4. Konstrukcja trzech serii reagentow shmiR rozniacych si¢ typem pri-miRNA

W celu dokonania charakterystyki reagentéw shmiR skonstruowano trzy serie
czasteczek (wykorzystujacych rézne nosnikowe pri-miRNA) z trzema ré6znymi sekwencjami
siRNA zastepujacymi endogenny dupleks miRNA/miRNA*. Sekwencje siRNA wybrano
kierujac si¢ gtownie ich wysoka efektywnoscia wyciszania sekwencji docelowej po ich
podaniu do komoérek w postaci syntetycznych czasteczek (Moses i wsp. 2010; de Mezer i
wsp. 2011). Wytypowane siRNA posiadaja sekwencje docelowe w genie lucyferazy (siRNA-
luc) oraz w genie huntingtyny (siRNA-HD1 oraz SiRNA-HD2), réznia si¢ natomiast
sekwencja nukleotydowa oraz zawartoscia par G:C.

Badajac seri¢ reagentow zawierajacych sekwencje siRNA-HD1 metoda northern blot,
nie zaobserwowano produktow obrobki niektorych czasteczek (Ryc. 17A). W przypadku
reagenta shmiR-21-HD1 (wl) nie obserwowano ani docigtego prekursora shRNA ani

dojrzatych czasteczek siRNA, co moglo by¢ spowodowane zahamowaniem jego obrobki juz

na etapie cigcia przez RNazg Drosha.
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Ryc. 17. Obrébka serii reagentow shmiR z SIRNA-HD1 analizowana metodq northern blot.
A-komorkowa obrobka reagentow shmiR-30a-HD1, shmiR-21-HD1-wl, shmiR-155-HD1.
Zaznaczona czqsteczka shmiR-21-HD1-W1 (wersja pierwsza) wykazujqca bardzo niskq
efektywnos¢ ciecia. B- Efektywna obrobka drugiej wersji (w2) reagenta shmiR-HD1 ze
zmienionym miejscem ciecia dla RNazy Drosha. L1 oraz, L2 - markery wielkosci RNA.
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Aby poprawi¢ efektywnos¢ komorkowej obrobki reagenta shmiR-21-HD1, stworzono
jego druga wersj¢ (W2) zawierajaca substytucje nukleotydowa w miejscu cigcia przez RNaze
Drosha (Ryc. 17B). W endogennym pri-miR-21 wystgpuje w tym miejscu niekanoniczna para
nukleotydowa typu ,,wobble” (G:U), a w wyjsciowym reagencie shmiR (w1) wprowadzona
zostala niekanoniczna para A:G. Zastosowany w wariancie drugim (w2) reagenta shmiR
powrdét do pary G:U odtwarza sekwencje¢ miejsca cigcia wyjsciowego prekursora pri-miR-21.
Analiza northern blot pokazata, ze komorkowa obrobka reagenta shmiR-21-luc-w2 ulegta
znacznej poprawie. Zaobserwowano zaréwno produkty cigcia przez RNazg¢ Drosha jak
i Dicer. Na podstawie uzyskanych wynikow reagent shmiR-21-HD1-w2 zostal wykorzystany
w dalszych badaniach opisanych w niniejszej pracy.

Podsumowujac, podobnie jak w przypadku substytucji w miejscu cigcia przez RNaze
Dicer, w przypadku poprawy efektywnosci cigcia reagenta shmiR-155-lucB opisanego
W poprzednim rozdziale tak i zmiana sekwencji w miejscu cigcia przez RNazg Drosha
doprowadzita do zwigkszenia wydajnos$ci obrobki reagenta shmiR. Jest to kolejna przestanka
0 potencjalnym znaczeniu sekwencji nukleotydowej w miejscu cigcia reagntow RNAI, tym

razem przez RNaze¢ Drosha.
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2.5. Opracowanie systemu eksperymentalnego do badania efektywnosci dzialania
reagentow shmiR

W celu sprawdzenia funkcjonalnosci testowanych czasteczek shmiR zaadaptowano
system lucyferazowy. Analizy przeprowadzono z wykorzystaniem linii komorkowych HEK
293T oraz HelLa. W badaniach wykorzystano komercyjny wektor pmiR-Glo (Promega),
zawierajacy sekwencje gendéw lucyferazy, pochodzacych z organizmow Firefly (Photinus
pyralis) oraz Renilla (Renilla reniformis). W wektorze tym, sekwencj¢ docelowa dla

testowanych czasteczek umieszcza si¢ bezposrednio za genem lucyferazy firefly, natomiast

produkt genu lucyferazy renilla

wykorzystywany  jest  jako  kontrola Sv40 sygnal poli(A)
Ex1 HTT . m V40 promotor/

wewnetrzna. Na  potrzeby prowadzonych X g sekwencja

wzmacniajgca
badan do wektora pmiRGlo wklonowano

4
pierwszy egzon genu huntingtyny zawierajacy R-luc

Foluc pmiRGlo

sekwencje docelowe dla siRNA-HD1 oraz
SIRNA-HD2. Czasteczki shmiR uwalniajace

. o ) PGK cor
SIRNA-luc posiadaja sekwencje docelowa w | promotor Amor }Sygw

. mp li(A
obrgbie genu lucyferazy firefly (Ryc. 18). ori ol

Przeprowadzono  optymalizacje = procesu

Ryc. 18. Wektor lucyferazowy do testowania
efektywnosci czqsteczek shmiR. Kolorem
dotyczaca zaréwno ilosci wprowadzanych czerwonym zaznaczono miejsca docelowe dla
testowanych siRNA.

kotransfekcji komorek dwoma plazmidami

wektorow jak i proporcji wektora shmiR do
wektora pmiRGlo (patrz Materiaty i Metody).

Przeprowadzone analizy pokazaty, ze czasteczki siRNA uwalniane z reagentow shmiR
efektywnie dziataja w komorkach 1 moga osiagaé poziomy wyciszania zblizone do

syntetycznych czasteczek siRNA.
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2.6. Wybor linii komorkowej do badania reagentéw shmiR

Koncowym etapem opracowania systemu do charakterystyki reagentow shmiR byt
wybor odpowiedniej linii komorkowej. W przedstawionych powyzej badaniach stosowano
standardowo wykorzystywane w biologii molekularnej linie komérkowe HEK 293T oraz
komorki HeLa.

W celu poréwnania wynikéw uzyskanych z zastosowaniem obu linii komorkowych
przeprowadzono analiz¢ intensywnosci sygnatow wykrywanych w hybrydyzacji typu
northern, a odpowiadajacych réznym etapom komorkowej obrobki testowanych czasteczek.

Zaobserwowano, ze profile sygnatow pochodzacych od produktéw poszczegélnych
etapow cigcia prekursorow w obydwu liniach komérkowych sa podobne natomiast r6znia si¢

intensywnoscia (Ryc. 19A).
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Ryc. 19. Porownanie poziomow i efektywnosci dzialania reagentow shmiR w liniach
komorkowych HEK oraz HeLa.

A-intensywnosci sygnatow obserwowanych w wynikach hybrydyzacji typu northern dla mmu-
pri-miRNA-155 oraz dla shmiR-mmu-155-HD1 (udzial procentowy intensywnosci sygnatow
wyliczony na podstawie Sredniej z trzech powtorzen). B- analiza efektywnosci dzialania
reagentow shmiR w systemie lucyferazowym w testowanych liniach komorkowych HEK oraz
HelLa. Reagenty zawierajq siRNA-HD1 uwalniane z trzech roznych prekursorow nosnikowych
(pri-miR-30a, pri-miR-21 oraz pri-miR-155). Zastosowano ilosci wektorow shmiR do wektora
pmiRGlo w stosunku 3:1. Syntetyczne siRNA stosowano w dwoch stezeniach 20nM oraz
50nM, NC - pusty wektor ekspresyjny, C-kontrg\!a nietraktowana.
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Przeprowadzono réwniez analizy porownawcze efektywnosci dzialania reagentow
w testowanych liniach komodrkowych. W obydwu przypadkach profile efektywnosci
reagentéw byly podobne, natomiast niewielkie roznice dotyczyly stopnia wyciszenia genow
docelowych (Ryc. 19B).

Obserwowane roznice pomigdzy liniami komodrkowymi moga wynika¢ z wielu
czynnikow, takich jak: tgpo wzrostu i podziatu komorek, efektywnos¢ transfekcji oraz rdznice
w poziomie ekspresji biatek zaangazowanych w analizowane procesy.

W zwiazku z wyraznie nizsza efektywnoscia obrobki reagentow sh-miR w komorkach

HeLa do dalszych analiz wybrano komorki linii HEK 293T.
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2.7.  Wplyw ekspresji reagentéw shmiR na poziom endogennych miRNA

Reagenty shmiR po ekspresji w komoérce wilaczaja si¢ do endogennego szlaku
biogenezy miRNA na jego najwczesniejszym etapie. Wykorzystuja one do swojej obrobki
komorkowa maszyneri¢ biatkowa i konkuruja o dostep do niej z endogennymi prekursorami
miRNA. W celu sprawdzenia w jakim stopniu ekspresja reagentow shmiR prowadzi do
wysycenia biatek zaangazowanych w ich obrobke, a w konsekwencji w jakim stopniu
poziomy endogennych miRNA ulegaja deregulacji sprawdzono profile ekspresji miRNA
W komorkach po podaniu reagentow shmiR. Przeprowadzono profilowanie ekspresji znanych
mIRNA z wykorzystaniem technologii NGS. Poréwnano profile miRNA po podaniu
reagentdw shmiR w stosunku do nietraktowanych komoérek HEK. Najwigksze, istotne

statystycznie zmiany w poziomie ekspresji obserwowano dla 10 miRNA (Ryc. 20).
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Ryc. 20. Analiza endogennych miRNA, ktorych poziom ekspresji uleglt zmianie po podaniu
reagentow shmiR. Obserwowane zmiany podane w skali log2.

Poziom siedmiu miRNA ulegt obnizeniu (od ~2 do ponad 4 razy) podczas gdy poziom
trzech miRNA ulegl podwyzszeniu (2 do prawie 4 razy). W wigkszos$ci sa to miRNA
o nieznanej funkcji. Jednym z miRNA, ktorego poziom ulegt podwyzszeniu jest miR-210,
ktory pelni role w warunkach stresowych zwiazanych z hipoksja.

Wyniki tej analizy pokazaty, iz ekspresja reagentow shmiR nie prowadzi do
globalnych zaburzen w ekspresji endogennych miRNA, przez co nie ingeruje w znaczacy

sposob w komorkowe $ciezki regulacji ekspresji genow.
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3. Charakterystyka reagentow shmiR wykorzystujacych najcze$ciej stosowane pri-
MiRNA

3.1. Analiza obrobki reagentéw shmiR i charakterystyka uwalnianych siRNA

W pierwszym etapie charakterystyki reagentow shmiR postanowiono sprawdzi¢ czy
z roznych no$nikowych pri-miRNA powstaja takie same produkty siRNA. W tym celu
stworzono zestaw czasteczek shmiR jak opisano we wczesniejszym rozdziale. Zestaw ten
sktadat si¢ z trzech serii reagentow wykorzystujacych nosnikowe pri-miRNA: hsa-pri-miR-
30a, mmu-pri-miR-155 oraz hsa-pri-miR-21 z trzema r6znymi sekwencjami siRNA (luc, HD1
oraz HD2). Analiza obrobki tych serii reagentow przez komorkowe RNazy Drosha oraz Dicer

wykazata, ze uwalniane pule czasteczek réznia si¢ stopniem oraz wzorem heterogennosci
(Ryc. 21).
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Ryc. 21. Analiza komorkowej obrobki testowanych reagentéow shmiR metodq hybrydyzacji
typu northern. Panele przedstawiajq wyniki obrobki reagentow shmiR z sekwencjami siRNA A-
luc, B-HD1, C-HD2. L1 oraz, L2 - markery wielkosci RNA. Zastosowana sonda wykrywa ni¢
wiodqcq uwalnianq z ramienia 5’ prekursora. EtBr- kontrola ilosci natozonego materiatu RNA-
barwienie bromkiem etydyny.

56



Wyniki

Zaobserwowano roznice w dlugosci powstajacych produktéw juz na etapie cigcia
reagentow shmiR przez RNazg Drosha jak i w kolejnym etapie przez RNazg Dicer.
Obserwowano roznice jakosciowe w przypadku obrobki tej samej sekwencji siRNA
uwalnianej z réznych pri-miRNA, a takze zmiany zarowno jako$ciowe jak i iloSciowe przy
uwalnianiu r6znych siRNA z tego samego pri-miRNA.

W przypadku reagentow shmiR-30a-HD1, shmiR-21-HD1, shmiR-155-HD2 oraz
shmiR-21-HD2 obserwowano heterogenno$¢ juz na etapie prekursorOw shRNA powstajacych
w wyniku cigcia przez RNazg¢ Drosha (Ryc. 21). Niejednorodnos¢ prekursorow shRNA moze
bezposrednio wptywaé na zwigkszenie koncowej réznorodnosci uwalnianych czasteczek
SIRNA. W przypadku shmiR-30a-luc zaobserwowano bardzo heterogenna pulg uwalnianych
siRNA, bez wyraznej przewagi zadnego z wariantow dlugosci. Natomiast w przypadku
uwalniania innej czasteczki siRNA z tego samego nosnikowego pri-miRNA (reagent shmiR-
30a-HD1) jeden z wariantow siRNA powstawal w zdecydowanej przewadze. Wyniki te
(facznie z wynikami uzyskanymi dla shmiR-30a-HD2) pokazuja, ze reagenty shmiR
stworzone z wykorzystaniem tego samego pri-miRNA, a niosace inna sekwencje siRNA
moga ulega¢ obrobce w komorkach w roézny sposob, co wplywa na powstawanie puli
czasteczek siRNA o réznych dlugosciach jak 1 wzorach heterogennosci. Podobny efekt
zréznicowania puli uwalnianych czasteczek zaobserwowano dla serii reagentow z sekwencja
SiIRNA-luc (shmiR-30a-luc, shmiR-155-luc oraz shmiR-21-luc) uwalniana z ro6znych
nos$nikow pri-miRNA. Zaobserwowano rowniez wysoki stopien heterogennosci siRNA-HD2
uwalnianego ze wszystkich stosowanych nosnikowych pri-miRNA. Przedstawione wyniki
sugeruja, ze specyficzna kombinacja no$nikowego pri-miRNA oraz wstawki siRNA wptywa
na sposob obrobki reagentéw shmiR przez RNazy Drosha oraz Dicer.

Aby lepiej scharakteryzowa¢ produkty siRNA uwalniane z reagentow shmiR
wykorzystano technologi¢ NGS krotkich czasteczek RNA. Analizie poddano grupg reagentow
shmiR, z sekwencja siRNA-luc, uwalniana z trzech réznych no$nikowych pri-miRNA.
Reagenty z tej grupy w analizie typu northern wykazywaty znaczne réznice we wzorach
uwalnianych czasteczek siRNA (Ryc. 21A) Dzigki wynikom NGS okre$lono sekwencje
nukleotydowa uwalnianych czasteczek siRNA i ich wzajemne proporcje. Umozliwilo to
rowniez okreslenie miejsc cigcia analizowanych reagentow shmiR przez RNazy Drosha

i Dicer.
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Analiza NGS wykazata w tym przypadku obecnos$¢ takiej samej liczby wariantow
siRNA jaka obserwowano w analizie northern blot (Ryc. 22). Pewne rdznice dotyczyly

jedynie proporcji pomigdzy wykrywanymi produktami.
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Ryc. 22. Wyniki analizy NGS dla serii reagentow shmiR uwalniajqcych SiRNA-luc.
Pomaranczowym kolorem oznaczono warianty nici wiodqcych siRNA uwalniane z ramienia 5’
prekursora. Kolorem szarym ozmaczono nici pasazerskie. W kolorze czerwonym, po lewej
stronie kazdego wariantu SsiRNA podana jest jego diugos¢ w nukleotydach. Udziaty
poszczegolnych wariantow siRNA wyrazone zostaly w procentach, 100% stanowiq wszystkie
SIRNA powstajqce z jednego ramienia 5° lub 3°. WartoSci procentowe nie oddajq wzajemnej
relacji siRNA pochodzqcych z réznych ramion prekursora. Z prawej strony struktur podano
proporcje uwalniania nici z obu ramion, kolorem pomaranczowym dla zaktadanych nici
wiodqcych oraz szarym dla pasazerskich.

W przypadku analizy typu northern dla reagenta shmiR-30a-luc wykryto cztery
warianty uwalnianych siRNA wystepujace w podobnych ilosciach. Natomiast wyniki NGS
wykazaly rowniez obecno$¢ czterech réznych wariantdéw uwalnianych siRNA (22-25 nt)
jednak ze znaczng przewaga czasteczki dtugosci 23 nt (63% wszystkich uwalnianych siRNA
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z ramienia 5°). Takie rozbiezno$ci moga wynika¢ z roznic w zdolnosci stosowanych metod do
pokazywania relacji ilo§ciowych zwlaszcza, ze metoda northern blot nie jest metoda typowo
ilosciowa. Wyniki NGS pokazaty rowniez, ze reagent sShRNA-155-luc uwalnia w komoérkach
trzy warianty SiRNA (23-25 nt) rozniace si¢ na koncu 3°. Gtéwny wariant dlugosci 24 nt
stanowi 85% siRNA uwalnianych z ramienia 5’ tego prekursora. W przypadku shmiR-21-luc
w NGS wykryto dwa warianty siRNA dlugo$¢ 23 nt, ktorych sekwencja przesunigta jest
0 jeden nukleotyd i stanowia razem 50% siRNA uwalnianych z ramienia 5’ 1 wykrywane sa
metoda northern blot jako jeden gtowny produkt (Ryc. 21A i Ryc. 22). Wykorzystanie analiz
NGS umozliwilo zatem obserwacj¢ réznych wariantow siRNA tej samej dlugosci, ktorych
rozrdznienie nie jest mozliwe za pomoca hybrydyzacji typu northern, gdyz produkty takie
migruja podczas elektroforezy z taka sama predkoscia i wykrywane sa jako jeden prazek w
zelu.

Dwa z trzech analizowanych reagentéw shmiR podlegaly precyzyjnemu cigciu przez
RNaz¢ Drosha, w wyniku ktorego wszystkie powstajace czasteczki siRNA posiadaty taki sam
koniec 5°. Reagent shmiR-21-luc jako jedyny z analizowanych metoda NGS wykazal
uwalnianie siRNA z heterogennym koncem 5°. Nieco wigcej niz potowe sposrdéd wykrytych
wariantow uwalnianych z ramienia 5’ tego reagenta stanowia siRNA posiadajace koniec 5’
przesunigty o jeden nukleotyd w kierunku 5° (dwa warianty 23 nt oraz 24 nt). Obserwowana
duza heterogennos$¢ koncow 3’ siRNA, uwalnianych z ramienia 5° prekursora wskazuje na
powigkszenie puli uwalnianych czasteczek siRNA w wyniku nieprecyzyjnego cigcia shRNA
przez RNazg Dicer.

Przesunigcie konca 5° czasteczek siRNA wiaze si¢ ze zmiang regionu zrodlowego
czasteczki (ang. seed region) 1 moze powodowac zwigkszone ryzyko wywolywania efektow
niespecyficznych typu off-target. Oprocz efektywnego wyciszania ekspresji docelowych
genow, siRNA moga réwniez uczestniczy¢ w regulacji ekspresji innych gendéw, do ktorych
sekwencji wykazuja czg$ciowa komplementarno$¢. Wprowadzenie kazdej czasteczki siRNA
obarczone jest zatem ryzykiem wywotania niepozadanych efektow ubocznych, a liczba
genow regulowanych przez siRNA zalezna jest od jego sekwencji.

Z wykorzystaniem oprogramowania siSPOTR, shuzacego do przewidywania gendéw
potencjalnie regulowanych przez siRNA przeprowadzono analiz¢ zar6wno dla standardowej
sekwencji SIRNA-luc jak i dla siRNA z przesunigta o jeden nukleotyd sekwencja (+1) regionu
zrodtowego (Ryc. 23). Wyniki tej analizy pokazuja, ze obie czasteczki posiadaja od okoto 3,7
do 4,3 tysigcy potencjalnie regulowanych genow, z czego 3,1 tys. wspolnych. Zatem

pojawienie si¢ dodatkowego wariantu siRNA ze zmienionym koncem 5’ moze by¢ zwiazane
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ze znacznie zwigkszona (o ~30%) liczba regulowanych genow. Podobny efekt wystepuje
najprawdopodobniej rowniez dla czasteczek shmiR-30a-HD1, shmiR-21-HD1, shmiR-155-
HD2 oraz shmiR-21-HD2, dla ktérych obserwowano wyrazna réznorodno$¢ ShRNA

generowanych przez RNaze¢ Drosha.

shmiR-21-luc
Ryc. 23. Efekty off-target zwiqzane z Luc_O Luc_+1
przesunigciem konca 5’ czqsteczek siRNA. 3759 4278

Liczba genow potencjalnie regulowanych
przez wyjsciowy (kolor czerwony) oraz
dodatkowy (niebieski) wariant siRNA.
Kolorem zZottym zaznaczono czes¢ wspolng

(siSPOTR).

3107 | 1171

y ////l

Luc_0 UUUGUAUUCAGCCCAUAGCGCCcY
Luc_+1 CUUUGUAUUCAGCCCAUAGCGCC

Kolejnym elementem wptywajacym na wywolywanie efektow typu off-target jest
pojawienie si¢ aktywnosci nici pasazerskiej w wyniku zmiany koncéw uwalnianych
czasteczek siRNA. Wyniki analizy udziatu nici wiodacej oraz pasazerskiej (Ryc. 22) sugeruja,
ze dla danej sekwencji siRNA uwalnianej z réznych pri-miRNA wystgpuja rozne preferencje
wyboru nici wlaczanej do kompleksu RISC oraz zwiazana z tym zwigkszona degradacja nici
nie chronionej przez bialka i przez bezposrednie oddziatywanie z transkryptami (Janas i wsp.
2012). W przypadku reagenta shmiR-30a-luc do kompleksu RISC wlaczana jest
preferencyjnie zaplanowana ni¢ wiodaca siRNA z ramienia 5° dlatego obserwowano jej
zwigkszony udziat (93%). W przypadku reagenta shmiR-155-luc w rownej proporcji
wykrywane sa obydwie nici siRNA, co moze $wiadczy¢ o ich jednakowej zdolno$ci
wchodzenia do kompleksu RISC. Z sytuacja odwrocenia proporcji wykrywania nici siRNA
mamy do czynienia w przypadku reagenta shmiR-21-luc, gdzie to zaktadana ni¢ pasazerska

jest wykrywana w 76% wszystkich siRNA uwalnianych z tego konstruktu.
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3.2. Badanie efektywnos$ci dzialania siRNA uwalnianych z reagentéw shmiR

Nastgpnym elementem charakterystyki testowanych reagentow shmiR byto sprawdzenie
czy heterogenno$¢ uwalnianych czasteczek siRNA ma rowniez wplyw na efektywno$¢ ich
dziatania.  Przeprowadzono analizy 2z wykorzystaniem opracowanego Systemu
lucyferazowego, porownujace efektywnos¢ reagentdéw shmiR oraz syntetycznych czasteczek

SIRNA w wyciszaniu ekspresji docelowego genu (Ryc. 24).
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Ryc. 24. Analiza efektywnosci dziatania trzech serii reagentow shmiR

Badanie przeprowadzono w systemie lucyferazowym z wykorzystaniem sekwencji docelowej
ulegajqcej ekspresji z wektora pmiRGlo. Syntetyczne siRNA stosowano w dwoch steZeniach
20nM oraz 50nM, NC - pusty wektor ekspresyjny, C-kontrola nietraktowana

Wszystkie testowane reagenty shmiR prowadzity do znaczacego wyciszenia ekspresji
genow docelowych w podobnym stopniu jak syntetyczne siRNA (p-value <0,001).
W przypadku czasteczek z sekwencja siRNA-HD2 uzyskiwane wyciszenie bylo najnizsze
i siggato ~40%, podczas gdy dla czasteczek z serii luc oraz HD1 osiagato ono 60-80%.
W Zzadnym przypadku nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic (poprawy lub

pogorszenia) w dzialaniu w stosunku do kontrolnych syntetycznych siRNA. Obserwowane
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roznice w efektywnosci wyciszania genéw przez poszczegdlne reagenty serii (luc, HD1 oraz
HD2) wynikaja najprawdopodobniej ze specyfiki samej sekwencji siRNA 1 jej

funkcjonowania w systemie lucyferazowym.

Powyzsze eksperymenty wykazaly, ze ze wszystkich testowanych no$nikowych pri-
miRNA powstaja heterogenne siRNA. Wzor uwalnianych czasteczek nie jest staty ani dla
zastosowanego nos$nikowego pri-miRNA ani dla uwalnianej sekwencji siRNA, a stanowi
wypadkowa tych dwoch istotnych elementow. Wyniki NGS umozliwity poznanie sekwencji
poszczegbdlnych wariantow uwalnianych siRNA, dzigki czemu wykazano, ze w najczesciej
stosowanych no$nikowych pri-miRNA (miR-30a oraz miR-155) niejednorodnos¢ produktow
uwalnianych z ramienia 5’ prekursora, zwiazana jest z heterogenno$cia konca 3’ siRNA
spowodowana gléwnie nieprecyzyjnym cigciem przez RNaz¢ Dicer.

Analizy siRNA uwalnianych z pri-miR-21 wykazaty heterogennos¢ czasteczek siRNA
rowniez na ich koncu 5°, skutkujaca zwigkszonym ryzykiem wywotywania efektow
ubocznych typu off-target. Na podstawie eksperymentu wykonanego z sekwencja siRNA-luc
pokazano, ze lepszymi nosnikowymi pri-miRNA sg pri-miR-30a oraz pri-miR-155 niz pri-
miR-21 (gdy ni¢ wiodaca siRNA umieszczona jest w ramieniu 5°). Natomiast odpowiedZ na
pytanie, czy jest to ogélna cecha tych pri-miRNA wymaga dalszych badan z wykorzystaniem
wigkszej liczby konstruktow.

Analiza dziatania reagentow shmiR wykazala, Ze obserwowane rd6znice
W heterogenno$ci uwalnianych czasteczek siRNA nie wplywaja w znaczny sposdb na
efektywnos¢ ich dziatania (Ryc. 22 i Ryc. 24). Moze to $wiadczy¢ o nie uczestniczeniu
dodatkowych wariantow siRNA w procesie wyciszania docelowego genu, w kanonicznej
Sciezce wyciszania ekspresji genu poprzez cigcie 1 degradacjg transkryptu. Mozliwe rdwniez,
ze siRNA uwalniane sa w nadmiarze, ktoéry wystarcza do wysycenia biatek zaangazowanych
w proces wyciszania sekwencji docelowej, dlatego efektu zwigkszania efektywnosci siRNA

przez jego dodatkowe warianty nie da si¢ zaobserwowac.
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4.  Ocena mozliwosci wykorzystania pri-miRNA uwalniajacych homogenne miRNA

w technologii RNAI

Jak wykazano powyzej pri-miRNA wykorzystywane do konstrukcji reagentow typu
shmiR naturalnie uwalniaja w komoérkach heterogenna pule izomirow (Ryc. 12 oraz Ryc.
13A). Ta cecha nosnikowych pri-miRNA wydaje si¢ manifestowa¢ rowniez w tworzonych z
ich wykorzystaniem reagentach shmiR, z ktorych powstaje wowczas heterogenna pula
czasteczek siRNA (Ryc. 21 oraz Ryc. 22). Ponadto, jak pokazaly wyniki badan
przeprowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej, wzor docinania danego pri-miRNA nie jest
staly w tworzonych na jego podstawie reagentach shmiR i podlega modyfikacji w zaleznosci
od wprowadzonej do czasteczki shmiR sekwencji siRNA.

Znane sa jednak pri-miRNA nie wykorzystywane dotychczas w technologii RNAI
a uwalniajace homogenne czasteczki miRNA w komorkach. W dalszej cze$ci badan
postanowiono sprawdzi¢ czy wykorzystanie takich pri-miRNA moze przynies¢ korzysci dla
rozwoju technologii RNAIi i umozliwi tworzenie reagentdw shmiR precyzyjnie uwalniajacych
homogenne siRNA w komorce. Powstawanie homogennych siRNA z czasteczek shmiR
W znacznym stopniu przyczynito by si¢ do ulepszenia reagentow technologii RNAi, poprzez
ograniczenie wywotywanych przez nie efektow niespecyficznych typu off-target . Precyzyjne
definiowanie koncow siRNA ogranicza powstawanie dodatkowych wariantow czasteczek
posiadajacych inng stabilno$¢ koncow mogaca powodowac wiaczanie nici pasazerskiej do
kompleksu RISC.

Aby zbada¢ mozliwo$¢ uwalniania homogennych siRNA z reagentow shmiR,
postanowiono wyeliminowaé jedna ze zmiennych przez zastapienie wykorzystywanych
dotychczas nosnikowych pri-miRNA (uwalniajacych heterogenne czasteczki) takim pri-

miRNA, ktéry endogennie uwalnia homogenne miRNA.
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4.1. Wybor no$nikowego pri-miRNA uwalniajacego homogenne miRNA

Wigkszo$¢ dojrzatych, ludzkich miRNA wystepuje w komoérkach w postaci kilku
wariantow (izomiréw) nieznacznie rozniacych si¢ dlugoscia lub posiadajacych przesunigta
sekwencj¢. Posrod blisko dwoch tysigey znanych pri-miRNA istnieje jednak waska grupa
czasteczek, ktore cigte sa w komorkach w sposob precyzyjny, a w konsekwencji uwalniaja
tylko jeden wariant dojrzatego miRNA. W celu wyboru sposrod tych pri-miRNA kandydatéw
do tworzenia czasteczek shmiR uwalniajacych w komdrkach homogenne czasteczki siRNA
opracowano szereg kryteriow. Analizowano stopien homogennos$ci uwalnianych miRNA (na
podstawie danych NGS z bazy miRBase oraz deepBase), proporcje uwalniania miRNA oraz
miRNA*, ramig, z ktéorego powstaje ni¢ wiodaca miRNA (preferowane ramig 5°),
powszechno$¢ oraz poziom ekspresji miRNA w roznych tkankach (na podstawie atlasu

ekspresji ssaczych miRNA (Landgraf i wsp. 2007)) (Ryc. 25).
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Ryc. 25. Przykladowy wynik analizy poziomu ekspresji endogennych miRNA. Analiza
ekspresji grupy homogennych miRNA uwalnianych z ramienia 5° prekursora. Poziom
ekspresji przedstawiony jest w postaci kodu kolorystycznego w skali log2.

W obrgbie zawegzonej grupy miRNA, na podstawie danych literaturowych jak
i dostegpnych danych NGS wytypowano trzy ludzkie pri-miRNA: pri-miR-20a, pri-miR-136
oraz pri-miR-139. Sposrod wybranych pri-miRNA kryterium powszechnosci ekspresji
spetniaja najbardziej pri-miR-20a oraz pri-miR-136. Ekspresja pri-miR-139 nie jest juz tak
powszechna ale =zostal on wybrany do dalszych analiz ze wzgledu na dobre

scharakteryzowanie jego obrobki w komoérkach (Starega-Roslan i wsp. 2011b). Jak okreslono
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w pracy Starega-Rostan i wsp. NAR 2011 na podstawie wynikoéw hybrydyzacji typu northern,
dwa z wybranych pri-miRNA posiadaja niski poziom heterogennosci uwalnianych miRNA,
a okreslajacy ja wspotczynnik wynosit odpowiednio 0 dla miR-136 oraz 0,073 dla miR-139
(miR-20a nie byl przez autoréw analizowany), podczas gdy $rednia dla analizowanych 14
miRNA wynosita 0,28 (Starega-Roslan i wsp. 2011b). Oznacza to, ze w przypadku miR-136
analiza typu northern wykazata tylko jeden produkt miRNA stanowiacy 100% sygnatu.
W przypadku miR-139 gtéwny wariant miRNA stanowil okoto 93% wszystkich czasteczek
uwalnianych z pre-miRNA (Starega-Roslan i wsp. 2011b).

Dla wybranych miRNA skonstruowano wektory ekspresyjne zawierajace sekwencje ich

prekursoréw wraz z sekwencjami otaczajacymi, skréconymi do ~ 50 nt z kazdej strony

(Tabela 4).

Tabela 4. Stosowane w wektorach dlugosci sekwencji otaczajqcych dla analizowanych
prekursorow homogennych miRNA.

pri-miR-20a 60 nt 50 nt
pri-miR-136 50 nt 50 nt
pri-miR-139 59 nt 50 nt
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Catkowity RNA izolowany po nadekspresji stworzonych konstruktéw w komodrkach
HEK, analizowano z wykorzystaniem hybrydyzacji typu northern. We wszystkich
przypadkach poziom prekursorow pre-miRNA byl podobny, natomiast poziom dojrzatych
miRNA réznit si¢ (Ryc. 26).
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Ryc. 26 Analiza uwalniania krotkich RNA po nadekspresji homogennych miRNA w
komorkach HEK 293T.

Wyniki hybrydyzacji typu northern z zastosowaniem sondy wykrywajqcej miRNA uwalniane z
ramienia 5’ prekursora. L1 oraz L2- wzorce diugosci RNA

Analiza wykazata podobny poziom komodrkowy miRNA-20a oraz miRNA-139. W
obydwu przypadkach stwierdzono pojawianie si¢ dodatkowych wariantow miRNA zaréwno
dhuzszych jak i kréotszych od gtdéwnego produktu. W przypadku pri-miR-136 poziom miRNA
byt nizszy, jednak zaobserwowano wystgpowanie jednego glownego wariantu uwalnianego
miRNA. Z punktu widzenia technologii RNAi dobry no$nikowy pri-miRNA powinien mie¢

budowe utatwiajaca konstrukcje na jego podstawie reagentow shmiR. Dlatego wybrane pri-
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miRNA zostaty przeanalizowane rowniez pod katem obecnos$ci elementéw zaburzajacych

tworzona strukturg spinki (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Przewidywane struktury przyjmowane przez wybrane pri-miRNA uwalniajgce
homogenne miRNA.

Kolorem niebieskim zaznaczono sekwencje miRNA/miRNA*, kolorem czarnym zaznaczono
miejsca ciecia przez RNazy Drosha oraz Dicer (wg. miRBase)

Pri-miR-20a posiada matla (6 nt) petle terminalng, w poblizu ktorej w niewielkiej
odlegtosci zlokalizowane sa dwa jednonukleotydowe wybrzuszenia, pomigdzy ktorymi
zlokalizowane jest miejsce cigcia przez RNazg Dicer. Istnieje mozliwos¢, ze obecno$¢
wybrzuszonego nukleotydu w Dbezposrednim sasiedztwie petli terminalnej powoduje
rozluZnienie struktury tego regionu (powigkszenie pgtli terminalnej). Rowniez w poblizu
miejsca cigcia przez RNazg Drosha pri-miR-20a posiada asymetryczng petle wewngtrzna.
Dodatkowo prekursor ten nalezy do dobrze poznanego klastra 17-92 miRNA. Pri-miR-136
posiada 9 nt petle terminalng oraz nie zawiera elementow strukturalnych zaburzajacych
regularno$¢ spinki w bezposrednim sasiedztwie miejsc cigcia przez RNazy. W strukturze
trzonu tego prekursora obecna jest symetryczna pgtla wewngtrzna oraz jednonukleotydowe

wybrzuszenie. W pri-miR-139 wystegpuje wigksza (11 nt) petla terminalna natomiast
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u podstawy trzonu pre-miRNA wystepuja w niewielkiej odleglo$ci dwa jednonukleotydowe
wybrzuszenia (5’ oraz 3”) przedzielone symetryczna, jednonukleotydowa p¢tla wewnetrzna.
Na podstawie zebranych informacji postanowiono w dalszych analizach wykorzysta¢

pri-miR-136 jako potencjalny, nowy pri-miRNA nosnikowy do konstrukcji reagentéw shmiR.

Z wykorzystaniem precyzyjnie cigtego pri-miR-136 stworzono pierwszy reagent shmiR
zawierajacy sekwencj¢ siRNA-HDI1 z zachowaniem elementow strukturalnych obecnych
W wyjsciowym pri-miRNA. Roéwniez sekwencja samej czasteczki siRNA pozwalala na
zachowanie prawie nie zmienionych miejsc cigcia reagenta shmiR przez RNazy. Na Ryc. 28A
réznice w sekwencji wstawki siRNA w stosunku do sekwencji endogennego miRNA
zaznaczone zostaty kolorem czerwonym.

Analiza produktow komodrkowej obrobki reagenta shmiR-136-HD1 ukazata
heterogennos$¢ prekursora shRNA po cigciu przez RNazg Drosha. Produkt cigcia przez RNaze
Dicer byt jednak homogenny pod wzgledem dtugosci i odpowiadat 23 nt czasteczkom siRNA.
Powstawal on takze ze zdecydowanie wigksza wydajnoscia niz miR-136. Dla poréwnania na
Ryc. 28B przedstawiono rowniez wyniki uwalniania tej samej czasteczki siRNA
z powszechnie stosowanego pri-miR-155. Zastosowanie nowego pri-miRNA nos$nikowego
umozliwilo znaczne zmniejszenie heterogennosci uwalnianych produktow siRNA. Glowny
wariant siRNA powstajacy z shmiR-136-HD1 stanowi powyzej 80% catkowitego sygnatlu
pochodzacego od siRNA uwalnianych z tego konstruktu podczas gdy gléwny wariant

powstajacy z shmiR-155-HD1 stanowi 45%.
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Ryc. 28 Wykorzystanie pri-miR-136 w konstrukcji reagentow shmiR.

A-Struktura pri-miR-136 oraz stworzonego na jego podstawie shmiR-136-HD1. Kolorem czerwonym
zaznaczono nukleotydy zmienione po wprowadzeniu sekwencji SiRNA. Szarq liniq zaznaczono miejsca ciecia -
takie jak wystepujace w pri-miR-136, czarnq liniq miejsca ciecia okreslone na podstawie NGS. B- poréwnanie
komaorkowej obrobki reagentéw shmiR-136-HD1 oraz shmiR-155-HD1 (northern blot). L1 oraz L2- wzorce
diugosci RNA, C- Wyniki analizy NGS dla uwalnianych siRNA. Pogrubione nukleotydy przedstawiajq sekwencje
wstawki siRNA. Kolorem pomaranczowym oznaczono warianty nici wiodqcych siRNA uwalnianych z ramienia
5’ prekursora. Kolorem szarym oznaczono nici pasazerskie. Kolorem czerwonym po lewej stronie kazdego
wariantu siRNA podana jest jego diugos¢ w nukleotydach. Udzialy procentowe dla poszczegolnych wariantow
podane sq w przeliczeniu na siRNA uwalniane z danego ramienia, oddzielnie dla ramienia 5 i 3°. Z prawej
strony struktur podano proporcje nici uwalnianych z ggu ramion.
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Niespodziewanie, wyniki analizy NGS wykazaty, ze wigkszos¢ (96%) homogennego
siRNA dlugosci 23 nt uwalnianego z czasteczki shmiR-136-HDI jest przesunigta o 3 nt w
kierunku 5’ (wariant +3nt-SIRNA) w stosunku do spodziewanej sekwencji sSiRNA (+0nt-
SiRNA) (Ryc. 28C). Oznacza to, ze czasteczka ta powstaje z dhuzszego, niejednorodnego
prekursora shRNA (widocznego jako ,,smuga” w wynikach hybrydyzacji typu northern).
Natomiast wariant +0nt-siRNA (rowniez 23 nt) stanowi zaledwie 3% wszystkich sSiRNA
uwalnianych z ramienia 5°. Analiza ekspresji nici pasazerskiej w tym konstrukcie, wykazata
ze wystepuje ona réwniez w dwoch najczestszych wariantach dlugosci 22 nt, stanowiacych
47% oraz 42 % wszystkich nici uwalnianych z ramienia 3’. Wykryte sekwencje nici
pasazerskich sa przesunigte wzgledem siebie o trzy nukleotydy i tworza z wykrytymi ni¢mi
wiodacymi z ramienia 5’ standardowe dupleksy posiadajace dwunukleotydowe wystajace
konce 3°. Analiza ekspresji tej samej czasteczki siRNA z no$nikowego pri-miR-155 wskazuje
na obecno$¢ dwoch wariantow +0nt-siRNA dhugosci 23 1 24 nt rdézniacych si¢ sekwencja
konca 3°. W tym przypadku wykrywane nici pasazerskie rowniez jakosciowo odpowiadaty
wykrywanym niciom wiodacym, tworzac z nimi dupleksy z dwunukleotydowymi
wystajacymi koncami 3’. Proporcja nici siRNA uwalnianych z obydwu ramion w obu
przypadkach wykazywata znaczna przewagg poziomu nici wiodacych. Udziat nici wiodacych
w puli wszystkich czasteczek uwalnianych z obu ramion prekursora czasteczek wynosit
99,6 % w przypadku reagenta shmiR-136-HD1 oraz 92 % w przypadku reagenta shmiR-155-
HDL1.

Analiza efektywnosci dzialania reagentow shmiR-136-HD1 oraz shmiR-155-HD1 nie
wykazala istotnych statystycznie réznic pomig¢dzy tymi reagentami, ani w odniesieniu do
kontroli siRNA (Ryc. 29). Zatem zubozenie puli uwalnianych czasteczek w przypadku shmiR-
136-HD1 w stosunku do shmiR-155-HD1 nie wplyngto negatywnie na efektywnosc
wyciszania reagenta. Moze to rowniez sugerowac, ze dodatkowe warianty sSiRNA uwalniane
przez shmiR-155-HD1, jak réwniez przez inne reagenty shmiR nie maja istotnego wptywu na

efektywnos$¢ dziatania reagentéw na sekwencje docelowa.
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Uzyskany wynik moze wydawaé si¢ dos¢ zastanawiajacy ze wzgledu na znaczne
roznice w sekwencji uwalnianych siRNA. Analizowany reagent shmiR-136-HD1 uwalnia
siRNA o sekwencji przesunigtej o 3 nt co oznacza, ze cz¢$¢ nukleotydéw odpowiadajaca za
parowanie siRNA z sekwencja docelowa nie powinna by¢ do niej komplementarna, a w
konsekwencji powinno wystapi¢ ostabienie lub utrata aktywnosci takiego reagenta. W tym
przypadku mamy jednak do czynienia z sytuacja, w ktérej nukleotydy wiaczane w skiad
siRNA w wyniku przesunigcia miejsca cigcia RNazy Drosha sa wciaz komplementarne do
sekwencji docelowej 1 posiadajace je czasteczki siRNA nadal moga wykazywaé¢ wysoka

efektywnos¢ dzialania.

Zatem wprowadzenie wstawki SIRNA do pri-miR-136 przy zachowaniu struktury oraz
sekwencji w miejscach cigcia przez RNazy skutkuje pojawieniem si¢ dodatkowego miejsca
cigcia przez RNaze¢ Drosha przesunigtego o trzy pary zasad w kierunku sekwencji
otaczajacych. Wptywa to na powstawanie prekursorow shRNA réznej dlugosci, z ktérych
preferencyjnie jeden (dtuzszy wariant) jest efektywnie cigty przez RNazg¢ Dicer. Pomimo
obserwowanych zmian w sposobie obrobki reagenta shmiR uwalniane siRNA sa wciaz bardzo
homogenne.

W dalszych badaniach postanowiono sprawdzi¢ jakie cechy prekursora pri-miRNA-136
wplywaja na sposob jego obrobki w komorkach oraz jakie elementy warunkuja homogennos¢

uwalnianych z niego czasteczek.
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4.2. Wplyw cech struktury na precyzje cigcia reagentéw shmiR przez RNazy Drosha

oraz Dicer

Pierwszym etapem sprawdzania jakie elementy pri-miRNA-136 warunkuja uwalnianie
homogennych miRNA w komoérkach bylo przyjrzenie si¢ jego strukturze. Naturalny pri-miR-
136 posiada w obrgbie trzonu dwa elementy zaburzajace struktur¢ regularnej helisy:

trojnukleotydowa-symetryczna petle wewngtrzng oraz jednonukleotydowe wybrzuszenie.

4.2.1. Wplyw motywow strukturalnych pri-miR-136 na proces jego obrobki

W tej czgsci badan przeanalizowano wptyw elementow strukturalnych pri-miRNA-136
na precyzj¢ obrobki skonstruowanych na jego podstawie reagentow shmiR. Zaprojektowano
zestaw czasteczek z wprowadzonymi mutacjami strukturalnymi (M1-M3), ktore polegaty na
kolejnym usuwaniu elementéw zaburzajacych regularno$¢ helisy (M1 oraz M2), az do

czasteczki z w pelni sparowanym trzonem (M3) (Ryc. 30 oraz Materialy i Metody Ryc. 53).

shmiR-136-HD1 M1 M2 M3
ciecie O O O
D?cer ) €« « “
\ \ \ \
i > > > wariant motywy strukturalne siRNA
shmiR-HD1 3nt petla wewnetrzna 23 nt
( ) ( ) 1 nt wybrzuszenie
M1 3nt petla wewnetrzna 22 nt
d M2 1 nt wybrzuszenie 23 nt
< :
M3 w petni sparowany trzon 22 nt

ciecie 01§ <\ “ <\
Drosha
RO || RO || K|

N SN N N
5 35 3% 3'5’ 3

Ryc. 30. Seria czqsteczek kolejno  pozbawianych  motywow  strukturalnych
charakterystycznych dla pri-miR-136.

Tabela przedstawia obecne w poszczegolnych reagentach motywy rozluzniajqce strukture
helisy jak i przewidywanq dtugos¢ uwalnianego siRNA.

72



Wyniki

Poniewaz ni¢ aktywna siRNA zlokalizowana jest w ramieniu 5’ reagentow shmiR, aby
nie zmienia¢ sekwencji siRNA zmiany strukturalne wprowadzane byly w konstruktach
poprzez zmiang sekwencji nukleotydowej w obrgbie nici pasazerskiej. W tabeli
przedstawionej na Ryc. 30 umieszczono informacj¢ o elementach rozluzniajacych strukture
helisy obecnych w trzonach poszczegdlnych reagentow shmiR z uwzglednieniem
przewidywanej dtugosci uwalnianych nici wiodacych siRNA.

Przeprowadzono szczegdtowa analiz¢ komodrkowej obrobki reagentow z mutacjami
strukturalnymi, dotyczaca zaréwno prekursorow shRNA jak i dojrzatych czasteczek siRNA
(Ryc. 31A).

A . =
&o
L1 L2 é\fbﬁ’%W M2 M3 shmiR- M1 M2 M3
136-HD1
e
—" shRNA 529 50% 31% 12%
70 [ - siRNA 48% 50% 69% 88%
B0 [ 3
b
| — »
-
—
[— 10% -
: 25 — % """"""""""""""""""
. — 2 Efektywnos¢ ciecia
21— Drosha
I 100 99 95 96 (% shmiR-HD1)
Dicer
12 A8 # g = (% udziat sSiRNA)

~o T

Ryc. 31. Analiza prekursorow oraz siRNA wuwalnianych 7 serii czqsteczek shmiR 7
usuwanymi motywami strukturalnymi w obrebie trzonu. A-Przedstawiono wynik analizy
typu northern, wraz z B- analizq intensywnosci sygnatow od poszczegolnych wariantow
SIRNA L1, L2- wzorce diugosci RNA. Tabela przedstawia efektywnosé ciecia reagentow
przez RNaze Drosha (100% stanowi intensywnos¢ sygnatu w calej Sciezce dla reagenta
shmiR-136-HD1) oraz efektywnos¢ ciecia shRNA przez RNaze Dicer wyrazonq w
procentowym udziale sygnatu pochodzqcego od siRNA w stosunku do calosci sygnatu w
danej sciezce.

Czasteczki M1 oraz M2 wykazywaly nieznacznie zwigkszona heterogenno$¢
uwalnianych siRNA. Gléwny wariant stanowit ~70% podczas gdy w reagencie wyjsciowym
stanowit 82% (Ryc. 31B). W przypadku reagenta M1 zaobserwowano spodziewane skrocenie

powstajacych siRNA do 22 nt. Natomiast dla w pelni sparowanego reagenta M3

heterogenno$¢ siRNA uleglta znacznemu zwigkszeniu i obserwowano dwa wystgpujace
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W podobnych ilosciach warianty siRNA dlugosci 23 1 22 nt, stanowiace okoto 40% kazdy.
Prekursory shRNA dla serii czasteczek z mutacjami struktury wykrywane byly z rdézna
intensywnoscia dlatego przeprowadzono hybrydyzacj¢ typu northern umozliwiajaca rowniez
analize fragmentéw RNA dtugosci ~60 nt z jednonukleotydowa rozdzielczos$cia.

Analiza catkowitego RNA z komorek po nadekspresji reagentow shmiR wykazata

zmiany jako$ciowe oraz ilosciowe w obrgbie wykrywanych produktow cigcia przez RNaze
Drosha (Ryc. 32).

A & B
Lo M1 M2 M3, shmiR-136-HD1 M1 M2 M3
70 S— ?
- 62 \> 17% & L 245, {
61 = 19% 517% S 24%
~ 2 60 18% = 40% 20% { i
- ) 59 i % %
60| S — -] Z 58 2o = 52%
-—— = 57 {
56 ... 0% > 32% g
55 (7 16% f

= TN

Ryc. 32. Analiza prekursorow shRNA uwalnianych 7 serii czqsteczek 7 usunietymi
zaburzeniami strukturalnymi w obrebie trzonu. A-Przedstawiono wynik hybrydyzacji typu
northern, wraz z B- analizq intensywnosci sygnatow od poszczegolnych wariantow. Ll-
wzorzec dlugosci RNA. Roznice w migracji czqsteczek RNA wzgledem wzorca diugosci mogq
wynikac z roznic w sekwencji nukleotydowej czqsteczek.

Uzyskane wyniki wykazaly, Zze prekursor shRNA powstajacy z wyjSciowe] czasteczki
shmiR-136-HD1 daje sygnaty w postaci jednego intensywnego prazka migrujacego zgodnie
ze spodziewana dtugoscia 56 nt, ktoremu towarzysza przynajmniej trzy dluzsze warianty
roézniace si¢ miedzy soba dlugoscia o jeden nukleotyd (wzor 1+3) (Ryc. 32A). Wysoka jakosé
uzyskanego rozdzialu pozwolita na przeprowadzenie poréwnania intensywno$ci sygnatow
pochodzacych od poszczegdlnych wariantow shRNA (Ryc. 32B), ktére pokazuje ze glowny
wariant prekursora pochodzacy z shmiR-136-HD1 stanowi 46 % calkowitego sygnatu
uzyskiwanego dla wszystkich shRNA pochodzacych z tego reagenta. Reagent M1
pozbawiony jednostronnego wybrzuszenia uwalnia prekursory ShRNA posiadajace
jakosciowo podobny wzor (143), przy czym intensywnos¢ sygnatow odpowiadajacych dwom
sposrdd trzech dtuzszych produktéw (stanowiacych 40% 1 28% prekursorow M1) jest wigksza
podczas gdy intensywnos$¢ krotszego wariantu shRNA jest znacznie mniejsza. Pomimo

zachowania podobnego wzoru obserwowanego w przypadku reagenta wyjSciowego,
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wszystkie prekursory shRNA pochodzace z konstruktu M1 migruja jako czasteczki okoto 1 nt
krotsze (spodziewana diugos¢ 55 nt). W przypadku konstruktu M2 pozbawionego
symetrycznej petli wewngtrznej obserwujemy znacznie nizszy poziom prekursorow shRNA
niz w reagencie wyjsciowym, jednak zachowany jest ten sam wzor wariantow (1+3).
Produkty shRNA powstajace z konstruktu M3 wykrywane sa w mniejszych ilosciach 1 r6znia
si¢ najbardziej w stosunku do shRNA powstajacych z reagenta wyjsciowego. Dla M3
obserwujemy dwa warianty shRNA, migrujace z szybkoscia odpowiadajaca fragmentom
dhugosci ~60 nt podczas gdy ich spodziewana dtugos¢ to 55 nt

Aby sprawdzi¢, czy roznice w poziomach shRNA wynikaja ze stabszej obrobki
niektorych konstruktow przez RNazg Drosha czy tez z szybszego cigcia powstajacych shRNA
przez RNazg Dicer, okre$lono intensywno$¢ calosciowych sygnaldéw w poszczegdlnych
$ciezkach (Ryc. 31A). Efektywno$¢ cigcia reagentow przez RNAzg¢ Drosha odnoszono do
efektywnosci cigcia czasteczki wyjsciowej 1 jako 100% przyjgto sumg sygnalow prekursoréw
shRNA oraz siRNA uwalnianych z czasteczki shmiR-136-HD1. Intensywno$¢ sygnatow dla
pozostatych Sciezek byta bardzo podobna (Ryc. 31 - tabela), co moze $wiadczy¢ o braku
wptywu wprowadzonych modyfikacji strukturalnych na efektywno$¢ cigcia przez RNaze
Drosha. W kolejnym etapie sprawdzono efektywnos¢ cigcia shRNA przez druga, z bioracych
udzial w obrébce regentow RNaz - Dicer. W tym celu policzono jaki procent sygnatu catej
$ciezki (prekursor + siRNA) stanowia siRNA (Ryc. 31 - tabela). 100% efektywno$¢ oznacza
zatem sytuacjg, w ktorej caty powstaty prekursor shRNA jest szybko docinany przez RNazg¢
Dicer (przez co jest niewykrywalny) i cato$¢ sygnalu w $ciezce pochodzi od docigtych
siRNA. W przypadku reagenta wyjSciowego jak i M1, siRNA stanowia ~50% sygnatu.
Efektywnos¢ cigcia przez RNaze Dicer w przypadku reagenta M2 wynosi 69% a w przypadku
M3 az 88%. Oznacza to, ze reagenty M2 oraz M3, ktorych prekursor jest obserwowany
nanizszym poziomie uwalniaja siRNA ze zwigkszona efektywnoscia spowodowana

ich wydajniejsza obrobka przez RNazg Dicer.

Aby precyzyjnie okre$li¢ w jakich miejscach zachodza cigcia w testowanych
reagentach przez komodrkowe RNazy szlaku biogenezy miRNA, ponownie wykorzystano
technologie¢ NGS krotkich RNA. Wyniki analizy sekwencji siRNA uwalnianych z zestawu
czasteczek z mutacjami strukturalnymi przedstawiono na (Ryc. 33). WartoSci procentowe
podane dla nici siRNA stanowia ich udzial w puli wszystkich czasteczek uwalnianych

z danego ramienia prekursora (oddzielnie dla ramienia 5’ i 3”). Dla analizowanych reagentow
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poziom nici wiodacych siRNA jest znacznie wyzszy niz poziom nici pasazerskich i1 stanowi

prawie 100% wszystkich czasteczek uwalnianych z obu ramion prekursoréw.
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Ryc. 33. Wyniki sekwencjonowania nowej generacji (NGS) dla reagentow shmiR
zawierajqcych mutacje strukturalne. Pogrubione fragmenty sekwencji nukleotydowej
przedstawiajq sekwencje wprowadzonej wstawki siRNA. Kolorem pomaranczowym oznaczono
warianty nici wiodqcych siRNA uwalnianych z ramienia 5’ prekursora. Kolorem szarym
oznaczono nici pasazerskie. Po lewej stronie kazdego wariantu siRNA podana jest jego
dtugos¢ w nukleotydach -kolor czerwony. Udzialy procentowe dla poszczegolnych wariantow
podane sq w przeliczeniu na siRNA uwalniane z danego ramienia, oddzielnie dla ramienia 5’
i 3°. Z prawej strony struktur podano proporcje uwalniania nici z obu ramion.

Dla poréwnania na Ryc. 33 przedstawiono réwniez wyniki NGS dla reagenta
wyjsciowego  shmiR-136-HD1. W  przypadku mutanta M1  pozbawionego

jednonukleotydowego wybrzuszenia zaobserwowano bardziej heterogenna grupe siRNA
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uwalnianych z ramienia 5’ niz obserwowana dla reagenta wyjsciowego (Ryc. 33). 52 %
stanowia sekwencje +0nt-siRNA, lecz wystgpuja one w dwoch wariantach 22 nt (40%) oraz
21 nt (12%) z r6znymi koncami 3’. Wariant +3nt-siRNA wystepuje w tym przypadku jako
22 nt siRNA (34%). Wykryto rowniez dodatkowy wariant przesunig¢ty o 2 nt w kierunku 5’
(+2nt-siRNA) dtugosci 21 nt (18%). Zatem, powyzej 92% siRNA uwalnianych z reagenta M1
ma dhugosci 22 nt, co jest zgodne z obrazem obserwowanym w wynikach hybrydyzacji typu
northern. Analiza nici pasazerskich uwalnianych z tego reagenta pokazata, iz podobnie jak
W czasteczce wyjsciowe] najczesciej uwalniane warianty nici pasazerskich tworza wraz
Znajczescie]  wykrywanymi  niémi  wiodacymi  standardowe  dupleksy = siRNA
z dwunukleotydowymi wystajacymi koncami 3’.

Kolejny reagent z mutacja strukturalng - M2 pozbawiony symetrycznej petli
wewngtrznej uwalnia tylko +3nt-siRNA w dwoch wariantach, r6ézniacych si¢ koncem 3’ (23
nt - 87% oraz 24 nt - 13%) (Ryc. 33). Wsrdd nici pasazerskich uwalnianych z tego reagenta
ni¢ tworzaca standardowy dupleks siRNA z gtownym wariantem nici wiodacej stanowi tylko
30 %. Dodatkowo wykryto réwniez warianty przesunigte w kierunku petli o 3 nt, stanowiace
razem ~50 % bez swoich odpowiednikow wsrod wykrytych nici wiodacych.

W wyniku komorkowego docinania reagenta M3 posiadajacego w petni sparowany
trzon uwalniany jest gldwnie wariant +2nt-siRNA stanowiacy 70% i posiadajacy rézne konce
3’ (Ryc. 33). Wariant dtugosci 22 nt stanowi 51%, a dtugosci 21 nt 19 %. Wykrywany jest
réwniez wariant +3nt-siRNA dlugosci 22 nt (18%). Wariant +0nt-siRNA dtugosci 22 nt
stanowi 12 % wykrywanych nici wiodacych. Wykrywane nici pasazerskie tworza z
najczescie] wystgpujacymi ni¢mi wiodacymi standardowe dupleksy siRNA, jednak ich udziat
procentowy nie stanowi prostego odzwierciedlenia czgstosci odpowiadajacych im nici
wiodacych. Moze by¢ to zwiazane z faktem, iz nici pasazerskie we wszystkich konstruktach
wystepuja na bardzo niskich poziomach (ponizej 0,5% odczytow), a w takich przypadkach
réznice nawet pojedynczego odczytu moga znacznie zmienia¢ proporcje procentowe
pomiedzy poszczegodlnymi wariantami.

Przeprowadzona analiza pokazuje, ze w testowanych reagentach shmiR doszto do
przesunigcia miejsca cigeia dla RNazy Drosha jak i Dicer. Najprawdopodobniej zastosowane
mutacje strukturalne w obrgbie konstruktow wywotaty powstanie dodatkowego miejsca cigcia
dla RNazy Drosha, w wyniku czego powstaly ~6 nt dluzsze prekursory shRNA. Nastepnie
podlegaty one cigciu przez RNazg Dicer odmierzajaca odpowiedni dystans ~22 nt od konca
zdefiniowanego przez RNazg Drosha. Uzyskane wyniki wykazaty, zZe obecno$¢

nieregularno$ci struktury w obrgbie trzonu reagentéw shmiR moze wplywac¢ nie tylko na
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precyzje cigcia przez RNaze¢ Drosha ale réwniez na sam proces wyboru miejsca cigcia przez
ten enzym.

Obserwowana rozna sita sygnaldw pochodzacych od prekursorow shRNA w analizach
typu northern blot (Ryc. 31) oraz wzajemne proporcje pomi¢dzy wariantami w obrebie $Sciezki
nie musza w prosty sposob odzwierciedla¢ ilosci poszczegdlnych produktéw docinania przez
RNazg Drosha. Istotnym elementem przy analizie prekursoréw shRNA jest szybko$¢ ich
docinania przez RNazg Dicer. Pomimo powszechnych pogladéw, ze RNaza Dicer ma
mniejsze wymagania przy wyborze substratow niz RNaza Drosha to jednak w tym przypadku
zaobserwowano znaczne roznice w efektywnos$ci cigcia powstajacych z mutantow
strukturalnych prekursoréw shRNA. Efektywnie docinane prekursory obserwowane sa na
niskim poziomie i odwrotnie, prekursory bedace nieoptymalnymi substratami dla RNazy
Dicer ulegaja akumulacji w komorce 1 pochodzace od nich sygnaty sa silniejsze. Efekt ten
bardzo dobrze obrazuje poréwnanie wynikow hybrydyzacji typu northern oraz NGS dla
czasteczek shmiR-136-HD1 oraz M1, dla ktorych obserwowany jest wzor typu (1+3)
prekursorow shRNA (Ryc. 32). W przypadku shmiR-136-HD1 obserwowany jest intensywny
sygnal od krotszego wariantu prekursora oraz staby sygnat od wariantow dtuzszych. Wyniki
NGS pokazuja, Ze z tego reagenta shmiR powstaja czasteczki siRNA pochodzace z dtuzszego
wariantu prekursora shRNA (Ryc. 33). Z odwrotna sytuacja mamy do czynienia w przypadku
reagenta M1 dla ktorego analiza typu northern pokazuje intensywne sygnaly pochodzace od
dhuzszych wariantow prekursora i staby sygnat dla wariantu krotkiego, z ktoérego wiasnie
pochodza siRNA obserwowane w analizie NGS.

Podsumowujac, po skonstruowaniu serii reagentow shmiR, bazujacych na prekursorze
pri-miR-136 zaobserwowano powstawanie heterogennych prekursorow shRNA, pomimo iz
naturalny pierwotny prekursor uwalnia homogenny pre-miRNA. Uzyskane wyniki wykazaty,
ze na wybor miejsca cigcia przez RNazg Drosha jak i na jego precyzj¢ ma wpltyw wymiana
sekwencji miRNA na sekwencj¢ siRNA (podczas tworzenia reagentow shmiR) jak 1 obecnos¢
elementow wprowadzajacych nieregularnosci struktury w obrgbie trzonu shRNA.
Zaobserwowano rowniez wptyw zmian strukturalnych reagentow shmiR na efektywno$¢ ich
cigcia przez RNazg Dicer oraz na wybdr substratu sposrdd powstajacych roznych wariantow
shRNA. Najwigksze réznice w efektywnos$ci cigcia przez RNazg Dicer zaobserwowano
pomigdzy grupa reagentow shmiR-136-HD1 i M1 a grupa M2 i M3. Wydaje si¢ zatem, ze
obecno$¢ symetrycznej petli wewngetrznej ma znaczenie dla efektywnosci obrobki reagentow
shmiR. Reagenty pozbawione rozluZnienia struktury w postaci petli wewngtrznej wykazuja

wyzsza efektywno$¢ cigcia przez RNazg Dicer. Najwigksza wydajno$¢ tego procesu
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zaobserwowano dla czasteczki M3 posiadajacej w pelni sparowany trzon. Zaobserwowano
robwniez, ze wraz ze wzrostem efektywnos$ci cigcia reagentow przez RNazg Dicer nastepuje
spadek precyzji tego procesu, skutkujacy powstaniem heterogennych siRNA.
Przeprowadzone badania wykazaly rowniez, ze obecno$¢ wybrzuszonego nukleotydu ma
wplyw na wybor substratow dla RNazy Dicer. W obecno$ci tego wybrzuszenia krotsze
prekursory shRNA nie sg efektywnie cigte przez RNazg Dicer (bardzo niski poziom lub
calkowity brak powstajacych z nich siRNA w NGS), pomimo iz powstaja ze wszystkich

konstruktow.

4.2.2. Wplyw motywoéw strukturalnych na efektywnos¢ dzialania reagentow shmiR

Przeprowadzono analizy w systemie lucyferazowym w celu sprawdzenia jak zmiany
W obrobce reagentow, wywolane zmianami w ich strukturze wplyna na efektywnosé¢
wyciszania sekwencji docelowej przez uwalniane siRNA (Ryc. 34). Wszystkie badane
czasteczki wykazywaty istotne statystycznie obnizenie ekspresji docelowego genu w stosunku
do kontroli negatywnej (NC). W przypadku reagenta M3 zaobserwowano znaczne
zwigkszenie efektywnos$ci wyciszania w stosunku do reagenta wyjSciowego jak
i syntetycznego siRNA kontrolnego. Wzrost efektywnosci dziatania reagenta M3 moze
wynika¢ ze zwigkszonej ilo$ci uwalnianych czasteczek siRNA. Interesujacy jest fakt, iz w
przypadku reagenta M3 w 70% wykrywany jest +2 nt-siRNA, ktory wystepuje jeszcze tylko
w przypadku reagenta M1, gdzie stanowi jednak 18%. Najstabiej dziatajacym reagentem jest

M2, ktory jest catkowicie pozbawiony wariantu +2 nt-sSiRNA.

Ryc. 34. Analiza efektywnosci
dzialania  reagentow  shmiR z
mutacjami strukturalnymi w systemie
lucyferazowym. Testowane reagenty
shmiR — pomaranczowy, kontrolny
SiRNA syntetyczny w dwoch stezeniach
20nM oraz 50nM -szary, kontrole
nietraktowane RNAI - czarny; NC -
pusty wektor ekspresyjny, C-kontrola
nietraktowana. Wszystkie testowane
reagenty wykazujq istotne statystycznie
wyciszanie sekwencji docelowej w
stosunku do kontroli NC

Wzgledna aktywnosé¢ lucyferazy

Na podstawie analiz przedstawionych w tym 1 poprzednim rozdziale wykazano, ze
elementy strukturalne maja bezposredni wptyw na jako$¢ oraz ilo$¢ czasteczek uwalnianych z

reagentoOw shmiR, przez co moga wptywac na efektywnos$¢ wyciszania sekwencji docelowe;.
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4.2.3. Wplyw motywow strukturalnych na strukture przestrzenng reagentéw shmiR

W tej czesci pracy podjeto probg wytlumaczenia obserwowanych réznic w obrdobce
reagentow shmiR przez RNazy Drosha oraz Dicer w oparciu o ich strukture przestrzenna. Do
okreslenia struktury drugorzedowej czasteczek wykorzystano oprogramowanie RNAfold oraz
RnaComposer do przewidywania na jej podstawie struktury przestrzennej. Testowane
reagenty shmiR w réznym stopniu posiadaly elementy rozluzniajace strukturg trzonu obecne
w wyjsciowym reagencie shmiR-136-HD1. Podczas wymiany sekwencji w trakcie tworzenia
reagentow shmiR, dochodzi do zmian jakosciowych w obregbie nukleotydéow trzonu
czasteczek, w tym rowniez w obrgbie nukleotydow wchodzacych w sktad analizowanych
motywow  strukturalnych. Przewidywane struktury przestrzenne dla poszczegdlnych

reagentéw z wprowadzonymi mutacjami strukturalnymi przedstawiono na Ryc. 35.

shmiR-136-HD1 M2

Ryc. 35. Przewidywane struktury
przestrzenne  reagentow  ShmiR.
shmiR-136-HD1-zielony, M1-z6#ty,
M2-niebieski, M3-czerwony. Po
prawej stronie przedstawiono w
powiekszeniu region, w  ktorym
ulokowanie sq niCi wiodgce siRNA.
(Z wykorzystaniem oprogramowania
RnaComposer, RNAfold oraz
PyMol.)
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Uzyskane wyniki sugeruja, ze w badanych mutantach strukturalnych (M1, M2, M3)
zachowana jest geometria charakterystyczna dla wyjsciowego reagenta shmiR-136-HD1. W
celu poréwnania zbieznos$ci struktur badanych reagentow okreslono lokalny parametr RMSD
(ang. root-mean-square deviation) dla trzonow czasteczek shmiR (Tabela 5). Wykonano
rowniez analize porownawcza dla poszczegdlnych fragmentéw analizowanych czasteczek,
uwzgledniajac regiony zawierajace jednonukleotydowe wybrzuszenia oraz petle wewnetrzna
wraz z zamykajacymi parami nukleotydowymi. Przeprowadzone pordwnanie struktur
wykazalo, ze badane czasteczki shmiR posiadaja bardzo podobne struktury przestrzenne,
jednak sposréd analizowanej grupy przewidywana struktura reagenta M1 najbardziej odbiega
od struktury reagenta wyjsciowego. We wszystkich przewidywanych strukturach w obrgbie
trojnukleotydowej petli wewngetrznej ,,niesparowane” nukleotydy tworza niekanoniczne pary

zasad, a oddziatywania pomigdzy nimi nie wywotuja znacznego zaburzenia struktury helisy.

Tabela 5. Wartosci parametru RMSD okreslajacego zbieznosé¢ struktur przestrzennych
analizowanych reagentow shmiR

Reagent . 2. Trzon 3. Region z 4. Region z petla
1. shmiR .
zmutowany shRNA wybrzuszeniem wewnetrzna
M1 4,615 4,146 2,642 0,465
M2 1,056 1,190 0,312 1,247
M3 2,277 2,289 2,341 1,254
3 4
5y 1
~ . £\ E( )
3==" |
L 2 |
1

Podobng analiz¢ in silico przeprowadzono rowniez dla innego reagenta shmiR,
wykorzystujacego prekursor pri-miR-136, jednak zawierajacego sekwencje innego siRNA.
Reagent shmiR-136-luc posiada elementy strukturalne wyjSciowego prekursora, natomiast
wprowadzenie sekwencji siRNA spowodowalo zmiang sekwencji nukleotydowej w poblizu
zaktadanych miejsc cigcia czasteczki przez RNazy. Analiza struktury przestrzennej wykazata,
1z reagent ten posiada znacznie zmieniong geometri¢ czasteczki (RMSD w stosunku do trzonu
pri-miR-136 wynosi 11,287 A). Struktura prekursora ulegta ,,zgieciu” w obrebie trzonu
struktury spinki (Ryc. 36A). Zachowanie elementoéw strukturalnych no$nikowych pri-miRNA
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w reagentach shmiR odbywa si¢ przez wprowadzanie zmian nukleotydowych w sekwencji
nici pasazerskiej. Testowany wariant reagenta shmiR-136-luc posiadat sekwencje UUA w nici
pasazerskiej w obregbie petli wewnetrznej. Aby sprawdzi¢, czy obserwowana zmiana struktury
przestrzennej zwiazana jest z rodzajem niekanonicznych parz zasad w obrgbie motywu
strukturalnego przeprowadzono przewidywanie struktury dla innej wersji tego reagenta
zawierajacej sekwencje CAA w nici pasazerskiej w obrgbie petli wewngtrznej (Ryc. 36A).
Analiza struktury przestrzennej shmiR-136-luc-CAA wykazata przyjmowanie przez ten
reagent standardowej struktury przestrzennej typu spinki, nieznacznie tylko roznej od
struktury no$nikowego pri-miRNA (warto§¢ RMSD w stosunku do trzonu pri-miR-136
wynosi 3,742 A) (Ryc. 36A i B).

A shmiR-136 luc-UUA shmiR-136 luc-CAA
ulUa ulUa
c u c u
U U G
¢ U
u u
C C
o= &
G-C GC
¢-G c-G
&C &
A-U A-U
U-A U-A
A-U A-U
&-6 &-G
] ¢ ¢
. < A
A-U A A=Y
&6 ¢-G
U-A U-A
U-A U-A
A-U A-U
U V] é
G~ G~
U-A U-A
U-A U-A
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A-U A-
G-C G—g
GA GA

pri-miR-136
“\"*"—i |

shrmiRJae-Ul
shmiR-lu

c-CAA

Ryc. 36. Analiza struktur przestrzennych reagentow shmiR posiadajgcych inne
niekanoniczne pary zasad w obrebie petli wewnetrznej.

A- struktury przestrzenne reagentow shmiR-136-Luc-UUA oraz shmiR-136-Luc-CAA,
niebieski-ni¢ wiodgca siRNA-Luc, czerwony- nukleotydy nici wiodgcej w obrebie motywow
strukturalnych, Zielony- rézne nukleotydy nici pasazerskiey w obrebie motywow
strukturalnych; B- struktury przestrzenne pri-miR-136-szary, shmiR-136-Luc-UUA-
jasnozielony,  shmiR-136-Luc-CAA-rézowy.  (Z  wykorzystaniem  oprogramowania
RnaComposer, RNAfold oraz PyMol.) Wartos¢ RMSD pomiedzy waraintami shmiR-136-Luc
wynosi 10,219 A.
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Postanowiono sprawdzi¢ czy obserwowane réznice w przewidywanej strukturze
przestrzennej czasteczek RNA przekladaja si¢ na funkcjonowanie reagentow shmiR
w komorkach 1 czy maja odzwierciedlanie w odmiennym docinaniu tych czasteczek przez
RNazy Drosha i Dicer. W tym celu skonstruowano reagenty shmiR-136-luc-UUA oraz
shmiR-136-luc-CAA a nastepniec wprowadzono je do komoérek. Wyniki hybrydyzacji typu
northern pokazaty, iz w obydwu przypadkach obserwujemy uwalnianie prekursorow shRNA
o podobnym wzorze (krotki i dtugi wariant shRNA), jak w przypadku reagenta shmiR-136-
HD1 oraz powstawanie siRNA w dwoéch wariantach dlugosci 22 1 23 nt w roéznych

proporcjach (Ryc. 37A i B).

A shmiR-luc B shmiR-luc
v
1 &
UUA CAA
70— s 32%
60— - 2 25% 30%
—
—
—
—_—
-_—
4 (40%)
25— @ 23 16%
;‘: — :%: 22 26% 35%
(60%) (75%)
17
% sygnatéw % sygnatow
Se e ]

z catej sciezki  siRNA

Ryc. 37. Analiza obrobki reagentow shmiR-136-luc-UUA oraz shmiR-136-luc-CAA
A- Wynik hybrydyzacji typu northern wraz z B- analizq intensywnosci sygnatow od
poszczegolnych  wariantow  prekursorow shRNA oraz siRNA. Procentowe udzialy
obserwowanych produktow podano w odniesieniu do calosci sygnatu w Sciezce (wartosci
podane kolorem czarnym); dla czqsteczek siRNA podano rowniez udzialy poszczegolnych
wariantow w catkowitej puli obserwowanych siRNA (wartosci w kolorze czerwonym). L1
oraz L2- wzorce diugosci RNA. EtBr- kontrola ilosci nalozonego materiatu RNA- barwienie
bromkiem etydyny.

»Zgiety” reagent shmiR-136-luc-UUA uwalnia warianty SiRNA w proporcji 60%
140% z przewaga wariantu krotszego. Podczas gdy ,,prosta” wersja tej czasteczki (shmiR-
136-luc-CAA) uwalnia w 75% 22 nt wariant SIRNA i tylko w 25 % wariant dluzszy.
Obserwuje si¢ rowniez zmiany proporcji pomig¢dzy wariantami prekursorow shRNA
uwalnianych z powyzszych reagentow (Ryc. 37B). Znaczna zmiana w przewidywanej

geometrii czasteczek wywolala zwigkszenie uwalniania kréotszego produktu siRNA,
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a zarazem niewielka lecz, powtarzalng zmiang puli uwalnianych czasteczek w kierunku

zwigkszenia ich homogennosci (Ryc. 37A 1 B).

Uzyskane wyniki pokazaty, ze pomimo rdéznej obecno$ci elementéw lokalnie
rozluzniajacych strukturg helisy RNA przewidywane struktury przestrzenne reagentow shmiR
(shmiR-136-HD1, M1-M3) sa bardzo podobne. Jednak pewne niewicelkie réznice w geometrii
reagentow shmiR moga wpltywaé na oddzialywania tych czasteczek z biatkami
uczestniczacymi w ich obrobce. Wykazano, iz reagent M1 posiada najbardziej odbiegajaca od
innych reagentéw (shmiR-136-HD1, M1-M3) struktur¢ przestrzenna i1 jednocze$nie jest
jedynym z testowanych reagentéw, z ktorego preferencyjnie powstaje wariant +Ont-siRNA
(52%). Zaobserwowano réwniez wplyw sktadu nukleotydowego w obrgbie elementow
zaburzajacych regularnos$¢ helisy na geometri¢ catej czasteczki, a w konsekwencji na sposob
obrobki reagentow shmiR w komorkach.

Uzyskane wyniki pozwolily na okreslenie struktury analizowanych czasteczek RNA
bez uwzglednienia ich oddziatywan z biatkami. Wydaje si¢ natomiast, ze biatka uczestniczace
w obrdbce analizowanych reagentéw shmiR moga by¢ silnym modulatorem ich struktury,
zwlaszcza dla czasteczek posiadajacych asymetryczne wybrzuszenia, ktorych obecnos$é

zwigksza ,,gietko$¢” przyjmowanej struktury.
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4.3. Wplyw cech sekwencji nukleotydowej na precyzje cigcia reagentéw shmiR przez

RNazy Drosha oraz Dicer

W opisanych juz czgsciach badan probowano powiaza¢ obserwowane roznice
W obrdbce reagentdéw shmiR z przyjmowana przez nie struktura. Jednak wyniki analiz
pokazuja, ze nie wszystkie obserwowane efekty mozna wytlumaczy¢ zmianami
strukturalnymi. W przypadku wyjsciowego reagenta shmiR-136-HD1 wymiana sekwencji
miRNA na sekwencje syntetycznej wstawki siRNA umozliwita zachowanie prawie nie
zmienionej sekwencji w miejscach cigcia reagenta przez RNazy szlaku biogenezy miRNA
(Ryc. 28A). Jest to sytuacja rzadka, poniewaz w wigkszosci przypadkéw sekwencje
W miejscach cigcia ulegaja zmianie podczas konstrukcji reagentdow shmiR, tak jak w
przypadku shmiR-136-luc. Wplyw sekwencji nukleotydowej w poblizu miejsc cigcia przez
RNazy na efektywnos$¢ obrobki reagentow zaobserwowano juz na etapie opracowywania oraz
optymalizacji systemu do analizy reagentow typu shmiR (Ryc. 16B oraz Ryc. 17B). Z tego
powodu postanowiono sprawdzi¢ czy sekwencja nukleotydowa w miejscach cigcia przez
RNazy Drosha oraz Dicer moze mie¢ wplyw réwniez na precyzje generowanych cigc,

a W konsekwencji na uwalnianie homogennych lub heterogennych czasteczek efektorowych.

4.3.1. Czesto$é wystepowania nukleotydéw w miejscach cigcia przez RNazy Drosha oraz

Dicer

W kolejnym etapie badan sprawdzono, czy sekwencja nukleotydowa w miejscach cigcia
przez RNazy Drosha oraz Dicer moze by¢ istotnym czynnikiem wptywajacym na sposob
obrobki czasteczek prekursorowych w komorkach (Starega-Roslan i wsp. 2015). W pierwszej
kolejnosci przeprowadzono analizg bioinformatyczna dla endogennych miRNA, ze wzgledu
na mozliwos$¢ analizy duzej grupy czasteczek o roznych sekwencjach nukleotydowych.
Analizg przeprowadzono dla miRNA ulegajacych ekspresji w komodrkach HEK 293T na
danych pochodzacych z NGS udostgpnionych przez Dr Davida Galasa (Lee i wsp. 2010)
uzyskanych na platformie Illumina/Solexa. Wszystkie miRNA, ktore wykazaly powyzej 5
odczytow w analizie NGS zostaly podzielone na grupg homogennych oraz heterogennych
miRNA. Do homogennych miRNA =zaliczono takie czasteczki, ktorych gltéwny wariant
miRNA uwalnianego z danego ramienia stanowit 90% 1 wigcej. W grupie miRNA
heterogennych znalazty si¢ takie czasteczki, ktorych gtowny wariant stanowi ponizej 70% (od
30 do 70 %). Grupa miRNA posrednich, ktorych glowny wariant osiaga 70-90%, jako bardzo

niejednorodna nie byla dalej analizowana. Wysoka czestos¢ (w przypadku heterogennych
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miRNA) oraz niska czgstos¢ lub brak (w przypadku homogennych miRNA) drugiego
najczgstszego  wariantu miRNA, decyduje o przyporzadkowaniu czasteczek do
poszczegolnych grup. Dlatego dodatkowo analiza zostata wykonana w obrgbie grupy miRNA
homogennych dla pierwszego najbardziej reprezentowanego wariantu oraz dla drugiego
wariantu stanowiacego ponizej 10 % odczytow. Nalezy w tym miejscu podkresli¢ ze w grupie
heterogennych miRNA drugi wariant moze by¢ prawie tak samo czgsty jak pierwszy i osiagac
wartosci blisko 50%.

W obre¢bie wydzielonych dwéch grup miRNA przeanalizowano czgsto$¢ wystgpowania
poszczegbdlnych nukleotydow w miejscach cigcia prekursorow przez RNazy. Zaobserwowano
istotne statystycznie roznice w czgstosci nukleotydow w gldéwnym wariancie miRNA
pomiedzy grupa homogennych i heterogennych miRNA (Ryc. 38A i B) (oznaczone kolorem
czerwonym) oraz istotne statystycznie rdznice pomigdzy pierwszym a drugim wariantem w
obrebie miRNA homogennych (Ryc. 38A i C) (oznaczone kolorem zielonym). Obserwowano
rowniez pozycje wykazujace istotna statystycznie roznicg czgstosci wystgpowania
nukleotydow w stosunku do tla, przedstawiajacego $rednia czesto$¢ nukleotydow w obrebie
ludzkich pre-miRNA wg. bazy miRBase (oznaczone czarnym kolorem lub czarna obwodka
liter, jezeli w danej pozycji zaznaczona byta istotno$¢ statystyczna we wczes$niejszych

poréwnaniach).
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Ryc. 38. Anliza czestosci wystepowania nukleotydow w miejscach ciecia prekursorow pri-
miRNA przez RNazy Drosha oraz Dicer. Czestosci nukleotydow w poblizu miejsc ciecia
przedstawiono w postaci WebLogo. Na kazdym wykresie na osi Y podano czestosCi nukleotydow
reprezentowane przez wielkos¢ liter odpowiadajqcych poszczegolnym nukleotydom. Nukleotydy
wykazujqce statystycznie zmienionq czestos¢ w stosunku do tla (p<0.00078, dwustronny,
doktadny test Fishera z poprawkq Bonferroni) (Materialy i Metody Tabela 8) zostaly
zaznaczone kolorem czarnym lub czarq obwddkq liter. n- reprezentuje liczbe analizowanych
miRNA. Analiza dla: A- gféownych wariantow miRNA homogennych, B- gtownych wariantow
miRNA heterogennych, C- drugiego wariantu miRNA homogennych. D- Tfo zostato okreslone
jako Srednia czestos¢ nukleotydow w obrebie ludzkich prekursorow miRNA zdeponowanych w
bazie miRBase v14. Wartosci istotnosci statystycznej (p-value) w pozycjach Na, Np, N¢, Ng, Ns,

Ne, N7, Ng oraz Ne, Nf, Ng, Nh, N1, N2, N2, N3, Na umieszczono w rozdziale Materialy i Metody
(Tabela 8).
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Poroéwnanie pomigdzy grupami homogennych i heterogennych miRNA pokazato,
ze wystepuja istotne roznice w wystepowaniu nukleotydu G (p=2,22 x 10~*) w drugiej pozycji
miRNA uwalnianego z ramienia 5’ (nadreprezentacja w grupie homogennych i1 zubozenie w
grupie heterogennych miRNA) oraz w wystgpowaniu nukleotydu U (p=2.7 x 10”°) w ostatniej
pozycji miRNA uwalnianego z ramienia 5’ (Ryc. 38A i B). Zaobserwowano rowniez roznice
w wystegpowaniu nukleotydu U (p=2,51 x 10™*) w ostatniej pozycji miRNA na koncu 3’
w grupie homogennych miRNA uwalnianych z ramienia 3’ (nadreprezentacja w grupie
homogennych i zubozenie w grupie heterogennych miRNA). W pierwszej pozycji odcinanej
sekwencji otaczajacej pre-miRNA w ramieniu 3° w grupie homogennych miRNA,
zaobserwowano zwickszona czgsto$é wystepowania C (p=7.07 x 10~ *) oraz brak A (p= 3,07 x
10™%), podczas gdy w grupie miRNA heterogennych czestosé nukleotydow A i C w tej pozycji
nie odbiegata od tla.

Poréwnanie pierwszego oraz drugiego najczgstszego wariantu miRNA w obregbie grupy
homogennych miRNA (Ryc. 38A i C) wykazato brak nukleotydu G (p=2,9 x 10~*) w ostatniej
pozycji gldwnego wariantu miRNA uwalnianego z ramienia 3’ oraz niska czgstos¢
wystepowania nukleotydu U (p=1,76 x 10°) w pozycji ja poprzedzajacej (w kierunku 5°).
Podczas gdy nukleotydy te w analogicznych pozycjach drugiego wariantu miRNA
wykazywaty wysoka czgstos¢ wystepowania. Uzyskane wyniki moga $wiadczy¢ o tym, ze
charakterystyczne cechy sekwencji wykrywane w drugim najczgstszym wariancie miRNA
homogennych sa odpowiedzialne za jego niska ekspresje.

Analiza czgsto$ci nukleotydow w odniesieniu do tla (Ryc. 38D) wykazata, ze w grupie
homogennych miRNA wystepuje znacznie wigcej nukleotydow o istotnie zmienionej
czestosci. Obserwowano brak wystepowania nukleotydu G (p=1,27 x 107*) w pierwszej
pozycji miRNA uwalnianego z ramienia 5’, preferencyjne wyst¢gpowanie nukleotydéw UG na
koncu 5’ czasteczek powstajacych z ramienia 5° (p=4,61 x 10° p=3,44 x 107°), oraz
nadreprezentacje nukleotydow U (p=1,56 x 10~; p=7,76 x 10~*) na koncach 3’ czasteczek
pochodzacych z obydwu ramion prekursora. W grupie heterogennych miRNA wykryto tylko
dwie cechy istotne statystycznie w stosunku do tta (preferencja wystgpowania A w pierwszej
pozycji miRNA uwalnianego z ramienia 3’(p=2,41 x 10*) oraz bardzo niska czesto$é
wystepowania nukleotydu A w drugim nukleotydzie sekwencji odcinanej przez RNaze Dicer

w ramieniu 5 (p=5,33 x 107*)).
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Dzigki przeprowadzonej analizie bioinformatycznej wykryto te cechy sekwencji, ktore
r6znia homogenne i heterogenne miRNA, glownie w miejscu docinania prekursorOw pri-
miRNA przez RNazeg Drosha. Zidentyfikowano zdecydowanie wigcej elementéw sekwencji
charakterystycznych dla homogennych miRNA, niz dla miRNA heterogennych.

We weczesniejszych rozdzialach niniejszej pracy zauwazono, ze w niektorych
przypadkach zmiany sekwencji w miejscu cigcia powodowaly obnizenie efektywnosci
obrobki reagentoéw shmiR. Wyniki analizy bioinformatycznej dla pri-miRNA pozwalaja
natomiast sadzi¢, iz sekwencja w miejscach cigcia przez RNazy moze wplywaé rowniez na

precyzje cigcia pri-miRNA jak i konstruowanych na ich podstawie reagentow shmiR.
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4.3.2. Wplyw zmian sekwencji na precyzje¢ cigcia reagentow shmiR przez RNazy

Drosha oraz Dicer

W kolejnej czegsci pracy podjeto badania w celu wyjasnienia wplywu sekwencji
nukleotydowej na obrobke reagentéw shmiR zaobserwowanego podczas pierwszego etapu ich
konstrukcji. Przeprowadzona analiza miata rowniez pozwoli¢ na okreSlenie znaczenia
wynikow przedstawionej w poprzednim rozdziale analizy bioinformatycznej dla technologii
RNAi. W tym celu skonstruowano zestaw czasteczek zmutowanych z substytucjami
nukleotydowymi wprowadzonymi w poblizu miejsc cigcia pri-miR-136 przez RNazy Drosha

oraz Dicer.

Weczesniejsze analizy typu northern dla reagentow shmiR, wykorzystujacych sekwencje
pri-miR-136 wykazaly wyst¢gpowanie przynajmniej dwoch wariantéw prekursorow shRNA
(krotkich oraz dhuzszych, przesunigtych o +3 nt, co w efekcie powoduje wydluzenie
prekursora ShRNA o maksymalnie 6 nt). Z tego wzgledu podczas konstruowania czasteczek
z mutacjami miejsca cigcia dla RNazy Drosha stworzono dwie serie reagentow (Ryc. 39).
Reagenty z mutacja wprowadzona w pierwszej pozycji krotkiego prekursora shRNA (miejsce
cigcia analogiczne jak w endogennym pri-miR-136) oznaczono jako mutanty Drosha 1,
natomiast reagenty z mutacja wprowadzona w pierwszej pozycji dlugiego prekursora shRNA
(z ktorego powstaja siRNA w wyjsciowym shmiR-136-HD1) oznaczono jako mutanty
Drosha 2. Mutanty miejsca cigcia przez Dicer posiadaja substytucje nukleotydowe ulokowane
tak, ze w zalezno$ci od wariantu prekursora shRNA wystepuja one w miejscu cigcia przez

RNazg Dicer w ramieniu 5’ (w dtugich shRNA) lub w ramieniu 3’ (w krotkich shRNA).

shmiR
pri-miR  Dicer Drosha1 Drosha 2

Ryc. 39. Serie reagentow 7 wprowadzonymi i

substytucjami nukleotydowymi.

Reagenty z mutacjami w miejscu ciecia przez

RNaze Dicer (Ms1-4), Drosha 1 (Ms5-8) oraz él

Drosha 2 (Mq5-8) ’
j 35

I
' 3 ' 3'5 3
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Zestaw testowanych czasteczek zmutowanych (Msl1-8), utworzonych na podstawie
wyjsciowego reagenta shmiR-136-HD1 wraz z wprowadzonymi w nich substytucjami
przedstawiono na Ryc. 40.
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Ryc. 40. Seria czqsteczek Ms1-8 ze zmutowanq sekwencjq w poblizu miejsc ciecia przez RNazy
Drosha (mutanty Drosha 1) oraz Dicer.

Kolorem zZottym zaznaczono substytucje nukleotydowe w poblizu miejsc ciecia Ms1l- Ms4 przez
RNaze Dicer oraz Ms5-Ms8 przez RNaze Drosha. Kolorem czerwonym zaznaczono nukleotydy
zmienione w wyniku wprowadzenia sekwencji SIRNA do pri-miRNA . Szarq liniq oraz symbolem
* zaznaczono zaktadane miejsca ciecia takie jak w pri-miRNA-136, czarnq liniq oraz symbolem
** dodatkowe miejsce ciecia shmiR-136-HD1 na podstawie NGS, niebieska przerywana linia
reprezentuje potencjalne miejsce ciecia W reagentach Ms1-8, takie jak w shmiR-136-HD1.

Czasteczki Ms1-Ms3 posiadaja zmieniong (lub odwrdocona) jedna pare nukleotydow w
poblizu miejsca cigcia przez RNazg Dicer. W przypadku reagenta Ms4 zmienione zostaly
dwie pary nukleotydowe w poblizu miejsca cigcia przez Dicer w celu przerwania dlugiego
ciagu par G:C w tym rejonie (obecnego w czasteczkach Ms2 1 Ms3). Analogicznie czasteczki
Ms5-Ms8 posiadaja mutacje w obrgbie miejsca cigcia przez RNazg¢ Drosha zakladanego na
podstawie endogennego pri-miR-136 (w pierwszej pozycji krotkiego wariantu prekursora
ShRNA - Drosha 1). Czasteczka Ms8 posiada modyfikacj¢ sekwencji, wprowadzajaca wzor
sekwencji nukleotydowej nie wystgpujacy w obrebie miejsca cigcia przez RNazg Drosha
w gldéwnym wariancie homogennych miRNA (na podstawie wynikow analizy

bioinformatycznej (Ryc. 38)).
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Skonstruowany zestaw czasteczek z wprowadzonymi mutacjami zostat przeanalizowany

pod katem zmian w obrdbce przez RNazy Drosha oraz Dicer (Ryc. 41).
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Ryc. 41. Analiza produktow ShRNA oraz siRNA uwalnianych 7 serii reagentow z
mutacjami sekwencji.

A- Analiza typu northern blot wykrywajqca nici wiodgce, B- Wynik rozdziatu prekursorow

shRNA. C-Analiza typu northern blot wykrywajqca nici pasazerskie. L1-oraz L2 — wzorce
dfugosci RNA.

Tak jak si¢ spodziewano analiza czasteczek posiadajacych mutacje miejsca Dicer (Ms1-
4) nie wykazata istotnych roéznic w cigciu czasteczek przez RNaze Drosha (Ryc. 41A).
Zaobserwowano zmiany na etapie docinania reagentow przez RNaze¢ Dicer polegajace na
nieznacznym zwigkszeniu heterogennosci siRNA uwalnianych z konstruktow Ms2 oraz Ms3
(ale nie Msl). W przypadku konstruktu Ms4 zaobserwowano zwigkszenie heterogennos$ci
uwalnianych siRNA i pojawienie si¢ dwoch wariantow siRNA (dodatkowy wariant dtugos$ci
22 nt) w podobnych ilosciach. Zmiana nukleotydowa w reagencie Ms4 miata na celu
rozluznienie struktury trzonu przy pegtli terminalnej. Obserwowany wynik wskazuje, Ze
obecno$¢ stabszej pary A:U w obrgbie ciagu 6 par G:C spowodowata pojawienie sig

dodatkowego miejsca cigcia tej czasteczki przez RNazg Dicer (zmniejszenie precyzji cigcia).
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W analizie czasteczek ze zmutowanym miejscem cigcia przez RNaz¢ Drosha (Drosha 1)
zaobserwowano réznice w profilach produktow shRNA uwalnianych w wyniku cigcia przez
te¢ RNazg¢ (Ryc. 41A). W przypadku reagenta Ms5 obserwowano zwigkszona ilo$¢ krotszego
wariantu prekursora shRNA, natomiast dla Ms6 1 Ms7 zwigkszona ilo$¢ dluzszych wariantow
shRNA. Najwicksza roznice obserwowano w przypadku czasteczki Ms8, gdzie
najprawdopodobniej doszto do przesunigcia miejsca cigcia, a obserwowany jest bardziej
homogenny produkt shRNA, migrujacy jak czasteczki dtuzsze (wariant sShARNA dhuzszy o 4 nt
powstaly w wyniku przesunigcia miejsca cigcia o 2 pz a nie 0 3 pz) (Ryc. 41B). Zmiany
obserwowano réwniez na poziomie uwalniania czasteczek siRNA. Zwigkszenie efektywnosci
powstawania SIRNA w przypadku reagenta Ms5 oraz wzrost heterogennosci uwalnianych
czasteczek siRNA (pojawienie si¢ dodatkowego krotszego wariantu) w przypadku reagenta
Ms8.

Analiza poziomu nici pasazerskich w badanych reagentach (Ryc. 41C) wykazala,
ze tylko w przypadku Msl oraz Ms3 wprowadzone mutacje spowodowaly zwigkszenie
intensywnos$ci ich wykrywania. Sytuacja taka jest mozliwa ze wzgledu na przypuszczalna
zmiang stabilno$ci koncow uwalnianego dupleksu siRNA, zwiazana ze zwigkszona
mozliwo$cia zatrzymywania nici pasazerskiej w kompleksie RISC oraz zwigkszaniem jej
trwalo$ci poprzez wiazanie z biatkami. Taka mozliwos¢ jest bardziej prawdopodobna
w przypadku siRNA powstajacych z krotkich wersji shRNA, bo wtedy wprowadzane
substytucje zmieniaja koncowy nukleotyd siRNA (w najdtuzszym wariancie ShRNA

mutowane nukleotydy ulokowane sa w obrebie odcinanej petli terminalnej) (Ryc. 40).
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Nastepnie zbadano obrobke reagentow Mq5-8 posiadajacych substytucje w pierwszej
pozycji dtugiego prekursora ShRNA (mutanty Drosha 2) (Ryc. 42) analogiczne do substytucji

mutantow Drosha 1.
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Ryc. 42. Seria czqsteczek MQ5-8 ze zmutowanq sekwencjq w pobliiu miejsc ciecia przez
RNaze Drosha (mutanty Drosha 2).

Kolorem zZottym zaznaczono substytucje nukleotydowe w poblizu miejsc ciecia przez RNaze
Drosha. Nukleotydy zmienione w wyniku wprowadzenia sekwencji SiRNA do pri-miRNA-
czerwony kolor. Szarq liniq oraz symbolem * zaznaczono zaktadane miejsca ciecia takie jak w
pri-miRNA-136, czarnq liniq oraz symbolem ** zaznaczono dodatkowe miejsce ciecia shmiR-
136-HD1 na podstawie NGS, niebieska przerywana linia reprezentuje potencjalne miejsce
ciecia W reagentach Mq5-8 takie jak w shmiR-136-HD1.

Wyniki hybrydyzacji typu northern wykazaty (Ryc. 43A i B), ze wprowadzone mutacje
wywotaty zmiany w profilach obserwowanych czasteczek shRNA uwalnianych w wyniku
cigcia przez RNazg Drosha w poréwnaniu do reagenta wyj$ciowego shmiR-136-HD1.

Zaobserwowano, ze intensywno$¢ sygnatu od dtugich wariantéw prekursora wzrosta dla
Mq5, Mq7 oraz Mq8 podczas gdy w przypadku reagenta Mq6 znacznie spadta na korzysc
zwigkszonej intensywnos$ci sygnalu od krotkiego wariantu shRNA w tym konstrukcie (Ryc.

43B). Zaobserwowano rowniez nieznaczne zwigkszenie heterogennosci uwalnianych
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czasteczek siRNA w przypadku reagentow Mq6 oraz Mq7. W przypadku reagenta Mq5
odnotowano rowniez zwigkszenie ilo§ci uwalnianych czasteczek siRNA. Warto podkresli¢, ze
w przypadku serii M@5-8, krotkie wersje prekursoréw shRNA powstajace we wszystkich
konstruktach sa takie same (nie posiadaja substytucji nukleotydowych). Wydaje si¢ zatem, ze
wszystkie obserwowane zmiany po wprowadzeniu substytucji nukleotydowych wynikaja ze
zmienionej obrobki dluzszych prekursorow shRNA. Analiza ekspresji nici pasazerskich (Ryc.
43C) wykazata, ze dla reagentow Mq6 oraz Mq7 ich poziom ulegt obnizeniu. W przypadku

reagenta Mq8 z wigksza intensywnoscia wykrywane sa dwa warianty diugosci nici

pasazerskich.
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Ryc. 43. Analiza produktéow shRNA oraz siRNA uwalnianych z serii reagentéw
z mutacjami sekwencji w miejscu ciecia przez RNaze Drosha (Drosha 2).

A- Analiza typu northern blot wykrywajqca nici wiodqce, B- Wynik rozdziatu prekursorow
shRNA. C-Analiza typu northern blot wykrywajqca nici pasazerskie. L1-oraz L2 — wzorce
diugosci RNA.

Bezposredni wplyw substytucji nukleotydowych w miejscu cigcia przez RNazg¢ Dicer na

pule uwalnianych siRNA jest trudny do okreslenia w przypadku czasteczek posiadajacych
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kilka wariantow prekursorow shRNA (jak w przypadku mutantow shmiR-136-HD1).
Przeprowadzono zatem analiz¢ potwierdzajaca uzyskane wyniki na czasteczce shmiR-mmu-
155-luc, z ktorej uwalniany jest w komorkach tylko jeden zdefiniowany prekursor shRNA.
siRNA uwalniane z tego konstruktu zawieraja jeden gloéwny wariant dlugosci 24 nt,
stanowiacy powyzej 80% odczytow w analizie NGS oraz dwa towarzyszace warianty
dhugosci (Ryc. 21A i Ryc. 22). Cigcie przez RNazg Dicer tej czasteczki w ramieniu 5’
nast¢puje w sasiadujacych pozycjach w obregbie ciagu 4 nukleotydow U, zatem uwalniane
czasteczki posiadaja zawsze koncowy nukleotyd U. Poniewaz nukleotydy U sa preferowane
w koncowej pozycji homogennych miRNA pochodzacych z ramienia 3° prekursora (RYyC.
38A) zaprojektowano warianty zmutowane reagenta shmiR-155-luc, zamieniajac jeden
z nukleotydow U na nukleotyd G, wystepujacy w tej pozycji czgsciej w grupie miRNA
heterogennych (Ryc. 38B). Zmieniono koncowy nukleotyd gtéwnego wariantu siRNA
(reagent 1G) oraz nukleotyd najmniej reprezentowanego wariantu dtugosci 25 nt (reagent 2G)

(Ryc. 44A).
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Ryc. 44. Czqsteczki ze zmutowang sekwencjq w poblizu miejsca cigcia przez RNaze Dicer.
A- Struktury reagentow shmiR. Kolorem czerwonym zaznaczono substytucje nukleotydowe
W miejscu ciecia przez RNaze Dicer. W przypadku reagent a 2G wprowadzono dwie
dodatkowe substytucje w obrebie petli terminalnej w celu zachowania jej struktury. Czarng
liniq zaznaczono gtéwne miejsca ciecia RNazy Drosha o raz Dicer. B- Analiza typu
northern blot oraz prezprowadzona na jej podstawie analiza intensywnosci sygnatow od
poszczegolnych wariantow siRNA L1 oraz L2 — wzorce diugosci RNA.
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Wyniki hybrydyzacji typu northern wykazaty, ze zmiana sekwencji nukleotydowej w
glownym miejscu cigcia przez RNazg Dicer w znaczny sposéb wplywa na precyzje
uwalniania siRNA (Ryc. 44B). Wprowadzenie w ostatniej pozycji miRNA nukleotydu G (1G)
spowodowato zwigkszenie heterogennosci uwalnianych czasteczek siRNA na skutek
zmniejszenia intensywnosci cigcia po nukleotydzie G oraz zwigkszenia intensywnosci cigé
W pozycjach go otaczajacych. Natomiast taka sama substytucja w pierwszej pozycji petli
terminalnej (bgdaca jednoczesnie ostatnia pozycja wariantu siRNA o bardzo niskiej ekspresji)
nie wptyneta znaczaco na uwalnianie gtdwnego wariantu siRNA.

Wyniki powyzszych analiz pokazuja, ze sekwencja nukleotydowa w obrgbie miejsc
cigcia reagentow shmiR moze wplywaé na precyzj¢ ich cigcia przez RNazy, uczestniczac

jednoczesnie w generowaniu réoznorodnych produktow shRNA oraz siRNA.
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4.3.3. Wplyw zmian w sekwencji nukleotydowej na efektywnos$¢ dzialania reagentow

shmiR

Ostatnim elementem charakterystyki czasteczek z wprowadzonymi mutacjami
sekwencji bylo sprawdzenie efektywnosci ich dziatania w wyciszaniu sekwencji docelowe;.
Analizy te zostatly wykonane w systemie lucyferazowym, a uzyskane wyniki przedstawiono

na Ryc. 45.
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Ryc. 45. Analiza efektywnosci dzialania reagentow 7 mutacjami sekwencji w miejscach
ciecia przez RNazy.

Analiza w systemie lucyferazowym. Przyjete oznaczenie kolorystyczne: odcienie koloru
pomaranczowego — testowane reagenty shmiR (mutanty Dicer —Ms1-4, mutanty Drosha 1
Ms5-8 oraz mutanty Drosha 2 Mq4-8), kolor szary - kontrolne siRNA syntetyczne w dwdch
stezeniach 20nM oraz 50nM, czarny- kKontrole nietraktowane RNAi; NC - pusty wektor

ekspresyjny, C-kontrola nietraktowana; 136-HD! oznacza reagent wyjsciowy shmiR-136-
LN

Istotne statystycznie zmiany aktywnosci W stosunku do wyjsciowego reagenta shmiR-
136-HD1 stwierdzono w czterech przypadkach. Utrate aktywno$ci czasteczek siRNA
uwalnianych z reagentéw zmutowanych zaobserwowano w przypadku czasteczek Ms6 oraz
Ms7 posiadajacych substytucje w pierwszej pozycji krotkiego prekursora shRNA. Reagenty te
charakteryzuja si¢ rowniez zmienionymi wzorami uwalnianych prekursoréw shRNA (Ryc.
41A i B). Wprowadzone w nich mutacje dotyczyly zmiany pary A:U w poblizu miejsca cigcia

przez RNazg Drosha na pary G:C lub C:G. Jest zatem prawdopodobne, Zze obserwowane
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dojrzate czasteczki siRNA powstaja w tych konstruktach gtownie z dluzszych wers;ji
prekursora shRNA (analogicznie jak w reagencie wyjSciowym). Wowczas Utrata
efektywnosci ich dzialania zwigzana jest najprawdopodobniej z wystgpowaniem
wprowadzonej mutacji (niesparowania z sekwencja docelowa) w pozycji czwartej, a nie
pierwszej nici wiodacej siRNA, co moze w znacznym stopniu ostabia¢ ich aktywnosc.
Obnizony efekt wyciszania genu docelowego zaobserwowano réwniez dla czasteczek
zmutowanych Mq7 oraz Mq8, posiadajacych substytucje w pierwszej pozycji dlugiego
prekursora sShRNA.

Nieznaczne (nieistotne statystycznie) pogorszenie efektywnosci dziatania czasteczki
Msl mozna powiaza¢ ze zwigkszona aktywnoscia nici pasazerskiej pochodzacej z tego
reagenta (Ryc. 41C). Co ciekawe, nie zaobserwowano zmian w efektywno$ci wyciszania
sekwencji docelowych przez reagenty Ms4 i Ms8, ktore wykazywaly najwigksze roznice

w komoérkowej obrobcee przez RNazy Drosha oraz Dicer.

Zebrane wyniki badan, dotyczacych znaczenia sekwencji nukleotydowej dla obrobki
reagentow shmiR pokazuja, ze w niektorych sytuacjach dyskretne zmiany nukleotydow
w obregbie miejsc cigcia dla RNazy Drosha i Dicer wplywaja na przebieg tego procesu
w komorkach 1 w efekcie na uwalnianie r6znych produktow shRNA oraz siRNA. Analiza
efektywnosci dziatania reagentdéw z wprowadzonymi zmianami sekwencji wykazala,
ze niektore modyfikacje sekwencji moga znosi¢ aktywnos$¢ reagentow shmiR w stosunku do
sekwencji doceloweyj.

Uzyskane wyniki pokazuja, iz sekwencja w miejscach cigcia reagentow shmiR bedaca
jednoczesnie miejscem styku naturalnej sekwencji pri-miRNA 1 wstawki siRNA jest waznym
elementem, wpltywajacym na pulg¢ uwalnianych w komoérce siRNA. Jest to rOwniez czynnik,
ktory nalezy bra¢ pod uwagg przy opracowywaniu algorytmoéw do projektowania

efektywnych reagentow technologii RNA.
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IV.DYSKUSJA

W niniejszej pracy doktorskiej opisano kompleksowa analiz¢ roznych reagentoéw shmiR,
wykorzystywanych w technologii interferencji RNA. Stosowanie tych czasteczek
zaproponowano ponad dziesi¢¢ lat temu i mimo iz podlegaly one licznym procesom
optymalizacyjnym wiele aspektow zwiazanych z ich funkcjonowaniem pozostaje wciaz nie
zglebionych.

Czasteczki shmiR uwazane sa za jedne z bardziej bezpiecznych reagentéw technologii
RNAI (Borel i wsp. 2011). Wiaczaja si¢ one do endogennej $ciezki biogenezy miRNA na jej
wczesnym etapie, dzigki czemu uwalniane z nich siRNA pojawiaja si¢ w komorkach w
bardziej naturalny sposob, podobnie do endogennych miRNA. Wewnatrzkomorkowa
ekspresja oraz wieloetapowy proces dojrzewania reagentdéw shmiR umozliwia znaczne
obnizenie efektu wysycania bialek zaangazowanych w powstawanie czasteczek miRNA przez
reagenty RNAIi. Analizy poziomow endogennych miRNA przeprowadzone w niniejszej pracy
oraz dane literaturowe (Castanotto i wsp. 2007; Maczuga i wsp. 2014) pokazuja, ze reagenty
shmiR nie doprowadzaja do globalnych zmian w poziomach tych waznych czasteczek
regulatorowych. Z tego wzgledu ciesza si¢ duzym powodzeniem w podejsSciach zwiazanych
z wyciszaniem ekspresji genéw Iin vivo, shuzacych opracowaniu podejs¢ terapeutycznych
wielu chorob cztowieka.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze na funkcjonowanie reagentow shmiR
W komoérkach moze mie¢ wpltyw wiele czynnikow tj. wybrany pri-miRNA no$nikowy,
warunkujacy strukturg¢ czasteczki, obecno$¢ elementéw rozluzniajacych strukturg trzonu,
sekwencja nukleotydowa w miejscach cigcia reagentow przez RNazy oraz przyjmowana
struktura przestrzenna. Innymi aspektami waznymi przy projektowaniu reagentow shmiR jest
rowniez dhugos¢ zastosowanych sekwencji otaczajacych, wtasciwosci petli terminalnej czy

umieszczenie sekwencji siRNA w ramieniu 5’ lub 3’ prekursora (Ryc. 46).
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pri-miRNA nos$nikowy siRNA petla terminalna
-dlugosé i struktura -ramie z nicig wiodaca -wielkos¢ | wlasciwosci
sekwencji otaczajgcych -dhugos$cé trzonu petli
5

jednoniciowe

sekwencje
otaczajgce
3 zlaczenie wstawka siRNA petla
ss/ds RNA ShRNA '

-motywy strukturalne

-struktura przestrzenna
-sekwencja nukleotydowa w miejscach ciecia

Ryc. 46. Elementy wazine przy projektowaniu reagentow shmiR. W ramce zaznaczono
elementy, ktorych znaczenie dla precyzji obrobki reagentow shmiR wykazano w niniejszej
pracy.

Istotnym aspektem tworzenia reagentéw shmiR jest rdwniez wybranie oraz sposéb
wstawienia odpowiedniej sekwencji siRNA do prekursora nos$nikowego. Bardzo czgsto
wprowadzane do regentow shmiR sa sekwencje wykazujace wysoka aktywnos¢ jako
syntetyczne siRNA. Pojawia si¢ jednak pytanie: czy kazda czasteczka efektywnego siRNA
bedzie ulegata efektywnemu uwalnianiu w komorkach z kazdego pri-miRNA i czy zmiany
zwiazane z jej ekspresja z wektora i komérkowa obrobka nie wplyna na jej aktywnos¢. Z tego
wzgledu wazne jest aby szczegdlowo poznaé czynniki wplywajace na obrobke reagentow
shmiR aby moc kontrolowaé precyzje oraz efektywnos¢ uwalniania z nich czasteczek siRNA

w komorkach.
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1. Charakterystyka reagentow shmiR, wykorzystujacych najczeSciej stosowane
nosnikowe pri-miRNA (pri-miR-30a oraz pri-miR-155)

Najczesciej wykorzystywane w konstrukcji reagentow shmiR hsa-pri-miR-30a oraz
mmu-miR-155 stosowane sg juz od ponad dziesigciu lat (Zeng i wsp. 2002; Zeng i Cullen
2005; Chung i wsp. 2006). Od czasu ich zaproponowania wiedza dotyczaca biogenezy
miRNA znacznie si¢ poszerzyta i poznano wiele nowych czasteczek miRNA. Nie wiadomo
jednak, czy posrod nowopoznanych miRNA nie ma lepszych pri-miRNA no$nikowych.
Jak dotad nie przeprowadzono systematycznej analizy poréwnawczej, mogacej daé
odpowiedz na pytanie w jakim stopniu pri-miR-30a oraz pri-miR-155 spehniaja kryteria
optymalnych no$nikéw do projektowania na ich podstawie reagentow shmiR i czym
charakteryzuja si¢ uwalniane z nich siRNA. Aby odpowiedzie¢ na te pytania w niniejszej
pracy zastosowano jednolity system eksperymentalny, pozwalajacy na monitorowanie
poszczeg6lnych etapow obrobki reagentdow shmiR z wykorzystaniem dwdch uzupetniajacych
si¢ metod badawczych hybrydyzacji typu northern oraz NGS. Przeprowadzone badania
pozwolity na scharakteryzowanie puli krotkich RNA uwalnianych z hsa-pri-miR-30a, mmu-
pri-miR-155 oraz z hsa-pri-miR-21, do ktorych wprowadzono po trzy rézne wstawki siRNA.
Analizie poddano zaréwno efektywnos¢ cigcia reagentdéw shmiR na obu etapach ich obrobki
jak i scharakteryzowano uwalniane siRNA pod wzglgdem jako$ciowym oraz ilosciowym.

W pierwszej kolejnosci wykazano, ze z naturalnych pri-miRNA zar6wno endogennych
jak 1 pochodzacych z nadekspresji uwalniana jest w komorkach heterogenna pula miRNA
(Ryc. 13). Zaprojektowane na podstawie tych prekursorow reagenty shmiR wydajnie
uwalniaja w komorkach rowniez niejednorodne czasteczki siRNA (Ryc. 21 i Ryc. 22),
efektywnie wyciszajace ekspresje genow docelowych (Ryc. 24). Zaobserwowano, ze
efektywnos¢ uwalniania siRNA jak i stopien ich heterogennosci jest rézny w zaleznos$ci od
konstrukcji reagenta (potaczenia wstawki siRNA z pri-miRNA). Zastosowanie nowoczesnej
technologii NGS umozliwito poznanie sekwencji uwalnianych czasteczek SIRNA oraz
odtworzenie miejsc cigcia reagentdow shmiR przez RNazy Drosha oraz Dicer. Pokazano, ze w
przypadku reagentéw shmiR podobnie jak dla miRNA (Morin i wsp. 2008; Warf i wsp. 2011;
Starega-Roslan i wsp. 2015) konce 5° siRNA generowane przez domeng RIIIB RNazy Drosha
sa bardziej homogenne niz konce 3’ generowane przez domeng RIIIB RNazy Dicer. Zatem
heterogennos¢ siRNA obserwowana w wynikach hybrydyzacji typu northern zwiazana jest
najczesciej z réznymi koncami 3’ nici wiodacych siRNA. Istnieje ryzyko ze czg$ciowo na

pulg analizowanych czasteczek siRNA oraz miRNA moga mie¢ wpltyw preferencje wiazania
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biatek AGO oraz modyfikacje koncow czasteczek RNA. Doniesienia o preferencyjnym
wigzaniu przez biatka AGO miRNA posiadajacych nukleotydy U lub A na koncu 5’ (Frank i
wsp. 2010), zwracaja uwage na mozliwo$¢ zwigkszenia stabilnos$ci zwigzanych wariantow
miRNA w komorce 1 ich preferencyjne wykrywanie. Inni autorzy wykazali jednak, ze miRNA
wystepuja w komoérkach w znacznym nadmiarze w stosunku do biatek AGO oraz ze
czasteczki nie zwiazane przez biatko (lecz oddzialujace z sekwencja docelowa) sa w
komorkach stabilne, co umozliwia ich detekcje metoda northern (Janas i wsp. 2012). Wyniki
te pozwalaja sadzi¢, ze dane uzyskane w analizie NGS odzwierciedlaja realne proporcje
powstawania r6znych wariantow SIRNA w komorkach. Ze wzgledu na zjawisko modyfikacji
koncow krotkich RNA, w niniejszej pracy we wszystkich przedstawianych analizach NGS
wykryte sekwencje miRNA oraz siRNA posiadajace nukleotydy ,,nie-matrycowe” nie byty
brane pod uwagg. Istnieje jednak ryzyko, ze w czgsSci modyfikacji dodawany nukleotyd jest
przypadkowo zgodny z sekwencja prekursora. Na podstawie danych literaturowych (Newman
i wsp. 2011; Wyman i wsp. 2011) mozna jednak stwierdzié, ze jest to na tyle niewielka grupa
przypadkow iz nie zaburza ona istotnosci uzyskanych wynikow.

Wyniki przeprowadzonych analiz wykazaly, Zze wzor siRNA uwalnianych z reagentow
shmiR zalezy zarowno od zastosowanego pri-miRNA no$nikowego jak i od sekwencji
wstawki siRNA, a pula uwalnianych czasteczek jest wypadkowa potaczenia tych dwoch
elementow. Wykazano, ze zar6wno siRNA o wysokim jak i1 niskim stopniu heterogennosci
wykazywaly podobna efektywno$¢ wyciszania genu docelowego w typowym zastosowaniu
technologii RNAi. Dlatego wydaje sig, ze najcze$ciej stosowane prekursory nosnikowe hsa-
pri-miR-30a oraz mmu-pri-miR-155, z ktorych uwalniane sa siRNA o ro6znej heterogennosci
stwarzaja duze szanse na skonstruowanie efektywnie dzialajacych reagentow shmiR dla
wigkszosci zastosowan RNAi. Pomimo, iz prekursory te nie wykazuja ewidentnych réznic w
funkcjonowaniu reagentow shmiR nalezy mie¢ na uwadze, ze w przypadku pri-miR-155
istnieja dodatkowe aspekty, ktore moga w niektorych przypadkach w znaczny sposob
zmienia¢ dzialanie wykorzystujacych go reagentow shmiR. Wiadomo, ze komorkowa
obrobka pri-miR-155 kontrolowana jest przez biatko KSRP (ang. K homology Splicing
Regulatory Protein) promujace obydwa etapy docinania przez RNazy (Ruggiero i wsp. 2009).
Zwiazanie biatka KSRP wystgpuje w obregbie motywu sekwencji w rejonie petli terminalne;j.
Dodatkowo miR-155 uczestniczy w odpowiedzi immunologicznej komoérek zwiazanej
Z obecnoscia endotoksyny bakteryjnej LPS (lipopolisacharyd). Istnieje zatem ryzyko
ze obrobka reagentow shmiR, wykorzystujacych pri-miR-155 begdzie bardzo zmienna

w zalezno$ci od rodzaju komorek, ich fizjologii oraz warunkéw stresowych, zwiazanych
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chociazby z zabiegiem transfekcji. Dodatkowo obrobka takich reagentdéw moze byc
zmieniona w liniach komoérkowych lub organizmach modelowych chordb zwiazanych
z zaburzeniami komorkowej odpowiedzi immunologiczne;.

Wyniki przeprowadzonych analiz wykazaty, ze w przypadku pri-miR-21 brak precyzji
podczas generowania siRNA na etapie ci¢cia przez RNaze Drosha prowadzi do powstawania
wariantow siRNA ze zmienionym koncem 5° (Ryc. 22). Oznacza to, ze w niektorych
przypadkach specyficzny konstrukt jakim jest reagent shmiR moze wywola¢ zmiang precyzji
ciecia oraz uwolnienie sekwencji siRNA ze zmienionym koncem 5’ oraz przesunigtym
regionem zrodtowym. Takie zalezne od sekwencji efekty off-target moga znieksztatcad
wyniki badan z wykorzystaniem reagentow shmiR oraz prowadzi¢ do bl¢dnych interpretacji
obserwowanych wynikow, przypisujac je efektom specyficznego wyciszenia genu
docelowego. Zmiana sekwencji koncow czasteczek siRNA moze roéwniez wptywaé na wybor
aktywnej nici wprowadzanej do kompleksu RISC, dodatkowo zwigkszajac pulg regulowanych
w komorce genow.

Prekursory nosnikowe pri-miR-30a oraz pri-miR-155 pomimo ich ulepszania na
przestrzeni lat, majacego na celu zwigkszenie efektywnosci uwalniania siRNA oraz
poprawienie profilu tadowania odpowiedniej nici do kompleksu RISC (Rhee i wsp. 2009;
Fellmann i wsp. 2013; Myburgh i wsp. 2014) wciaz nie sa doskonate. Ich gldwna wada jest
brak mozliwosci kontrolowania uwalnianej sekwencji siRNA oraz zwigkszone ryzyko
wywotywania efektow ubocznych zaleznych od sekwencji typu ,,0ff-target” (Boudreau i wsp.
2013). Natomiast w szczegdlnych zastosowaniach RNAi, w ktorych waznym aspektem jest
homogenno$¢ uwalnianych siRNA stosowanie tych prekursorow nosnikowych wymaga
dalszej optymalizacji lub zastapienia ich innymi pri-miRNA, zapewniajacymi wyzsza

homogenno$¢ uwalnianym czasteczkom siRNA.
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2. Znaczenie homogennosci miRNA oraz siRNA

Wyjasnienie dlaczego niektore miRNA sa homogenne podczas gdy zdecydowana
wigkszos¢ tych czasteczek jest heterogenna wymaga odpowiedzi na podstawowe pytanie. Czy
»precyzja” cigcia prekursorow miRNA skutkujaca uwalnianiem homogennych czasteczek jest
sytuacja idealna do ktérej dazy ,,jeszcze nie doskonata” maszyneria biogenezy miRNA?
A moze jest wreez przeciwnie? Moze homogenne miRNA sa rzadkoscia, wynikajaca z ich
niedopasowania do §wietnie dziatajacego systemu ekspresji miRNA jako réznych wariantow
izomiréw pochodzacych z tego samego prekursora? W $wietle dzisiejszej wiedzy, gdzie
funkcjonalno$¢ izomir6w na réznych etapach rozwoju i w réznych typach komorek zostata
dowiedziona (Fernandez-Valverde i wsp. 2010; Tan i1 wsp. 2014) trudno uwazaé
heterogenno$¢ miRNA za swego rodzaju nieporzadany efekt uboczny. Heterogennos¢
miRNA jest rowniez korzystna z punktu widzenia ekonomii komérki, bo z jednego genu pri-
miRNA moga by¢ wytworzone rdzne czasteczki, pelniace inne funkcje regulatorowe. Zatem
wydaje si¢, ze precyzyjnie wycinane w komodrkach miRNA posiadaja pewne cechy
uniemozliwiajace RNazom cigcie w kilku sasiadujacych pozycjach. Analizowany w pracy pri-
miR-136 jest dobrze zachowany pomigdzy organizmami, co moze sugerowaé, ze jego Scisle
okreslona budowa (wlasciwosci struktury lub sekwencji) zapewnia mu bardzo precyzyjna
obrobke.

Homogenno$¢ powstajacych czasteczek siRNA ma najwigksze znaczenie
w specyficznych zastosowaniach technologii RNAI, takich jak celowanie w regiony
zawierajace warianty SNP lub STR. Celem takich strategii jest uzyskanie alleloselektywnego
wyciszania tylko jednego z dwoch wariantow genu, na podstawie rdznic pojedynczych
nukleotydéw lub dlugosci ciagu sekwencji powtorzonych (Fiszer i Krzyzosiak 2014). W
takich przypadkach odpowiednie pozycje niesparowan nici wiodacej siRNA z sekwencja
docelowa umozliwiaja dyskryminacje pomigdzy allelami, przez co sa kluczowe dla
powodzenia strategii wyciszania (Ryc. 47). Obecno$¢ réznych wariantow aktywnych
czasteczek w puli heterogennych siRNA prowadzi do utraty dyskryminacji pomigdzy
allelami, poniewaz nawet niewielkie przesunigcie miejsc cigcia reagentow shmiR moze
powodowa¢ zmiang lokalizacji kluczowych niesparowan siRNA z sekwencja docelowa
(Scholefield i wsp. 2009; Fiszer i wsp. 2013). Z tego wzgledu heterogenne siRNA moga
powodowac oslabienie alleloselektywnosci poprzez wyciszanie allelu normalnego lub

obnizenie wyciszania allelu zmutowanego.
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Strategie alleloselektywne

A Celowanie w regiony SNP B Celowanie w regiony STR
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Ryc. 47. Rozréinianie pomiedzy normalnym a zmutowanym wariantem transkryptu
W alleloselektywnym wyciszaniu ekspresji genow.

A- celowanie w regiony SNP. Ekspresja wariantu zmutowanego jest wyciszana przez w petni
komplementarne SiRNA, dzialajqce w obrebie RISC. W przypadku wersji normalnej genu
obecnosc¢ polimorficznego nukleotydu powoduje wystepowanie niesparowania w pozycji
centralnej z siRNA uniemozliwiajqc wyciszanie. W przypadku wariantu siRNA o przesunietej
sekwencji dyskryminujqce niesparowanie przestaje ochraniaé¢ normalnq wersje transkryptu
przed jego wyciszaniem przez RISC. B- celowanie w regiony STR. Ekspresja wariantu
zmutowanego wyciszana jest przez kooperatywne wiqzanie kilku nie w  pelni
komplementarnych czqsteczek siRNA wraz z kompleksami RISC. W przypadku wersji
normalnej genu zwiqzaniu ulega tylko jeden kompleks siRISC, co nie wystarcza do
zahamowania jego ekspresji. W przypadku wariantow siRNA z przesunietq pozycjq
niesparowan z sekwencjq docelowq nastepuje zwykle ostabienie wiqzania z transkryptem
oraz utrata wyciszania jego ekspresji przez kompleksy siRISC.
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3. Wplyw elementéw struktury na sposéb obrébki reagentow shmiR

Pierwotne prekursory miRNA wykazuja podobny zestaw cech, dzigki ktérym
rozpoznawane sg przez komponenty biatkowe szlaku biogenezy miRNA. W budowie tych
czasteczek wystepuja jednak pewne roznice, dotyczace struktury sekwencji otaczajacych,
wielkosci petli terminalnej oraz liczby i ulokowania motywdw rozluzniajacych trzon tych
czasteczek (Kozlowski i wsp. 2008). To zréznicowanie budowy prekursoréw miRNA
znajduje odzwierciedlenie w sposobie ich obrobki w komorkach (Starega-Roslan i wsp.
2011a). Wplyw struktury prekursorow na obrobke jest rowniez wazny z perspektywy
tworzonych z ich wykorzystaniem reagentow shmiR. Wyniki niniejszej pracy potwierdzity,
ze podobnie jak miRNA czasteczki siRNA powstaja z reagentow shmiR z rdzna
efektywnoscia i uwalniane sa w postaci puli nieznacznie rdznigcych sig¢ wariantow.
Wykazano réwniez, ze z nos$nikowych pri-miRNA o rdéznej strukturze ten sam siRNA
uwalniany jest w postaci puli czasteczek siRNA dlugosci od 21-24 nt o réznych wzorach
heterogennosci.

Istotnym elementem struktury waznym dla efektywnosci cigcia pri-miRNA przez
RNaz¢ Drosha jest rozluznienie helisy dsRNA w obregbie miejsca cigeia. Wykazano,
iz efektywnos$¢ cigcia ulega znacznemu obnizeniu po zwigkszeniu stabilnosci struktury w tym
rejonie (Quarles i wsp. 2013). Wyniki tych badan sa zgodne z wynikami przedstawianymi w
niniejszej pracy, dotyczacymi porOwnania reagentow shmiR, konstruowanych
z zastosowaniem ludzkiego oraz mysiego wariantu pri-miR-155. Badanie to miato na celu
wyjasnienie czy faktycznie stosowanie mysiego nosnikowego pri-miRNA w ludzkich
komorkach jest lepiej uzasadnionym podejsciem niz wykorzystanie jego ludzkie; wers;ji.
Jedna z istotnych réznic pomigdzy tymi pri-miRNA jest stabilno$¢ struktury bezposrednio
ponizej miejsca cigcia przez RNaze Drosha (Ryc. 15). W wariancie mysim struktura ta jest
bardziej rozluZniona przez obecno$¢ dwunukleotydowego asymetrycznego wybrzuszenia,
natomiast w wariancie ludzkim dwie niekanoniczne pary typu ,,wobble” w tym rejonie nie
wywotuja tak si¢ silnego rozluznienia struktury. Poréwnanie obrobki reagentow shmiR,
tworzonych na podstawie tych wersji pri-miRNA pokazuje, ze wariant mysi docinany jest
przez RNazg Drosha z wigksza efektywnoscia niz jego ludzki odpowiednik. Uzyskane wyniki
potwierdzity, ze stosowany najczgs$ciej w technologii RNAi wariant mysi w wigkszym
stopniu speinia wymogi stawiane reagentom shmiR.

Wydaje si¢ ze struktura czasteczek moze mie¢ rowniez istotne znaczenie dla precyzji

ich cigcia przez RNazy. Podczas poszukiwan prekursorow miRNA umozliwiajacych
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ekspresje homogennych siRNA zaobserwowano, ze wigkszo$¢ z ~30 kandydatow
charakteryzujacych si¢ precyzyjna obrobka posiadata podobnie ulokowane miejsce cigcia
przez RNazg Dicer. Homogenne miRNA powstajace z ramienia 5’ prekursora powstawaty w
wyniku cigcia domeny RIIIB Dicer w pierwszej pozycji petli terminalnej. Obserwacja ta jest
zgodna z wynikami analizy bioinformatycznej (Starega-Roslan i wsp. 2015) wykazujacej,
iz w grupie homogennych miRNA, powstajacych z ramienia 5’ prekursora cigcie definiujace
koniec 3’ czasteczek zachodzi najczg$ciej w obrebie rozluznionego motywu strukturalnego.
Roéwniez wyniki badan eksperymentalnych wskazuja, ze cigcie przez RNaze Dicer
W ramieniu 3’ prekursora jest precyzyjne jezeli wystepuje w odleglosci dwoch nukleotydow
od petli terminalnej lub wewngtrznej (Gu i wsp. 2012). Wowcezas w celu zachowania
dwunukleotydowych wystajacych koncow 3’ cigcie w ramieniu 5’ wystepuje w pierwszej
pozycji petli terminalne;.

Wyniki te posrednio wspieraja rowniez ustalenia innych badaczy o znaczeniu
odpowiedniego dystansu pomigdzy elementami struktury prekursoréw dla precyzji ich
obrobki. Przyjmuje sig¢, ze miejsce cigcia przez RNazg Drosha zlokalizowane jest
w odlegtosci okoto jednego skretu helisy dsRNA od ztaczenia ss/dsRNA (Han i wsp. 2006).
Najnowsze prace pokazuja jednak, ze dystans wyznaczajacy to miejsce cigcia mierzony jest
nie tylko od podstawy struktury spinki ale rowniez od p¢tli terminalnej (Ma i wsp. 2013) lub
petli wewnetrznych (Burke i wsp. 2014). Autorzy wykazali, ze odpowiedni dystans pomigdzy
ztaczeniem ss/dsRNA a petla terminalng prekursora zapewnia precyzyjne cigcie przez RNaz¢
Drosha w jednej pozycji, natomiast gdy dystans ten nie jest optymalny cigcia moga
wystepowaé w sasiadujacych pozycjach, generujac niejednorodna pule produktow (Ma i wsp.
2013). Druga grupa badawcza zwrécita dodatkowo uwage na mozliwos¢ uczestniczenia petli
wewnetrznej w okre$leniu miejsca cigcia przez RNaze Drosha (Burke i wsp. 2014). Autorzy
zmieniali potozenie petli wewngtrznej 1 wykazali, ze dla réznych prekursoréw moze
dominowa¢ inny sposOb wyznaczania miejsca cigcia poprzez preferencyjne odmierzanie
dystansu od jednego z elementow strukturalnych. W przypadku niektérych czasteczek
miRNA obserwowali oni cigcie w stalej pozycji wzgledem przesuwanej petli wewnetrzne;j
(Burke i wsp. 2014). Wynik ten moze sugerowac uczestniczenie elementow strukturalnych w
obrgbie trzonu czasteczek w wiazaniu elementéw kompleksu Mikroprocesora, a w
konsekwencji w wyborze miejsca cigcia przez RNazg Drosha. Analizy wplywu elementow
strukturalnych na proces obrobki reagentéw shmiR prowadzone byly na zestawie czasteczek
wykorzystujacych pri-miR-136 i posiadajacych taka sama dlugo$¢ trzonéw oraz tg¢ sama

pozycje petli wewnetrznej, a mimo to obserwowane jest zroznicowanie miejsca jak i
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heterogennosci cigcia przez RNaze Drosha. Skrdocenie dtugosci czasteczek miato miejsce
tylko w przypadku reagentéw (M1 oraz M3) pozbawionych asymetrycznego
jednonukleotydowego wybrzuszenia, ktére jednak nie zmienia dlugosci trzonu czasteczki
liczonego w parach zasad.

Podczas konstruowania pierwszego reagenta shmiR (shmiR-136-HD1) na podstawie
pri-miR-136, wymieniono dupleks miRNA/miRNA* na sekwencje siRNA, pozostawiajac
obecne w prekursorze motywy rozluzniajace strukture (trojnukleotydowa petle wewngtrzna
oraz jednonukleotydowe wybrzuszenie). Jednak pomimo zastosowanych zabiegéw uzyskany
reagent shmiR posiada dodatkowe miejsca cigcia przez RNaze¢ Drosha i uwalniana jest
Z niego pula prekursorow shRNA (wzér 143 obserwowany rowniez w przypadku czasteczek
zmutowanych czy uwalniajacych inne sekwencje siRNA). Najprawdopodobniej przyczyna tej
zmiany byla zwigkszona stabilno$¢ struktury trzonu reagenta shmiR w stosunku do
wyjsciowego pri-miRNA-136, zwiazana z obecnoscia silnych par G:C (ciag czterech par w
poblizu petli terminalnej, oraz trzech pomigdzy motywami strukturalnymi (Ryc. 28A). Wynik
ten pokazuje, ze tworzenie reagentow shmiR, polegajace na wymianie sekwencji miRNA na
sekwencje wstawki siRNA skutkuje stworzeniem zupelnie nowej czasteczki, ktorej obrobke
nie zawsze mozna w prosty sposob przewidzie¢. Pomimo obserwowanych kilku wariantow
powstajacych prekursorow shRNA reagent ten z wysoka efektywnoscia uwalnia homogenne
czasteczki siRNA o przesunigtej sekwencji. Obecnos¢ tylko jednego gltownego wariantu
siRNA uwalnianego z shmiR-136-HD1 oznacza zatem, ze jeden z produktéw cigcia przez
Drosha (najdtuzszy uwalniany wariant shRNA) podlega preferencyjnie dalszej obrobee przez
RNazg¢ Dicer i jest dla niej lepszym substratem niz naturalny pre-miR-136. Poniewaz w
prowadzonych badaniach nie zaobserwowano zjawiska silnego wysycenia bialek
zaangazowanych w biogenez¢ miRNA jest malo prawdopodobne, Ze brak obrobki niektorych
wariantow shRNA wynika z niedostgpnosci wolnej RNazy Dicer. Przyczyna tej sytuacji moze
by¢ zatem nieefektywny eksport pozostatych shRNA z jadra do cytoplazmy zwiazany z r6zna
struktura koncoéw powstajacych czasteczek. Trzy diugie warianty shRNA r6znig sig o jeden
nukleotyd, co oznacza, Ze nie wszystkie maja zachowane dwunukleotydowe wystajace konce
3°, preferowane przez biatko transportowe Eksportyng-5 (Okada i wsp. 2009). Mozliwe
rébwniez, ze pozostale warianty shRNA po przedostaniu si¢ do cytoplazmy nie sa
rozpoznawane jako substraty RNazy Dicer, nie podlegaja zatem dalszej obrobce do siRNA.
Wyniki te sa sprzeczne z panujacym przekonaniem, ze to RNaza Drosha decyduje
0 skierowaniu czasteczek na §ciezkg biogenezy miRNA a RNaza Dicer mniej selektywnie tnie

dostarczone przez RNazg Drosha substraty (Feng i wsp. 2011). Nalezy jednak zauwazy¢,
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ze testowane w pracy reagenty shmiR nie wystepuja w naturze i moga posiada¢ dodatkowe,
niepoznane dotad cechy wptywajace na efektywno$¢ ich obrobki.

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze samo zastosowanie pri-miRNA no$nikowego
uwalniajacego w komorkach homogenne miRNA nie gwarantuje zachowania precyzji obrobki
reagentow shmiR skonstruowanych na jego podstawie, moze jednak ulatwia¢ (jak w tym
przypadku) zachowanie homogenno$ci uwalnianych czasteczek siRNA. Z tego wzgledu w
niniejszej pracy sprawdzono jakie cechy pri-miR-136 warunkuja uwalnianie z niego
homogennych czasteczek siRNA. W pierwszej kolejnosci zbadano wpltyw elementow
rozluzniajacych strukturg trzonu czasteczek shmiR poprzez sprawdzenie czy sa one wazne dla
efektywnej i precyzyjnej obrobki tych czasteczek w komorkach. Struktura analizowanych
czasteczek zmutowanych MI1-M3, modyfikowana byla tak, aby posiadaly one kolejno

usuwane motywy strukturalne, az do w petni sparowanego trzonu (Ryc. 30).

3.1. Znaczenie jednonukleotydowego wypetlenia

Wyniki analizy potwierdzity wptyw jednonukleotydowego wypetlenia pochodzacego
ze struktury pri-miR-136, na sposob docinania reagentoéw shmiR przez RNazg Dicer, a tym
samym na finalng dtugo$¢ generowanego produktu siRNA (Starega-Roslan i wsp. 2011b).
Wedtlug autoréw wybrzuszenia tego typu nie sa brane pod uwage (nie liczone) przy
odmierzaniu odpowiedniego dystansu do wyznaczenia miejsca cigcia przez RNazg¢ Dicer.
Efekt ten, obserwowany jest jako skrdcenie uwalnianych czasteczek siRNA w reagentach
pozbawionych jednonukleotydowego wybrzuszenia (M1 oraz M3). Uzyskane w niniejszej
pracy wyniki wskazuja rowniez na istotny wplyw asymetrycznego wybrzuszenia na wybor
substratow przez RNazg¢ Dicer. We wszystkich przypadkach (shmiR-136-HD1, M1-M3)
obserwujemy powstawanie dlugich 1 kréotkich wariantéw shRNA, w ktéorych wybrzuszony
nukleotyd (jezeli obecny) znajduje si¢ w pozycji 5 lub w (jak w najdluzszym wariancie
shRNA) w pozycji 8. Co ciekawe, w przypadku reagentdw posiadajacych wybrzuszenie
docinany jest tylko dtugi prekursor shRNA, natomiast w przypadku czasteczek pozbawionych
wybrzuszenia z r6zng efektywnoscia docinane sa wszystkie warianty shRNA. Wydaje sig
zatem, ze to wystgpowanie wybrzuszenia w pozycji 5 prekursora shRNA jest cecha
niepreferowana przez RNaze Dicer (Ryc. 48). Swiadczyé o tym moze réwniez opisana w
literaturze bardzo niska czgsto$¢ wystgpowania wybrzuszen w tej pozycji obserwowana tylko
w pigciu przypadkach sposrod analizowanych ~460 pri-miRNA, z ktérych ~150 posiadato
asymetryczne wybrzuszenia tego typu (Kozlowski i wsp. 2008).
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W krotkim wariancie shRNA, tak jak w ShRNA ShRNA
z wybrzuszeniem bez wybrzuszenia

endogennym pre-miR-136, wybrzuszony
nukleotyd znajduje si¢ w pozycji 5, natomiast O O
petla wewngtrzna tworzona jest przez nukleotydy
11, 12, oraz 13 liczone od miejsca cigcia przez ( ) ( g
RNaz¢ Drosha w ramieniu 5° prekursora miRNA. | 5pt 8nt
Co ciekawe istotnos¢ niesparowanych

p ¢

nukleotydow w pozycjach 5, 9-12 zostala

potwierdzona dla efektywno$ci docinania pri-

miRNA przez RNazg¢ Drosha (Sperber i wsp. Obrébka przez RNaze Dicer
2014). Przeprowadzona przez badaczy analiza Ryc. 48. Populacja ShRNA i ich
wykazala, ze w sytuacji niedoboru RNazy Drosha o0brébka przez RNaze Dicer.

bardziej efektywnie docinane sa przez nia czasteczki nie posiadajace zaburzen w tych
regionach. Obserwowane w niniejszej pracy roznice w efektywnosci obrobki dhugich i
krotkich prekursorow shRNA moze czg$ciowo tlumaczy¢ zmiana pozycji wybrzuszenia
Zpozycji 5 na 8. W wykorzystywanym systemie nie stosowano co prawda zabiegow

obnizajacych poziom RNazy Drosha, jednak po ekspresji reagentéw shmiR dochodzi do

konkurencji pomigdzy jej substratami, co moze wptywac¢ na dostgpnos¢ wolnego biatka.

3.2. Znaczenie petli wewnetrznej

Analiza obrdobki reagentow rézniacych sie obecnoscia petli wewngtrznej nie wykazata
istotnego znaczenia tego elementu struktury dla funkcjonowania kompleksu Mikroprocesora.
Wydaje si¢ zatem, ze obecna w czesci testowanych reagentow (shmiR-136-HDloraz M1)
petla wewnetrzna zlokalizowana jest w zbyt duzej odlegtosci od miejsca cigcia przez RNaze
Drosha aby uczestniczy¢ w jego pozycjonowaniu okreslanym na podstawie dystansu od petli
wewngetrznej (Burke i wsp. 2014). Przedstawiane w pracy wyniki analiz typu northern oraz
NGS wykazaly, ze czasteczki pozbawione petli wewnetrznej wykazuja wyzsza efektywnosé
docinania przez RNaze Dicer. Reagent M3 — pozbawiony obydwu motywéw strukturalnych
podlegat najefektywniejszej obrobce 1 w zwigzku ze zwigkszong iloscia uwalnianych siRNA
wykazywal zwigkszona efektywnos$¢ wyciszania sekwencji docelowej. Uzyskany wynik jest
zgodny z najnowszymi doniesieniami literaturowymi dotyczacymi znaczenia elementéw
rozluZniajacych trzon prekursorow dla wigzania biatkka TRBP bedacego kofaktorem RNazy
Dicer (Acevedo i wsp. 2015). Autorzy pracy wykazali, ze obecnos¢ symetrycznych
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elementéw zaburzajacych regularno$¢ helisy RNA wptywa na zmniejszenie powinowactwa
biatka TRBP do wiazania prekursorow miRNA. Postulowana jest zatem rola TRBP jako
biatka wykrywajacego elementy rozluzniajace helis¢ i wiazacego si¢ do dsRNA w ich
otoczeniu. W wyborze miejsca cigcia przez RNaze¢ Dicer najwigksze znaczenie wydaje si¢
mie¢ odmierzenie odpowiedniego dystansu, o czym $wiadczy czgsto uzywane w literaturze
anglojezycznej okreslenie RNazy Dicer jako ,,molecular ruler”. Proces ten moze by¢ jednak
modulowany przez wlasciwosci RNA (Gu i wsp. 2012; Starega-Roslan i wsp. 2015) jak
I przez biatka partnerowe (Koscianska i wsp. 2011a; Fukunaga i wsp. 2012; Lee i wsp. 2013).
Wyniki niniejszej pracy pokazuja, rowniez, ze wraz ze wzrostem efektywnosci obrobki
reagentdéw shmiR pozbawionych elementéw zaburzajacych regularno$¢ helisy obserwowany
jest spadek homogenno$ci uwalnianych siRNA. Na tej podstawie postawiono hipoteze, ze
ograniczone mozliwosci rdéznych sposobow wiagzania RNA przez TRBP moga by¢
potencjalna przyczyna wzrostu homogennosci siRNA uwalnianych 2z reagentow

posiadajacych petle wewngtrzne (Ryc. 49).

domena domena
helikazowa helikazowa

RIII
| =

TRBP

Pty dSRBD

PAZ

- PRECYZJA

Ryc. 49. Hipotetyczny model obrazujqcy wplyw obecnosci petli wewnetrznej na
efektywnosé i precyzje ciecia shRNA przez RNaze Dicer. Kolorem czerwonym zaznaczono
biatko TRBP z wyroznieniem trzech domen wiqzqcych RNA (dsRBD), kolorem zottym
zaznaczono RNaze Dicer wraz z wyszczegolnionymi domenami.
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Obecnos¢ elementow jednonicowych w trzonie czasteczek RNA zmniejsza
powinowactwo TRBP do wiazania, jednak umozliwia doktadniejsze ulokowanie substratu w
obrgbie RNazy Dicer, skutkujace mniej efektywna lecz bardziej precyzyjna obrobka (Ryc.
49). Przeprowadzone analizy nie umozliwiaja jednak okreslenia jak silny jest wpltyw petli

wewngtrznej, umozliwiaja natomiast okreslenie kierunku wywotywanych przez nia zmian.

3.3. Znaczenie struktury przestrzennej

Obecnos$¢ réznych elementow zaburzajacych regularno$¢ struktury trzonu reagentow
shmiR moze wptywac na przyjmowana przez nie struktur¢ przestrzenna. Przeprowadzone
analizy umozliwity porownanie przewidywanych struktur tréjwymiarowych czasteczek
shmiR rézniacych si¢ obecnos$cia motywow rozluzniajacych strukture trzonu. Wykazano, ze
sposrod analizowanych czasteczek konstruowanych z wykorzystaniem pri-miR-136 (shmiR-
136-HD1, M1-M3) przewidywana struktura reagenta M1 najbardziej odbiega od reszty
czasteczek z analizowanej grupy. Ciekawy wydaje si¢ fakt, Zze jest to jedyny reagent,
z ktorego preferencyjnie uwalniany jest wariant +0 siRNA (Ryc. 33). Wykazano rowniez, ze
niewielkie roznice w sktadzie nukleotydowym pe¢tli wewngtrznej reagentdow moga w znaczny
sposob wplywa¢ na ich przewidywana struktur¢ przestrzenna. Zaobserwowano, ze silne
»Zgigcie” w obregbie trzonu struktury spinki zwiazane jest z nieznacznie zwigkszona
heterogennoscia obrobki reagenta przez RNaz¢ Dicer. Poréwnujac otrzymane struktury
analizowanych reagentow shmiR zaobserwowano, ze we wszystkich przypadkach zwigkszona
rozbiezno$¢ struktur w stosunku do struktury czasteczki wyjSciowej (wyzszy parametr
RMSD) wiaze si¢ z pogorszeniem precyzji obrobki reagentow, a w konsekwencji ze
zwigkszeniem heterogenno$ci uwalnianych czasteczek siRNA. Jak dotad podobne analizy
badajace wpltyw zmian geometrii przewidywanej struktury przestrzennej prekursoréw miRNA
opisano w przypadku obecnosci petli wewngtrznych, zlokalizowanych w poblizu miejsca
cigcia pri-miRNA przez RNazg Drosha (Burke i wsp. 2014). Wyniki powyzszych analiz jak
I wyniki przedstawione w niniejszej pracy nie dostarczaja jednak informacji o strukturze
przyjmowanej przez RNA w polaczeniu z biatkami kompleksu Mikroprocessora oraz RNazy
Dicer, moga jedynie sugerowa¢ mozliwosci deformacji standardowej geometrii

przyjmowanych struktur.
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4. Wplyw sekwencji nukleotydowej na sposob obrobki reagentéw shmiR

Analiza bioinformatyczna czgsto$ci wystepowania nukleotydow w miejscach cigcia
ludzkich prekursoréw pri-miRNA przez RNaze¢ Drosha i Dicer (Starega-Roslan i wsp. 2015)
pozwolita na wytypowanie pewnych cech sekwencji réznigcych pri-miRNA z ktorych
powstaja homogenne miRNA od prekursoré6w uwalniajacych heterogenne miRNA (Ryc. 38).
Znaleziono cechy sekwencji rdzniace glowny wariant homogennych miRNA od ich drugiego
— niepreferowanego wariantu oraz okreslono w ktorych miejscach sekwencja nukleotydowa
ma najwigksze znacznie dla sposobu obrobki. Wigcej charakterystycznych cech sekwencji
znaleziono w grupie homogennych miRNA niz w grupie heterogennych (Ryc. 50). Wyniki
analizy pokazuja rowniez, ze sekwencja nukleotydowa ma najwicksze znaczenie dla precyzji

obrobki homogennych miRNA w miejscu ich cigcia przez RNazg Drosha (Ryc. 50A).

A homogenne miRNA B heterogenne miRNA
Drosha RIIIB Dicer RIIIB Drosha RIIIB Dicer RIIIB
i 0%
<10% T 0%
' 10 %
290 % 30%
| 40 %
' Y/'_Q ' ‘/'—'Q
i ' ¥V |
40 %
290 % silne
30 %
\
<10 % 10 0/3 stabe
Drosha RIIIA Dicer RIIIA Drosha RIIIA Dicer RIIIA znaczenie

sekwencji

Ryc. 50. Schematyczne przedstawienie puli izomirow powstajqcych w grupie A-
homogennych oraz B- heterogennych miRNA. Miejsca ciecia przez RNaze Drosha i Dicer
zaznaczono strzatkami, ktorych wielkos¢ oznacza czestosé ciecia w danej pozycji. Kolor tta w
miejscach ciecia odzwierciedla znaczenie cech sekwencji charakterystycznych dla grupy
homogennych oraz heterogennych miRNA (zgodnie z legendq na rycinie).

Wyniki powyzszej analizy pozwolity na poglebienie wiedzy dotyczacej znaczenia
sekwencji nukleotydowej w procesie biogenezy ludzkich miRNA. Jak dotad badanie
biogenezy tej grupy czasteczek od strony ich sekwencji nukleotydowej przeprowadzone byto

dla miRNA pochodzacych z C.elegans oraz myszy (Warf i wsp. 2011; Humphreys i wsp.
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2012), dotyczylo ono jednak wezszego zakresu sekwencji (dwunukleotydowe okno) oraz
czasteczek miRNA bez podziatu na grupy. Uzyskane wyniki zgodne z danymi literaturowymi
sa niezwykle wazne z punktu widzenia rozwoju technologii RNAi, gdyz moga stanowi¢ cenne
wskazowki przy projektowaniu zaréwno czasteczek typu shmiR ale rowniez shRNA oraz
sztucznych miRNA.

Podczas tworzenia reagentéw shmiR wymianie ulega sekwencja dupleksu
miRNA/miRNA* na sekwencj¢ syntetycznej wstawki siRNA. W wyniku tego zabiegu
zmianie ulega rowniez sekwencja w obrebie miejsc cigcia reagentow przez RNazy. Podczas
opracowywania systemu do ekspresji i1 charakterystyki reagentow shmiR w dwoch
przypadkach uzyskano czasteczki, ktorych dojrzewanie byto zahamowane na jednym z
etapow obrobki przez RNaze Drosha lub Dicer.

4.1. Etap cigcia przez RNaze¢ Drosha

W przypadku dwoch wariantow reagenta shmiR-21-HD1, roézniacych si¢ nukleotydem
na koncu 5’ nici wiodacej (Ryc. 17B) komérkowa obrdobka jednego z nich zatrzymata sig juz
na etapie cigcia przez RNazeg Drosha. W pierwszej wersji reagenta zastosowano nukleotyd A
(brak docinania), ktory zastapiony zostal nukleotydem U w drugim wariancie reagenta,
efektywnie cigtym przez RNazg¢ Drosha. Dane literaturowe oraz wyniki analizy
bioinformatycznej pokazuja, ze zmiana przywracajaca efektywna obrobke reagenta wywotana
byla przez wprowadzenie nukleotydu U, ktoéry wystgpuje najczesciej w pierwsze] pozycji
miRNA (Warf i wsp. 2011; Humphreys i wsp. 2012; Starega-Roslan i wsp. 2015).
Wprowadzane w shmiR-21-HD1 zmiany sekwencji nukleotydowej powodowaty roéwniez
zmiany struktury w tym rejonie. W pierwszym wariancie obserwowano wystgpowanie
niekanonicznej pary A:G, a w drugim pary zasad U:G typu ,,wobble”. Takie zmiany struktury
nie powinny jednak znaczaco wptynac na efektywnos$¢ docinania reagenta, gdyz jak pokazano
w pracy Humphrays 1 wsp. 2012 w 60% przypadkéw pri-miRNA wystgpuje rozluzniona
struktura w miejscu cigcia przez RNazg Drosha.

Powyzsze obserwacje oraz zidentyfikowanie pewnych cech sekwencji w obrgbie miejsc
ciecia przez RNazy sprawito, ze postanowiono sprawdzi¢, czy sekwencja nukleotydowa w
tych miejscach moze mie¢ réwniez wplyw na precyzj¢ procesu obrobki reagentéw shmiR, a w
konsekwencji na uwalnianie homogennych lub heterogennych siRNA. Co ciekawe analiza
sposobu obrobki zestawu reagentow z mutacjami strukturalnymi (shmiR-136-hd1l, M1-3)

pokazala, iz powstajace dwa gltoéwne warianty prekursora shRNA posiadaja zawsze t¢ sama
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sekwencje konca 5°. Oddalone od siebie o trzy nukleotydy cigcia RNazy Drosha w ramieniu
5’ w obrebie sekwencji: 5°..GG]AGG | A..3’ (strzatkami oznaczono cigcie) wystepuja tak, aby
zawsze pierwszym nukleotydem shRNA byt A (a nie niepreferowany nukleotyd G) (Ryc. 51A
i B). W celu weryfikacji wynikow analizy bioinformatycznej, oraz sprawdzenia ich
uzyteczno$ci w ulepszaniu narzedzi RNAi wykonano analizy eksperymentalne zmutowanych
reagentéw shmiR, posiadajacych substytucje nukleotydowe w miejscach cigcia przez RNazy

Drosha oraz Dicer.

A B C

DGCRS8
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Ryc. 51. Sekwencja w obrebie miejsca cigcia przez RNaze Drosha w roZnych wariantach
prekursorow shRNA. Kolorem niebieskim oznaczono RNaze Drosha natomiast kolorem
filetowym biatko DGCRS dziatajqce w postaci dimeru. Liniq zaznaczono dystans do
miejsca ciecia przez RNaze Drosha od petli terminalnej oraz zlqczenia ss/dsRNA. A-Diugi
wariant — ciecie w pozycji +3 nt, B- krotki wariant - ciecie w pozycji +0 nt, C- wariant
shRNA powstajqcy z Ms8 — ciecie w pozycji +2 nt.

W przypadku badania wplywu sekwencji w miejscu cigcia przez RNazg Drosha analiza
dwoch serii reagentéw shmiR (Drosha 1 oraz Drosha 2) wykazata, ze rodzaj nukleotydu
W pierwszej pozycji siRNA wplywa na sposob obrobki reagenta przez RNazy, a w
konsekwencji na powstajace w komorce shRNA. Na podstawie obserwacji prekursorow
shRNA wykrywanych metoda northern (Ryc. 41A i B) mozna stwierdzié, ze

zoptymalizowanie sekwencji nukleotydowej w miejscu cigcia (Drosha 1) na podstawie
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analizy bioinformatycznej poprawia efektywno$¢ powstawania krotszych wariantow shRNA
(Ms5). Natomiast wprowadzenie w tym miejscu sekwencji niepreferowanej (na podstawie
analizy bioinformatycznej Ryc. 38) doprowadza do zminimalizowania sygnatow od
prekursora krotkiego oraz zwigkszonych intensywnos$ci sygnatow od dtuzszego prekursora
(Ms8) (Ryc. 41B). W wyniku zmiany sekwencji w reagencie Ms8, cigcie przez RNaz¢ Drosha
wystepuje w pozycji przesunigtej o 2, a nie jak wyjsciowo o 3 nukleotydy (5> GGA |UGA),
jednak tym razem nie wystgpuje w tej pozycji niepreferowany nukleotyd G (Ryc. 51C). Jest
wysoce prawdopodobne, ze w przypadku reagentow Ms6 i Ms7 wigkszos¢ uwalnianych
siRNA powstaje z dlugiego prekursora shRNA. Woéwczas utrata efektywnosci dziatania
zwiazana jest z obecnoscia substytucji G/C w czasteczce siRNA zwiazana z powstawaniem
niesparowan z sekwencja docelowa w czwartej, a nie pierwszej pozycji sSiRNA. Zmiany w
puli uwalnianych wariantow shRNA zaobserwowano réwniez w przypadku serii mutantow
Drosha 2, gdzie substytucje wprowadzono w pierwszej pozycji dtugiego wariantu shRNA.
Najbardziej widoczna zmiana jako$ciowa zwiazana byla z wprowadzeniem w analizowanej
pozycji nukleotydu G (Mq6), ktory nie wystepuje w tej pozycji w gtdwnym wariancie
homogennych miRNA podczas gdy jego zwigkszona czgsto$¢ obserwowano w drugim
(niepreferowanym, <10%) wariancie homogennych miRNA. W wyniku tej substytucji
zaobserwowano znaczny spadek sygnatu pochodzacego od dtugich wariantéw prekursorow
shRNA (Ryc. 43B).

4.2. Etap cigcia przez RNaze Dicer

Reagentem, ktorego obrobka byta zahamowana na etapie cigcia przez RNazg Dicer byt
shmiR-hsa-155-luc (Ryc. 16). W przypadku jego pierwszej wersji cigcie przez RNazg Dicer
zachodzito nieefektywnie w obecnosci pary C:G w jego obrgbie. Natomiast wprowadzenie w
tym miejscu pary U:A, wystepujacej w endogennym hsa-pri-miR-155 umozliwito obrobke
reagenta przez RNazg¢ Dicer. Uwalniane siRNA obserwowane byly na stosunkowo niskim
poziomie, jednak zmiana sekwencji pojedynczej pary nukleotydowej umozliwita cigcie
reagenta przez RNazg¢ Dicer. Zastosowana w pierwszej wersji reagenta para C:G zwiazana
jest z pojawieniem si¢ niepreferowanego nukleotydu G w bezposrednim sasiedztwie cigcia
przez RNazg Dicer w ramieniu 3’ prekursora (Warf i wsp. 2011; Humphreys i wsp. 2012;
Starega-Roslan i wsp. 2015). Najwigksza czgsto$¢ wystgpowania w tej pozycji obserwuje si¢
dla nukleotydow U oraz A, co tlumaczy poprawg obrobki czasteczek po wprowadzeniu pary

U:A w wersji B reagenta.
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Analiza serii reagentow shmiR (Msl1-4), posiadajacych substytucje nukleotydowe
W miejscu cigcia przez RNaze Dicer wykazata mniejszy, niz w przypadku Drosha wptyw
zmian sekwencji nukleotydowej na docinanie reagentdéw. Pomimo wprowadzania w tym
miejscu zarowno preferowanych jak 1 niepreferowanych nukleotydow w zadnym przypadku
nie doszlo do calkowitego zahamowania docinania reagenta. Wszystkie reagenty
z testowanego zestawu posiadaja ciag 5-6 par G:C w obrgbie miejsca cigcia przez RNaze
Dicer. Wprowadzenie w tym ciagu stabszej pary U:A ponizej miejsca cigcia (reagent Ms4)
spowodowato wystapienie dodatkowych cig¢ w tej pozycji, skutkujacych uwalnianiem
dodatkowego, krotszego wariantu siRNA. Ze wzgledu na utrudniong analize¢ siRNA
uwalnianych z reagentéw shmiR-136 zwiazana z obecno$cia niejednorodnych prekursoréw
ShRNA, zaprojektowano dodatkowe czasteczki zmutowane, posiadajace tylko jeden wariant
prekursora shRNA. Analiza skonstruowanych w oparciu 0 shmiR-155-luc czasteczek
zmutowanych wykazata, ze wprowadzenie niepreferowanego nukleotydu G w miejscu cigcia
przez RNaze¢ Dicer wplywa na zwigkszenie intensywnosci ci¢¢ w pozycjach satelitarnych, a w
konsekwencji zwigkszenie heterogennos$ci uwalnianych czasteczek siRNA.

Przeprowadzone analizy pozwalaja sadzi¢, ze sekwencja nukleotydowa uczestniczy w
wyborze optymalnego miejsca cigcia przez RNaze Drosha jak 1 Dicer. Wydaje si¢ jednak,
izw przypadku RNazy Drosha wplyw sekwencji na wybdr miejsca cigcia moze byc
silniejszy. W przypadku RNazy Dicer glownym czynnikiem okreslajacym wybor miejsca
cigcia jest dystans pomi¢dzy domena PAZ z domenami RNazowymi (~ 22 nt), jednak wydaje
sig, ze ,,napotkanie,, niepreferowanej sekwencji nukleotydowej moze modulowac precyzje
cigcia w danej pozycji 1 wplywac¢ na generowanie heterogennych produktéw lub zmieniac
proporcje powstawania poszczegOlnych wariantow siRNA/miRNA. Dane literaturowe
dostarczaja coraz bardziej szczegdtowych informacji o wyznaczaniu miejsca cigcia przez
wspotpracujace elementy kompleksu Mikroprocesora (Ha i Kim 2014; Quick-Cleveland i
wsp. 2014; Seong i wsp. 2014). Uzupehienie tej wiedzy wynikami dotyczacymi znaczenia
sekwencji nukleotydowej w roznych regionach pri-miRNA (Auyeung i wsp. 2013), w tym
réwniez przedstawionymi w niniejszej pracy wynikami dotyczacymi sekwencji w miejscach
cigcia przez RNazy, pozwoli na bardziej kompleksowe spojrzenie na tematyk¢ biogenezy

czasteczek miRNA oraz wplynie na rozwdj technologii RNA..

118



Dyskusja

5. Znaczenie uzyskanych wynikow oraz ocena mozliwosci adaptacji prekursorow

uwalniajacych homogenne miRNA w technologii RNAi

Rozw¢j technologii RNA1, a zwlaszcza najbardziej zblizonych do miRNA reagentow
typu shmiR, czerpie inspiracj¢ z szybko rozwijajacej si¢ wiedzy dotyczacej biogenezy
miRNA. Czasteczki shmiR wykorzystuja do swojej obrobki endogenna $ciezke biogenezy
miRNA, dlatego charakterystyka procesow, ktorym podlegaja dostarcza cennych informacji
poglebiajacych wiedzg¢ réwniez o mechanizmach rzadzacych powstawaniem miRNA.
Przedstawione wyniki pokazuja, ze najczesciej wykorzystywane w reagentach shmiR pri-
miRNA nosnikowe (pri-miR-30a oraz pri-miR155), co prawda zapewniaja ich efektywne
dziatanie ale uwalniaja w komorkach heterogenne produkty siRNA. Moga by¢ one zrddlem
ostabienia dzialania reagenta (przez oslabienie wiazania z sekwencja docelowa oraz
konkurencje miedzy ni¢mi siRNA o kompleks RISC) jak i zwigkszenia spektrum
wywolywanych efektéw ubocznych. W szczegodlnych zastosowaniach reagentéw shmiR, a
zwlaszcza jako potencjalnych terapeutykoéw, znaczenie homogenno$ci uwalnianych siRNA
jest duzo wigksze i bezposrednio zwiazane z powodzeniem stosowanej strategii. W sytuacji
optymalnej uwalniana powinna by¢ tylko jedna, Scisle okreslona sekwencja siRNA, bez
dodatkowych wariantéw, mogacych wptywaé na regulacje ekspresji wielu innych genéw.

Przedstawione wyniki pokazuja jak wazne jest kontrolowanie jakosci czasteczek siRNA
uwalnianych z wektorow genetycznych. Czgsto dopiero zastosowanie technologii NGS
umozliwia poznanie sekwencji oraz ilo$ci ulegajacych ekspresji wariantow siRNA. Na
przyktadzie pri-miR-136 pokazano, ze nie zawsze mozna przewidzie¢ odpowiednie miejsce
umieszczenia sekwencji sSiRNA w reagencie shmiR, gdyz moze on stanowi¢ zupelie nowy
uktad docinany przez RNazy inaczej, niz wykorzystany przy jego konstrukcji wyjsciowy pri-
miRNA. Zaobserwowana mozliwo$¢ poprawy efektywnos$ci obrobki reagentéw shmiR przez
zmiany pojedynczych par nukleotyddw oraz wyniki czgstosci wystgpowania nukleotydow
W poblizu miejsc cigcia przez RNazy pokazuja, ze optymalizacja sekwencji na styku siRNA-
pri-miRNA moze by¢ kluczowa przy konstrukcji niektorych reagentow shmiR.

W niniejszej pracy potwierdzono znaczenie rozluznionej struktury ponizej miejsca
ciecia RNazy Drosha na efektywnos$¢ tego procesu takze dla reagentow shmiR. Wykazano
rowniez, ze elementy strukturalne obecne w trzonach reagentdow shmiR moga wplywac na
sposob ich komodrkowej obrobki, a w konsekwencji na jako$ciowy oraz ilosciowy sklad
powstajacych siRNA. Analiza ekspresji siRNA z trzech réznych pri-miRNA pokazala, iz w

zaleznosci od wybranego pri-miRNA no$nikowego pula uwalnianych siRNA moze by¢ inna,
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tak samo jak rozna moze by¢ proporcja wykrywania nici wiodacej oraz pasazerskie;j.
Konsekwencja takich zmian moze by¢ zaréwno zmieniona efektywno$¢ dziatania na
sekwencj¢ docelowa jak i rowniez stopien wywotywania efektow typu off-target.

W prowadzonych badaniach postanowiono sprawdzi¢, czy wykorzystanie pri-miRNA,
ktore naturalnie uwalniaja w komorkach homogenne miRNA moze przynies¢ oczekiwane
korzysci dla technologii RNAi w zakresie stosowania reagentow shmiR. Na przyktadzie pri-
miR-136 przeprowadzono badania, majace na celu identyfikacj¢ cech jego struktury
i sekwencji, warunkujacych precyzje jego ciecia przez RNazy szlaku biogenezy miRNA.
Uzyskane wyniki pozwalaja sadzi¢, ze specyficzne cechy ,.homogennych” pri-miRNA,
zapewniajace ich precyzyjne docinanie powoduja, iz czasteczki te sa trudniejsze
W stosowaniu i wymagaja bardziej ztozonej optymalizacji niz standardowo wykorzystywane
pri-miRNA, uwalniajace heterogenne produkty. Przedstawione wyniki pozwolity na glgbsze
poznanie procesow, ktorym podlegaja reagenty shmiR w komorkach. Wykorzystanie
wyciagnigtych wnioskow na etapie projektowania tego typu czasteczek pozwoli na poprawe

mozliwos$ci kontrolowania uwalnianych w komorkach czasteczek siRNA.
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V. WNIOSKI

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej umozliwity
poglebienie wiedzy z zakresu funkcjonowania szlaku biogenezy miRNA w ludzkich
komoérkach oraz dostarczyly cennych wskazowek dotyczacych projektowania reagentow
technologii RNAi typu shmiR. Uzyskane wyniki badan pozwolilty na wyciagnigcie

nastgpujacych wnioskow:

= Wzor czasteczek siRNA uwalnianych z reagentéw shmiR nie jest zalezny jedynie
od zastosowanego pri-miRNA nosnikowego ani od wstawki siRNA, a stanowi

wypadkowa potaczenia tych dwdch istotnych elementow.

= Stosowane obecnie do konstrukcji reagentow shmiR pri-mir-30a oraz pri-miR155
sq dobrymi pri-miRNA no$nikowymi, zapewniajacymi efektywnos¢ uwalnianych

siRNA w standardowych zastosowaniach technologii RNA.I.

= Zastosowanie mmu-pri-miR-155 w ludzkich komodrkach daje wigksze szanse
na uzyskanie reagentow shmiR efektywnie uwalniajacych czasteczki siRNA niz

zastosowanie jego ludzkiego wariantu.

= W zastosowaniach RNAi, w ktorych homogenno$¢ uwalnianych siRNA nie jest
wymagana mozna usuwac¢ elementy rozluzniajace strukturg trzonu czasteczek w celu

zwigkszenia efektywnosci uwalniania czasteczek siRNA.

= Wykorzystanie pri-miRNA, uwalniajacego homogenne miRNA w komoérkach
nie zapewnia utrzymania precyzji cigcia tworzonych reagentdéw shmiR ale moze

utatwia¢ uzyskiwanie homogennych siRNA.

= W zastosowaniach RNAi, w ktérych homogenno$¢ uwalnianych siRNA jest kluczowa
wskazane jest zachowanie naturalnych motywow rozluzniajacych strukturg trzonu

czasteczek shmiR.

= Zachowanie optymalnej sekwencji nukleotydowej w miejscach cigcia reagentow

shmiR przez RNazy pozytywnie wptywa na efektywnos¢ i precyzje ich obrobki.
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VI.STRESZCZENIE

Naturalna zdolnos$¢ regulacji ekspresji genow przez endogenne miRNA znajduje swoje
odzwierciedlenie w technologii RNAI powszechnie wykorzystywanej do wyciszania ekspresji
genow. Reagenty shmiR naleza do narzedzi technologii RNAI, ktore wlaczaja si¢ w naturalna
Sciezke biogenezy miRNA na jej wezesnym etapie. Czasteczki te zbudowane sa na podstawie
pierwotnych transkryptow miRNA. Posiadaja one sekwencje otaczajace oraz pgtle terminalna
pri-miRNA, podczas gdy fragment zawierajacy sekwencj¢ dupleksu miRNA/miRNA* ulega
wymianie na sekwencj¢ wstawki siRNA. Ze wzgledu na wysoka efektywnos$¢ dziatania oraz
niski poziom wzbudzania efektow ubocznych, reagenty shmiR sa szeroko stosowane w
wyciszaniu ekspresji gendéw in vivo. Jednak wewnatrzkomorkowa ekspresja reagentow shmiR
oraz dwuetapowy proces ich obrobki powoduje trudno$ci w kontrolowaniu precyzji

uwalniania z nich czasteczek siRNA.

Przedstawiona w niniejszej pracy charakterystyka wewnatrzkomorkowej obrobki
reagentow shmiR prowadzona byla z wykorzystaniem uzupetniajacych si¢ metod:
wysokorozdzielczej hybrydyzacji typu northern oraz sekwencjonowania nowej generacji
(NGS). Natomiast do analizy efektywnosci dzialania uwalnianych czasteczek siRNA

zastosowano ekspresje sekwencji docelowej w systemie lucyferazowym.

Do konstrukeji reagentow shmiR wykorzystano dotychczas kilka prekursorow miRNA,
dlatego pierwszym etapem prowadzonych badan byta szczegotowa charakterystyka
reagentdow shmiR, wykorzystujacych najczesciej stosowane prekursory nosnikowe pri-miR-
30a oraz pri-miR-155 oraz rzadziej stosowany pri-miR-21. Uzyskane wyniki potwierdzity, iz
zarOwno wyjsciowe prekursory jak i stworzone na ich podstawie reagenty shmiR uwalniajg w
komorkach niejednorodne czasteczeki miRNA lub siRNA. Wykazano, ze wzor
heterogennosci uwalnianych czasteczek nie jest staly dla danej sekwencji siRNA ani dla
zastosowanego prekursora no$nikowego, a stanowi wypadkowa polaczenia tych dwoch

elementow.

Ze wzgledu na zagrozenia zwigzane z heterogenno$cia uwalnianych w komorkach
czasteczek siRNA sprawdzono czy zastosowanie pri-miRNA nos$nikowych naturalnie
uwalniajacych homogenne miRNA moze przynies¢ korzysci w niektorych zastosowaniach
technologii RNAi. W tym celu wytypowano nowego kandydata spo$rdd znanych prekursorow
miRNA, ktéry charakteryzowal si¢ wysokim stopniem homogennosci uwalnianych

czasteczek. Wykazano, ze konstruowane w oparciu o pri-miR-136 reagenty shmiR uwalniaja
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w komorkach siRNA o znacznie wyzszej homogenno$ci w stosunku do opisywanych
w literaturze nosnikow pri-miRNA. Zastosowanie pri-miR-136 nie gwarantuje zachowania
niezmienionych miejsc cigcia w stworzonych na jego podstawie reagentach shmiR, utatwia
jednak powstawanie homogennych siRNA w komoérkach. W celu okre$lenia szczegdtowych
uwarunkowan tego zjawiska sprawdzono jakie cechy pri-miR-136 oraz wykorzystujacych
go reagentow shmiR wptywaja na precyzj¢ oraz efektywno$¢ komodrkowej obrobki tych

czasteczek.

W pierwszej kolejnosci analizie poddano strukture drugorzedowa reagentow shmiR oraz
ich przewidywana strukture przestrzenna. Sprawdzono wplyw elementéw rozluzniajacych
struktur¢ trzonu czasteczek shmiR na sposob ich obrdobki oraz efektywnos$¢ dziatania
uwalnianych siRNA. Przeprowadzona analiza wykazata, znaczenie symetrycznych motywow
strukturalnych (pgtli wewngtrznych) w obrgbie trzonu struktury spinki zaréwno dla
efektywnosci jak 1 precyzji uwalniania czasteczek siRNA. Na analizowanym przyktadzie
wykazano, ze obecno$¢ takich motywow w reagentach shmiR zwiazana jest ze spadkiem
efektywnosci oraz wzrostem precyzji ich obrobki. Uzyskane wyniki wskazuja rowniez na
uczestnictwo asymetrycznego wybrzuszenia w obrgbie trzonu reagentow shmiR w procesie

wyboru substratow dla RNazy Dicer.

W kolejnym etapie badan sprawdzono wptyw sekwencji nukleotydowej w miejscach
cigcia przez RNazy Drosha oraz Dicer. Przeprowadzona analiza bioinformatyczna
na podstawie danych NGS umozliwita okreslenie réznic w sekwencji nukleotydowej
W obrgbie miejsc cigcia pomigdzy grupa homogennych oraz heterogennych miRNA.
Wykonano roéwniez analizy szeregu zmutowanych czasteczek shmiR, posiadajacych
substytucje nukleotydowe w miejscach cigcia przez RNazy. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
sekwencja nukleotydowa uczestniczy w wyborze optymalnego miejsca cigcia przez

analizowane RNazy oraz wptywa na jego precyzjg.

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych badan umozliwily wykazanie zlozonosci
elementéw, wptywajacych na funkcjonowanie reagentow shmiR w komoérkach oraz
pozwolilty na sformutowanie wskazowek pomocnych przy projektowaniu tego typu

reagentow.
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VII. Abstract

“Design and characteristics of shmiR reagents employing the RNA interference process

in human gene expression silencing.”

RNAI technology benefits from the endogenous pathway of miRNA biogenesis and
function to knockdown the expression of any gene of interest by its transcript degradation.
The pri-miRNA-based reagents termed shmiRs or artificial miRNAs enter the miRNA
biogenesis pathway at a very early stage and undergo processing by the endogenous miRNA
biogenesis machinery. shmiRs take advantage of a natural miRNA primary transcript with its
miIRNA/mMiRNA* sequence replaced with a highly efficient sSiRNA sequence. Mature sSiRNAs
released from the shmiR precursors emerge in cells with a relatively low rate which is
characteristic of endogenous miRNAs. The siRNA dosage can strongly reduce saturation of
proteins involved in miRNA biogenesis and thereby do not significantly alter functioning of
endogenous miRNAs. shmiRs are commonly used in vivo due to their high efficiency of gene
expression silencing combined with a relatively low level of released siRNAs.

Presented characteristics of shmiRs cellular processing was performed with the use of
complementary methods such as high resolution northern blotting and next-generation
sequencing. The analysis of gene expression silencing induced by released siRNAs was
performed using dual-luciferase system.

To date, only a few pri-miRNAs have been used as siRNA shuttles. The first part of
presented study was focused on the comprehensive characteristics of shmiR reagents based on
most commonly explored pri-miRNA backbones such as pri-miR-30a and pri-miR-155 as
well as less frequently used pri-miR-21. The obtained results have revealed that these pri-
miRNA scaffolds enable a highly efficient release of siRNAs; however, due to imprecise
processing a heterogeneous pool of siRNAs is formed. These data show that the characteristic
pattern of expressed siRNAs results from a specific combination of both siRNA sequence and
pri-miRNA scaffold rather than an intrinsic feature of one of them.

The release of heterogeneous siRNAs in cells results in the increased risk of inducing
off-target effects. Therefore, an attempt to verify whether the use of homogeneously
processed pri-miRNA precursors will provide increased homogeneity of released siRNAs has
been taken. The obtained results demonstrated that shmiR reagents based on the pri-miR-136

backbone release more homogeneous siRNAs in cells than those produced from commonly
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used scaffolds. The use of pri-miR-136 backbone does not ensure cleavage of reagents at the
same sites by the cellular RNases but helps to produce homogeneous siRNAs. The aim of the
analysis was to determine which specific features of pri-miR-136 and its derivative shmiR
reagents play a role in the process of cellular siRNA maturation in terms of efficiency and

precision of their production.

secondary structure elements as well as predicted spatial structures of shmiR reagents
have been analyzed in order to find out how Drosha and Dicer cleavage patterns depend on
structure adopted by shmiR reagent. The obtained results indicate that the presence of
symmetric structural motifs (internal loops) that cause a local relaxation of a dSRNA helix in
a shmiR stem increases efficiency and decrease precision of SiRNA release by the processing
enzymes. Furthermore, the analyzed asymmetric bulge has been identified as a factor that

may affect substrate’s selection by Dicer.

In the final part of this thesis the question to what extent the processing of shmiR
reagents is sensitive to nucleotide changes at the Drosha and Dicer cleavage sites has been
asked. The analysis of NGS data for small RNAs have demonstrated that the generation of
homogeneous miRNAS requires more sequence constraints at the cleavage sites than the
formation of heterogeneous miRNAs. Additionally, specific Drosha cleavage sites appear to
have more sequence determinants in miRNA precursors than specific cleavage sites for Dicer.
The significant influence of the nucleotide sequence on processing precision was shown by
the analysis of cellular processing of shmiRs with nucleotide substitutions introduced in

positions close to the Drosha and Dicer cleavage sites.

Together, the presented results demonstrate the complexity of factors which affect both
shmiR processing and functioning as well as the role of structural and sequence features of
shmiR reagents that influence the heterogeneity of the released siRNAs. The lessons learned

from this study allowed setting guidelines to the rational design of this type of RNAI reagents.
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Vill. MATERIALY I METODY

1. Materialy
1.1.  Enzymy

Kinaza polinukleotydowa faga T4 OptiKinase 10 U/ul (USB)
Polimeraza DNA GoTaq Flexi 5 U/ul (Promega)
Trypsyna-EDTA 10 x (Sigma-Aldrich)

Ligaza DNA faga T4 (Promega)

DNaza | (Ambion)

Dra | (Pharmacia)

Xba I (Thermo Scientific)

Not | (Thermo Scientific)

EcoR | (Thermo Scientific)

1.2.  Wazniejsze odczynniki chemiczne i biochemiczne

Agaroza (BioShop)

Akryloamid (BioShop)
Antybiotyk/antymykotyk 10 x (Sigma)
Bisakryloamid (BioShop)

Blekit bromofenolowy — BB (Fluka)
Bromek etydyny (Merck)

Bydleca surowica ptodowa FBS (PAA)
Cytrynian sodu (POCh)

Chlorek sodu (Chempur)

Chloroform cz.d.a. (POCh)

dNTP 100 mM (Promega)

EDTA- wersenian disodowy- (POCh)
Ekstrakt drozdzowy (Difco)

Etanol (Millipore)

Fenol:chloroform pH 4.5 (BioShop)
Fenol pH 7 (BioShop)

Fiolet ksylenowy - XC (Fluka)
Formamid (Fluka)

Glikogen 20 mg/ml (USB)
Izopropanol cz.d.a. (POCh)

Kwas borowy cz.d.a. (Chempur)
Kwas octowy (Chempur)
Lipofektamina 2000 (Invitrogen)
Mocznik cz.d.a. (Chempur)

Octan sodu (POCh)

PBS (Bioshop)

Pozywka DMEM (Sigma-Aldrich)
Roztwoér Denhardt’a 50 x (USB)
SDS- dodecylosiarczan sodu - (BioShop)
Tris (Sigma-Aldrich)

TEMED (BioShop)

TRI Reagent (Sigma Aldrich)
Wodorotlenek sodu (POCh)
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1.3. Zestawy komercyjne

- Zestaw do izolacji plazmidow - Pure Yield Plasmid Miniprep System (Promega)

- Zestaw do izolacji plazmidéow - GenElute HP Endotoxin-Free-Plasmid DNA
Maxiprep Kit (Sigma-Aldrich)

- Kolumienki do oczyszczania sond radioaktywnych - illustra MicroSpin G25 (GE
Healthcare)

- Zestaw do testow w systemie lucyferazowym - Dual-Luciferase Reporter Assay
System (Promega)

- Zestaw do analizy jakosci RNA Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent
Technologies)

1.4. Roztwory i bufory
APS 10%

EDTA 0.5 M, pH 8.0

Octan sodu 3 M, pH 5.2

SDS 20%

SSC 20 x stezony
chlorek sodu 3M
cytrynian trisodowy 300 mM

TBE 10 x stezony, pH 8.3

Tris-HCI 890 mM
kwas borowy 890 mM
EDTA 20 mM

TAE 50 x st¢zony, pH 8.0 sklad

Tris 2M
EDTA 50 mM

Roztwor obciazajacy do nakladania probek na zele agarozowe 6 x stezony

glicerol 30% (w/0)
EDTA 10 mM
biekit bromofenolowy (BB) 0.04% (w/0)
fiolet ksylenowy (XC) 0.04% (w/0)

Roztwor obcigzajacy formamidowy do nakladania probek na denaturujace zele
poliakryloamidowe (hybrydyzacja typu northern) 2 x stezony

formamid 95% (0/0)

EDTA 10 mM

biekit bromofenolowy (BB) 0.04% (w/0)

fiolet ksylenowy (XC) 0.04% (w/0)
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Bufor hybrydyzacyjny do analiz typu northern

SDS 1%
roztwor Denhardt’a 1x
SSC 5Xx
Bufor pluczacy do analiz typu northern
SSC 2 X
SDS 0.1%
Bufor odplukujacy do analiz typu northern
SSC 0.1x
SDS 0.5%

Bufory dostgpne komercyjnie
Bufor do annealingu oligonukleotydéw (Metabion)
Bufor do DNazy | 10x (Ambion)
Bufor do ligazy T4 DNA 10x (Promega)
Bufor do Opti-kinazy 10x (USB)
Bufor do polimerazy GoTaq Flexi 5 x stgzony (Promega)
PerfectHyb Plus Hybridization Buffer 1 x stezony (Sigma)
Bufor Tango (Fermentas)
Bufor O (Fermentas)

1.5. Zwiazki promieniotwoércze

ATP [y-*3P] 5000 Ci/mmol (Hartmann Analytics)

1.6. Zele

Zele agarozowe do analizy produktéw PCR, kontroli tworzenia duplekséw siRNA
oraz oczyszczania plazmidow po cigciu restrykcyjnym

1.3% agaroza w buforze 1 x TBE z bromkiem etydyny (0.5 pg/ml)

2.5% agaroza w buforze 1 x TBE z bromkiem etydyny (0.5 pg/ml)

0.8% agaroza Low Melting Point w buforze 1 x TAE z bromkiem etydyny (0.5 pg/ml)

Denaturujacy zel poliakryloamidowy do analizy typu northern
12% akryloamid/bisakryloamid w stosunku 19:1
7.5 M mocznik
Bufor: 0,5 x TBE

Katalizatory polimeryzacji:
Nadsiarczan amonu 0.1%
TEMED 0.1%
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1.7. Konstrukty genetyczne

Wektor do ekspresji reagentoéw shmiR (pCDH-CMV-MCS-EF1) zakupiono w firmie System
Biosciences. Plazmid wyj$ciowo kodowat naturalng sekwencj¢ pri-miRNA-182, ktéra zostata
z niego usuni¢ta (jak opisano w metodach konstrukcji reagentéw shmiR). Sekwencje
docelowe dla testowanych reagentow shmiR wklonowano do komercyjnego wektora pmiR-
Glo (Promega).

Wszystkie stosowane w pracy wektory plazmidowe po etapie namnazania w komoérkach

bakteryjnych izolowane byly zestawem usuwajacym endotoksyny pochodzenia bakteryjnego.

1.8. Material biologiczny

Komérki bakteryjne
Do namnazania plazmidéw kodujacych pri-miRNA, reagenty shmiR oraz oraz sekwencje
docelowe uzyto szczepow bakterii E. coli GT116 (InvivoGen) przeznaczonych do klonowania

1 propagowania plazmidow, ktore koduja transkrypty posiadajace struktury typu spinki.

Eukariotyczne linie komérkowe
W badaniach wykorzystano: linie komorkowe HeLa, oraz HEK293T (ATCC).
Hodowle prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. Materialem do badan byl catkowity
RNA izolowany z linii komérkowych z uzyciem odczynnika TRI Reagent (Sigma -Aldrich)

lub catkowity lizat komorkowy (w przypadku testow w systemie lucyferazowym)

1.9. Standardy do oznaczania wielkos$ci fragmentéw kwas6w nukleinowych

- stosowany do analiz produktow PCR w Zelach agarozowych

1kB DNA Ladder (Invitrogen)
- stosowany do analiz krétkich RNA w Zelach poliakryloamidowych (w analizie typu

northern)
L1. - Wzorzec dlugosci RNA 10-100 nt (USB)
L2. -Wzorzec dlugosci 17-25 nt - Mieszanina syntetycznych oligonukleotydéw RNA
roézniacych si¢ sekwencja konca 3’:
RNA-17 nt— 5°-GCU UAU AAA UAC UGC GG-3°
RNA-19 nt— 5’-GCU UAU AAA UAC UGC GGU C-3’
RNA-21 nt—5’-GCU UAU AAA UAC UGC GGU CAA-3’

RNA-23 nt - 5’-GCU UAU AAA UAC UGC GGU CAA UU-3°
RNA-25 nt - 5’-GCU UAU AAA UAC UGC GGU CAA UUA A-3°

Roéznice w migracji czasteczek RNA w obydwu (L1 oraz L2) wzorcach dtugosci RNA moga
wynikaé z roznic w sekwencji nukleotydowej rozdzielanych w Zelu czasteczek.
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1.10. Oligonukleotydy

Oligodeoksynukleotydy byty syntetyzowane w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN, oraz w

firmie Sigma-Aldrich, oligorybonukleotydy pochodzity z firmy Metabion.

Tabela 6. Startery, sondy oraz siRNA

Oligonukleotyd DNA Sekwencja 5°—3’
Startery
Ex1-HTT-F TCCACTACGTTTAAAAGGCTAGGGCTGTCAATCAT
Ex1-HTT-F TCCACTACGTCTAGACAGGCTGCAGGGTTACCG
miR-Glo F TAAAGGACTGACCGGCAAGTTGGA
EF1 R GCACCCGTTCAATTGCCG
Sondy
luc GCGCTATGGGCTGAATACAAA
HD1 AGGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
HDI1 petla 136 GAAGGCCTGAGCATAAGAATC
HD1 sens AGACTTAGGGAAGAGAAGGCC
HD2 CCGCCTCCTCAGCTTCCTCA
miR-30a CTTCCAGTCGAGGATGTTTACA
miR-155 ACCCCTATCACGATTAGCATTAA
miR-21 TCAACATCAGTCTGATAAGCTA
miR-136 TCCATCATCAAAACAAATGGAGT
miR-139 CTGGAGACACGTGCACTGTAGA
miR-20a CTACCTGCACTATAAGCACTTTA
ydy
SIRNA
siL.uc-as UUUGUAUUCAGCCCAUAGCGC
siL.uc-ss GCUAUGGGCUGAAUACAAAUU
siHD1-as ACUUGAGGGACUCGAAGGCCU
siHD1-ss GCCUUCGAGUCCCUCAAGUCC
siHD2-as UGAGGAAGCUGAGGAGGCGUU
siHD2-ss CGCCUCCUCAGCUUCCUCAUU
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Tabela 7. Sekwencje syntetycznych DNA (Sigma Aldrich), ktore uzyto do konstrukcji kaset
ekspresyjnych analizowanych pri-miRNA oraz reagentow shmiR.

Oligonukleotyd | Sekwencja 5°—3’
Reagent DNA

AATTCCTAAAGAAGGTATATTGCTGTTGA

30 5°A
, TCGCTCACTGTCAACAGCAATATACCTTCTTTAGG
. . 305°B
miR-30a flanki
, TGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCTACTTTAGGAG
303’A CAGC
303’B GGCCGCTGCTCCTAAAGTAGCCCCTTGAAGTCCGAG
30 miR 1 CAGTGAGCGACTGTAAACATCCTCGACTGGAAGCTGT
miR-30a GAAGCCACAGATGGGCTTTCAGTCGGATGTTTGCAGC
30 MiR 2 GCAGTAGGCAGCTGCAAACATCCGACTGAAAGCCCAT
CTGTGGCTTCACAGCTTCCAGTCGAGGATGTTTACAG
30 Luc 1 CAGTGAGCGACTTTGTATTCAGCCCATAGCGCCTGTGA
shmiR-30a-luc AGCCACAGATGGGGCGCTATGCTGAATACAAAGC
30 Luc 2 GCAGTAGGCAGCTTTGTATTCAGCATAGCGCCCCATCT
GTGGCTTCACAGGCGCTATGGGCTGAATACAAAG
30 HD1 1 CAGTGAGCGACACTTGAGGGACTCGAAGGCCTCTGTG
shmiR-30a-HD1. AAGCCACAGATGGGAGGCCTTCGTCCCTCAAGTGC
30 HD1 2 GCAGTAGGCAGCACTTGAGGGACGAAGGCCTCCCATC
TGTGGCTTCACAGAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTG
30 HD2 1 CAGTGAGCGACTGAGGAAGCTGAGGAGGCGGAGCTGT
shmiR-30a-HD2 GAAGCCACAGATGGGCTCCGCCTCCAGCTTCCTCAGC
30 HD2 2 GCAGTAGGCAGCTGAGGAAGCTGGAGGCGGAGCCCAT
CTGTGGCTTCACAGCTCCGCCTCCTCAGCTTCCTCAG
h155 5°A AATTCAGGCTTGCTGTAGG
h155 5°B CAGCATACAGCCTACAGCAAGCCTG
hsa-miR-155 h155 3°A TGTATGATGCCTGTTACTAGCATTCACATGGAACAAAT
flanki TGCTGCCGTGGGAGGATGACAAAGAGC
h155 3B GGCCGCTCTTTGTCATCCTCCCACGGCAGCAATTTGTT
CCATGTGAATGCTAGTAACAG
hmiR-155 1 CTGTATGCTGTTTAATGCTAATCGTGATAGGGGTTTTT
hsa-miR-155 GCCTCCAACTGACTCCTACATATTAGCATTAACAG
hmiR-155 2 GCATCATACACTGTTAATGCTAATATGTAGGAGTCAGT
TGGAGGCAAAAACCCCTATCACGATTAGCATTAAA
h155 Iuc 1 CTGTATGCTGTTTGTATTCAGCCCATAGCGCTTTTGCCT
hsa-MiR-155-1uc CCAACTGGCGCTATGGCGAATACAAACAG
h155 Iuc 2 GCATCATACACTGTTTGTATTCGCCATAGCGCCAGTTG
GAGGCAAAAGCGCTATGGGCTGAATACAAA
_ h155 IucB 1 CTGTATGCTGTTTGTATTCAGCCCATAGCGTTTTTGCCT
hsa-miR-155- CCAACTGACGCTATGGCGAATACAAACAG
lucB h155 IucB 2 GCATCATACACTGTTTGTATTCGCCATAGCGTCAGTTG
GAGGCAAAAACGCTATGGGCTGAATACAAA
_ h155 HD1 1 CTGTATGCTGACTTGAGGGACTCGAAGGCCTTTTTGCC
hsa-miR-155- TCCAACTGAGGCCTTGAGCCCTCAAGTCAG
HD1 h155 HD1 2 GCATCATACACTGACTTGAGGGCTCAAGGCCTCAGTTG

GAGGCAAAAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
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Tabela 7. cd.

Sekwencja 5°—3°

Oligonukleotyd
Reagent DNA

ml555°A AATTCAGGCTTGCTGAAGG
ml555°B CAGCATACAGCCTTCAGCAAGCCTG
mmu-miR-155
flanki ml553°A GACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGAACAAATGG
CCACCGTGGGAGGATGACAAGTCGC
ml55 3B GGCCGCGACTTGTCATCCTCCCACGGTGGCCATTTGTTCCA
TGTGAGTGCTAGTAACAG
mmuls5 miR 1 CTGTATGCTGTTAATGCTAATTGTGATAGGGGTTTTGGCCT
mmu-miR-155 CTGACTGACTCCTACCTGTTAGCATTAACAG
mmu155 miR 2 GCCTTGTGTCCTGTTAATGCTAACAGGTAGGAGTCAGTCA

GAGGCCAAAACCCCTATCACAATTAGCATTAA

shmiR-m155-luc

mmul55 Luc 1

CTGTATGCTGTTTGTATTCAGCCCATAGCGCGTTTTGGCCT
CTGACTGACGCGCTCCTCTGAATACAAACAG

mmul55 Luc 2

GCCTTGTGTCCTGTTTGTATTCAGAGGAGCGCGTCAGTCAG
AGGCCAAAACGCGCTATGGGCTGAATACAAA

mmul55 HD1 1

CTGTATGCTGACTTGAGGGACTCGAAGGCCTGTTTTGGCCT

shmiR-m155- CTGACTGACAGGCCCCTGTCCCTCAAGTCAG
HD1 ULSE HDL 2 | CCCTTGTGTCCTGACTTGAGGGACAGGGGCCTGTCAGTCA
GAGGCCAAAACAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
CTGTATGCTGTGAGGAAGCTGAGGAGGCGGCGTTTTGGCC
shmiR-m155- | MMUISSHD21 | oA cTGACGCCGCGAACAGCTTCCTCACAG
HD2 UlSE D2 2 | GCCTTGTGTCCTGTGAGGAAGCTGTTCGCGGCGTCAGTCA
GAGGCCAAAACGCCGCCTCCTCAGCTTCCTCA
_ 155161 CTGTATGCTGTTTGTATTCAGCCCATAGCGCGTGTTGGCCT
shmiR-m155- CTGACTCACGCGCTCCTCTGAATACAAACAG
luc-1G 155.1G 2 GCCTTGTGTCCTGTTTGTATTCAGAGGAGCGCGTGAGTCA
GAGGCCAACACGCGCTATGGGCTGAATACAAA
_ 15596 1 CTGTATGCTGTTTGTATTCAGCCCATAGCGCGTTGTGGCCT
shmiR-m155- CTGAAAGACGCGCTCCTCTGAATACAAACAG
luc-2G 1559 2 GCCTTGTGTCCTGTTTGTATTCAGAGGAGCGCGTCTTTCAG
AGGCCACAACGCGCTATGGGCTGAATACAAA
215°A AATTCTACCATCGTGACATCTCCATGGCTGTACC
215°B CCGACAAGGTGGTACAGCCATGGAGATGTCACGATGGTAG
, : . TGACATTTTGGTATCTTTCATCTGACCATCCATATCCAATG
miR-21 flanki 21 3’A TTCTCATGE
) GGCCGCATGAGAACATTGGATATGGATGGTCAGATGAAA
213°B GATAC
S ACCTTGTCGGGTAGCTTATCAGACTGATGTTGACTGTTGAA
iR21 TCTCATGGCAACACCAGTCGATGGGCTGTC
iRl CAAAATGTCAGACAGCCCATCGACTGGTGTTGCCATGAGA
TTCAACAGTCAACATCAGTCTGATAAGCTAC
o1 1ue 1 ACCTTGTCGGGTTTGTATTCAGCCCATAGCGCTCGTTGAAT
iR 21 luc CTCATGACGCTACGGGCGAATACAAGTC
o1 1uc 2 CAAAATGTCAGACTTGTATTCGCCCGTAGCGTCATGAGAT
TCAACGAGCGCTATGGGCTGAATACAAAC
1 HDL 1 ACCTTGTCGGGTCTTGAGGGACTCGAAGGCCTACTGTTGA
iR 21 HDL ATCTCATGGAGGCCTCCGAGCCCTCAAGGTC
> HDL 2 CAAAATGTCAGACCTTGAGGGCTCGGAGGCCTCCATGAGA
TTCAACAGTAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGAC
21 HD2 1 ACCTTGTCGGGTGAGGAAGCTGAGGAGGCGGGACTGTTGA
iR 21 HD? ATCTCATGGCCCGCCTCCTCGCTTCCTCGTC
21 HD2 2 CAAAATGTCAGACGAGGAAGCGAGGAGGCGGGCCATGAG

ATTCAACAGTCCCGCCTCCTCAGCTTCCTCAC
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Tabela 7. cd.

Reagent Oligonukleotyd = Sekwencja 5°—3’
DNA

139 5°A AATTCGGTCAGGCTCCTGTGGATGGGGACACCCTTGGGAGG
CACTGGGACTGG
_ 139 5°B TACACCTGAGCCAGTCCCAGTGCCTCCCAAGGGTGTCCCCA
miR-139 TCCACAGGAGCCTGACCG
flanki 139 3°A ACAACTGAAGCCGGAGTCTGCGAAGGGTGGGCAGGAGGGT
GGAGGGATGGC
. GGCCGCCATCCCTCCACCCTCCTGCCCACCCTTCGCAGACT
139 3’B oG
139 mir1 | CTCAGGTGTATTCTACAGTGCACGTGTCTCCAGTGTGGCTC
iR.139 GGAGGCTGGAGACGCGGCCCTGTTGGAGTA
mi 139miR2 | CTTCAGTTGTTACTCCAACAGGGCCGCGTCTCCAGCCTCCG
AGCCACACTGGAGACACGTGCACTGTAGAA
203 5°A AATTCCTTTTATTGTGTCGATGTAGAATCTGCCTGGTCTATC
TGATGTGACAGC
_ 203 5°B TGCTACAGAAGCTGTCACATCAGATAGACCAGGCAGATTCT
miR-20a ACATCGACACAATAAAAGG
flanki 208 3 A ACTGCTAGCTGTAGAACTCCAGCTTCGGCCTGTCGCCCAAT
CAAACTGTGC
) GGCCGCACAGTTTGATTGGGCGACAGGCCGAAGCTGGAGT
20a3’B TOTAG
20amiR1 | TICIGTAGCACTAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAGTGTTTAG
iR.20 ami TTATCTACTGCATTATGAGCACTTAAAGT
miR-20a 20amiR2 | AGCTAGCAGTACTTTAAGTGCTCATAATGCAGTAGATAACT
ami AAACACTACCTGCACTATAAGCACTTTAG
) AATTCCACTCCACTGCCCGACGTCGCCTCGGTGGTGTTGGA
136 5°A TOAG
_ 136 B CCTCCGAGGGCTCATCCAACACCACCGAGGCGACGTCGGG
shmiR-136 CAGTGGAGTGG
flanki 136 A CAGAGGGTTCTATCATTTCGTCGGATGGAAAGGAGTGTATT
CTGAAGATGC
. GGCCGCATCTTCAGAATACACTCCTTTCCATCCGACGAAAT
136 3°B GATA
136 miR1 | CCCTCGGAGGACTCCATTTGTTTTGATGATGGATTCTTATGC
iR.136 TCCATCATCGTCTCAAATGAGTCTT
mi 136 miR2 | GAACCCTCTGAAGACTCATTTGAGACGATGATGGAGCATAA
GAATCCATCATCAAAACAAATGGAGT
_ 136 HDL1 | CCCTCGGAGGACTTGAGGGACTCGAAGGCCTGATTCTTATG
shmiR-136- CTCAGGCCTTCTCTTCCCTAAGTCTT
HD1 136 HDL12 | GAACCCTCTGAAGACTTAGGGAAGAGAAGGCCTGAGCATA
AGAATCAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
ML 1 CCCTCGGAGGACTTGAGGGACTCGAAGGCTGATTCTTATGC
M1 TCAGCCTTCTCTTCCCTCAAGTCTT
M1 2 GAACCCTCTGAAGACTTGAGGGAAGAGAAGGCTGAGCATA
AGAATCAGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
M2 1 CCCTCGGAGGACTTGAGGGACTCGAAGGCCTGATTCTTATG
M2 CTCAGGCCTTCGAGTCCCTAAGTCTT
M2 2 GAACCCTCTGAAGACTTAGGGACTCGAAGGCCTGAGCATA
AGAATCAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
M3 1 CCCTCGGAGGACTTGAGGGACTCGAAGGCTGATTCTTATGC
M3 TCAGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCTT
M3 2 GAACCCTCTGAAGACTTGAGGGACTCGAAGGCTGAGCATA
AGAATCAGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
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Tabela 7. cd.
Reagent ‘ OliQOBl’illeOtyd ‘ Sekwencja 5°—3’
Ms1 1 CCCTCGGAGGACTTGAGGGACTCGAAGGCCAGATTCTTATGCTCTGGC
Ms1 CTTCTCTTCCCTAAGTCTT
Ms1 2 GAACCCTCTGAAGACTTAGGGAAGAGAAGGCCAGAGCATAAGAATCT
GGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
Ms2 1 CCCTCGGAGGACTTGAGGGACTCGAAGGCCGGATTCTTATGCTCCGGC
Ms?2 CTTCTCTTCCCTAAGTCTT
Ms2 2 GAACCCTCTGAAGACTTAGGGAAGAGAAGGCCGGAGCATAAGAATCC
GGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
Ms3 1 CCCTCGGAGGACTTGAGGGACTCGAAGGCCCGATTCTTATGCTCGGGC
Ms3 CTTCTCTTCCCTAAGTCTT
Ms3 2 GAACCCTCTGAAGACTTAGGGAAGAGAAGGCCCGAGCATAAGAATCG
GGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
Ms4 1 CCCTCGGAGGACTTGAGGGACTCGAAGGCTGGATTCTTATGCTCCAGC
Ms4 CTTCTCTTCCCTAAGTCTT
Ms4 2 GAACCCTCTGAAGACTTAGGGAAGAGAAGGCTGGAGCATAAGAATCC
AGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
Ms5 1 CCCTCGGAGGTCTTGAGGGACTCGAAGGCCTGATTCTTATGCTCAGGC
MSs5 CTTCTCTTCCCTAAGACTT
Ms5 2 GAACCCTCTGAAGTCTTAGGGAAGAGAAGGCCTGAGCATAAGAATCA
GGCCTTCGAGTCCCTCAAGA
Ms6 1 CCCTCGGAGGGCTTGAGGGACTCGAAGGCCTGATTCTTATGCTCAGGC
Ms6 CTTCTCTTCCCTAAGCCTT
Ms6 2 GAACCCTCTGAAGGCTTAGGGAAGAGAAGGCCTGAGCATAAGAATCA
GGCCTTCGAGTCCCTCAAGC
Ms7 1 CCCTCGGAGGCCTTGAGGGACTCGAAGGCCTGATTCTTATGCTCAGGC
Ms7 CTTCTCTTCCCTAAGGCTT
Ms7 2 GAACCCTCTGAAGCCTTAGGGAAGAGAAGGCCTGAGCATAAGAATCA
GGCCTTCGAGTCCCTCAAGG
MsS8. 5°B g/_?_\'cl;gCGAGGGCTCATCCAACACCACCGAGGCGACGTCGGGCAGTGGA
Ms8 Ms8 1 CCCTCGGATGACTTGAGGGACTCGAAGGCCTGATTCTTATGCTCAGGC
CTTCTCTTCCCTAAGTTGT
Ms8 2 GAACCCTCTGACAACTTAGGGAAGAGAAGGCCTGAGCATAAGAATCA
GGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
M5 5°B sh gCGAGGGCTCATCCAACACCACCGAGGCGACGTCGGGCAGTGGAGTG
Mgs5 Mg5 1 CCCTCGGTGGACTTGAGGGACTCGAAGGCCTGATTCTTATGCTCAGGC
CTTCTCTTCCCTAAGTCTA
Mg5 2 GAACCCTCTGTAGACTTAGGGAAGAGAAGGCCTGAGCATAAGAATCA
G GGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCA
fﬁ Mg6 1 CCCTCGGGGGACTTGAGGGACTCGAAGGCCTGATTCTTATGCTCAGGC
Mg6 el CTTCTCTTCCCTAAGTCTC
= Mg6 2 GAACCCTCTGGAGACTTAGGGAAGAGAAGGCCTGAGCATAAGAATCA
GGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCC
Mq7 1 CCCTCGGCGGACTTGAGGGACTCGAAGGCCTGATTCTTATGCTCAGGC
Mq7 CTTCTCTTCCCTAAGTCTG
Mq7 2 GAACCCTCTGCAGACTTAGGGAAGAGAAGGCCTGAGCATAAGAATCA
GGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCG
Mq8 5B gg'ggTAAGGGCTCATCCAACACCACCGAGGCGACGTCGGGCAGTGGA
M8 3 A $gé\AGGGTTCTATCATTTCGTCGGATGGAAAGGAGTGTATTCTGAAGA
Ma8 Mg8 1 CCCTTAAAGGACTTGAGGGACTCGAAGGCCTGATTCTTATGCTCAGGC
CTTCTCTTCCCTAAGTCTT
Mg8 2 GAACCCTTCAAAGACTTAGGGAAGAGAAGGCCTGAGCATAAGAATCA
GGCCTTCGAGTCCCTCAAGT
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1.11. Sprzet laboratoryjny oraz materialy trwale

- Aparat do elektroforezy pionowej 20x20cm (BIORAD, PROTEAN I xi Cell)
- Aparat do elektroforezy pionowej 30x40cm (Gibco BRL, S2)

- Aparat do elektrotransferu (Sigma)

- Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)

- Cieplarka do hodowli bakteryjnych (Memmert)

- Cieplarko-wytrzasarka Max Q Mini 4000 (Barnstead)

- Inkubator bakteryjny (Memmert)

- Inkubator do komdrek eukariotycznych (Heracus, HERACell)

- Piecyk hybrydyzacyjny ProBlot (Labnet)

- Kaseta oraz ekran do autoradiografii (Amersham Biosciences)

- Komora laminarna do pracy z bakteriami (Aura vertical S.D.4.)

- Komora laminarna do pracy z komoérkami eukariotycznymi (Heraeus, HERASafe KS 15)
- Licznik scyntylacyjny (HIDEX, Triathler)

- Luminometr Centro LB 960 (Berthold Technologies)

- Mikroskop optyczno-fluorescencyjny 1X-70 (Olympus)

- pH - metr Seven Easy Mettler (Toledo)

- Skaner laserowy FLA 5100 (Fujifilm)

- Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Techn.)

- System dokumentacji zeli G:box (Syngene)

- Termocykler - 96-Well GeneAmp® PCR System 9700 (Perkin Elmer)

- Termomikser TS-100 (Biosan)

- UV crosslinker CL-1000 (UVP)

- Wiréwka (Eppendorf mini spin)

- Wiréwka (Eppendorf 5810R)

- Zasilacz do elektroforezy model 200 (Gibco BRL)

- Zasilacz do elektroforezy wysokonapigciowy model E833 (Consort)

- Membrana nylonowa do analizy tyou northern GeneScreen Plus (Perkin EImer)

1.12. Programy komputerowe i bazy danych

GeneTools (Syngene) oraz GelPro (Media Cybernetics)— analiza zeli agarozowych

MultiGauge — analiza zeli poliakryloamidowych (FujiFilm)

PyYMOL- analiza struktur przestrzennych RNA (Schrodinger, LLC)

Ensemble — baza danych sekwencji genomowych
http://www.ensembl.org/index.html

miRBase, deepbase, YM-500 — bazy danych miRNA

Www.mirbase.orq,

http://deepbase.sysu.edu.cn/
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http://ngs.ym.edu.tw/ym500v2/index.php

RNAiImmuno- baza danych efektow niespecyficznych reagentow RNAi
http://rnaimmuno.ibch.poznan.pl

MFold, RNAfold — przewidywanie struktur RNA
http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold

Primer3 — projektowanie starterow do PCR

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/

RNAComposer — przewidywanie struktur przestrzennych RNA
http://rnacomposer.ibch.poznan.pl/

UCSC-Genome Browser — baza danych sekwencji genomowych

http://genome.ucsc.edu/

A Mammalian microRNA Expression Atlas-Atlas ekspresji miRNA

http://www.mirz.unibas.ch/
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Abstract

2. Metody

2.1. Konstrukcja plazmidéw z kasetami ekspresyjnymi dla reagentéw shmiR

Kasety ekspresyjne dla reagentow shmiR tworzone byly poprzez ligacje trzech par
komplementarnych oligonukleotydow DNA (Tabela 6) pomigdzy ktérymi zachowano ~10

nukleotydowe komplementarne konce (Ryc. 52).

~170 nt
I
. ~50 nt . ~50 nt
! ) 70 nt '
wektor sekwencja flankujaca 5' as petla S sekwencja flankujaca 3' wektor
6 oligo
5A sh1 3A
[l | | 1 1
L] L L] L]
1 [ L L
ktor ' ' ' ! l ' wektor
e 5B sh2 3B

Ryc. 52. Sposob sktadania kaset ekspresyjnych dla wektorow shmiR

Srodkowa para nukleotydow podlegata fosforylacji przed ligacja wstawki (Ligacja 1).
Nastepnie zligowana wstawke wklonowywano do wektora pPCDH-CMV-MCS-EF1 (SBI).
Wektor ten oryginalnie zawieral sekwencje pri-miR-182, ktora zostala wycigta
z wykorzystaniem enzymow restrykcyjnych EcoRI i Notl w buforze O (Fermentas)
umozliwiajac uzyskanie liniowego wektora z konicami komplemetarnymi do wstawki shmiR.
Cala objgtos¢ reakceji cigeia enzymami restrykcyjnymi rozdzielano w 0,8% niskotopliwym
zelu agarozowym (ang. - low melting point). Fragment odpowiadajacy liniowej czasteczce
wektora zostaly wycigte z zelu, zawieszony w buforze LMP, oraz oczyszczony na drodze
ekstrakcji z zastosowaniem mieszaniny Fenol:Chloroform. Ligacje wektora z kaseta

ekspresyjna shmiR (Ligacja 2) prowadzono przy trojkrotnym nadmiarze molarnym wstawki.
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Fosforylacja

Fosforylacja tylko srodkowej pary oligonukleotydow

17l H,0
lpl shl 37°C — 50 min
Il sh2 65°C — 10 min

2,5ul  Bufor 10x

2,5u  ATP 10 mM (koncowo 1mM)

1yl OptiKinase 10u/ul (USB)

25 ul

Annealing

Oligonukleotydy dupleksowano parami w buforze do annealingu (Ambion)

1yl A  1ul 3°A
lul 5B lul 3B Oligo sh1 + sh2 po fosforylacji _
48 ul  bufor 48 ul bufor +25 pl bufor 90°C —5 min
50 ul 50 pl 50 ul RT-1h
Ligacja 1
7,8 ul duplekséw (2,6 ul z annealingu x 3 pary oligonukleotydow)
1 ul  buforu do ligazy 10x o .
1wl T4 DNA Ligazy (Promega) 21°C-1h 15 min
02ul H,0
10 pl
Ligacja 2

Reakcje ligacji 1 rozcienczono 10x

2 ul
1wl
1l
1wl
Sul

ligacji 1 rozcienczonejl0x (~6 ng)

wektor pCDH-CMV (100 ng) 4°C - ON
buforu do ligazy 10x

T4 DNA ligaza (Promega)

H,O

10 pl

Tak przygotowanymi wektorami transformowano komorki bakteryjne w celu propagacji

plazmidéow. Na jedna transformacje¢ uzywano 5 ul reakcji ligacji 2 oraz 30 pl bakterii

kompetentnych E.coli GT 116 (Invivogen) zgodnie z zaleceniami producenta.
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2.2. Konstrukcja plazmidu z sekwencja docelowg testowanych reagentow shmiR

Aby prowadzi¢ analiz¢ efektywnosci dziatania reagentow shmiR w systemie lucyferazowym,
przygotowano plazmid pmiR-Glo zawierajacy sekwencj¢ eksonu 1 ludzkiego genu
huntingtyny. Klonowany fragment zostal namnozony w reakcji PCR ze specyficznymi
starterami a nast¢pnie oczyszczony po rozdziale w zelu agarozowym. W pierwszej kolejnosci
produkt PCR wklonowany zostal do wektora pGemT-easy. Nastepnie zarowno wektor pmiR-
Glo jak 1 pGemT-easy-HTT poddane byty trawieniu enzymami restrykcyjnymi Dra I oraz
Xba I w buforze Tango. W ostatnim etapie fragment wektora pGemT-easy zawierajacy
sekwencje eksonu 1 HTT zostal przeklonowany do wektora pmiR-Glo bezposrednio

za genem lucyferazy firefly.

2.3. Propagacja plazmidow w komérkach bakteryjnych

Plazmidy kodujace reagenty shmiR, pri-miRNA oraz sekwencje docelowe byly namnazane
w bakteriach E.coli szczep GT 116, po wczesniejszej ich transformacji. Po catonocnej
hodowli na pozywce stalej LB z agarem oraz antybiotykiem (ampicylina 100 pg/ml)
pojedyncze kolonie bakteryjne przenoszono do 4ml pozywki plynnej LB z ampicyling
I prowadzono hodowle przez noc. Nastgpnie z nocnej hodowli izolowano plazmidy z uzyciem
zestawu Pure Yield Plasmid Miniprep System (Promega). Uzyskane plazmidy poddano
sekwencjonowaniu w Wydziatlowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej Wydzialu
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu lub w Instytucie Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie w celu wykluczenia obecno$ci wprowadzonych przez bakterie
mutacji oraz sprawdzenia wprowadzonej sekwencji insertu. Po potwierdzeniu poprawnosci
sekwencji otrzymanych konstruktow zwigkszano skale¢ hodowli do 200 ml pozywki LB z
ampicyling, z ktorej to po nocnej hodowli izolowano plazmidy z wykorzystaniem zestawu
GenElute HP Endotoxin-Free-Plasmid DNA Maxiprep Kit (Sigma Aldrich). Przygotowane
plazmidy przechowywano w -20°C.
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2.4. Przygotowanie dupleksow siRNA

W przypadku przygotowywania dupleksow siRNA, dwie komplementarne nici mieszano wg
nastgpujacego przepisu:

15 pl z 100 pM nici antysensowej

. . 90°C — 1 min
15 pl z 100 pM nici sensowe;j RT — 40 min

45 ul buforu do hybrydyzacji siRNA (Metabion)

otrzymywano 75 pl 20 uM dupleksu siRNA

Tworzenie dupleksu byto potwierdzane przez analizg migracji w 2,5% zelu agarozowym.

2.5. Analiza struktury RNA z wykorzystaniem programéw komputerowych

Analize struktur drugorzedowych RNA prowadzono za pomoca programéow: MFold oraz
RNAfold (struktury przedstawione m. in. na Ryc. 53). Programy te zostaly zaprojektowane do
przewidywania optymalnych i suboptymalnych struktur drugorzgdowych przyjmowanych
przez RNA w warunkach 1 M NaCl i temp. 37°C. Struktury o najnizszej energii swobodnej
byly poddawane dalszej analizie bioinformatyczne;.

Dla analizowanych pri-miRNA zostaly wygenerowane struktury z wykorzystaniem
programu MFold, w trzech wariantach dtugos$ci sekwencji otaczajacych (50 nt, 100 nt, 200 nt)
wg UCSC-Genome Browser.

Struktury drugorzgdowe reagentéw shmiR okre§lone przy pomocy programoéow RNAfold
zostaty wykorzystane do przewidywania struktur przestrzennych z uzyciem oprogramowania
RNAComposer. Analizy uzyskanych struktur tréjwymiarowych prowadzono w programie
PyMOL (Schrodinger, LLC) umozliwiajacym okreslenie rozbieznos$ci struktur przestrzennych
poprzez wyznaczenie wspdlczynnika RMSD (ang. Root-mean-square deviation) dla regiondw
zawierajacych motywy rozluzniajace strukture helisy. Analizowano podobienstwo struktur (za
pomoca komend align oraz pair-fit) dla catosci (~150 nt) struktur czasteczek shmiR dla
ktorych btad przewidywania wynosi ~6A. Z tego wzgledu wyznaczano réwniez lokalne
wspotczynniki RMSD dla poszczegélnych fragmentdw struktur m.in. trzonu czasteczek

shRNA (=50 nt — btad zmniejszony do ~4 A) (Popenda i wsp. 2012).
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Ryc. 53. Struktury reagentow shmiR przewidywane przez program MFold nie uwzglednione
na rycinach w rozdziale wyniki. Czarnq liniq zaznaczono przewidywane miejsca ciecia
czasteczek przez RNazy Drosha oraz Dicer.

2.6. Hodowle komorkowe

Komorki eukariotyczne hodowane byty w inkubatorach utrzymujacych temperaturg 37°C oraz
atmosfere 5% CO,.

Komoérki linii HeLa hodowano w pozywce RPMI1640 z dodatkiem 10% surowicy ptodowe;j
FBS, witamin i antybiotykéw. Hodowla komorek linii HEK293T byla prowadzona w
pozywce DMEM suplementowanej 8% surowica (FBS) oraz preparatem zawierajacym
antybiotyk/antymykotyk. Wszystkie komoérki byly hodowane do osiagnigcia konfluencji

~90%, a nastepnie pasazowane przy pomocy 1 x trypsyny, do nowych naczyn hodowlanych w

celu zwigkszenia skali hodowli.
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2.7. Badanie poziomu RNA metoda hybrydyzacji typu northern

Transfekcja ludzkich komérek plazmidami DNA do analiz typu northern

Komoérki HEK293T hodowano w butelkach T25 natomiast komorki HeLa w butelkach T75
do uzyskania ~80% konfluencji. Na kazda transfekcj¢ przygotowano mieszaning
transfekcyjna zawierajaca 4 ug plazmidu DNA (6ug w przypadku komorek Hela) (System
Biosciences) kodujacego odpowiedni prekursor miRNA lub reagent shmiR i 12ul odczynnika
Lipofectamine 2000 (20 ul w przypadku komoérek HelLa) w pozywce DMEM (w przypadku
HeLa - RPMI) bez suplementow. Jako kontrol¢ wydajnosci transfekcji komorki
transfekowano tzw. ,,pustym” wektorem nie kodujacym pri-miRNA ani czasteczek shmiR.
Komorki inkubowano z mieszaning transfekcyjna 4 godz. w 37°C w obecnosci 5% COs.
Efektywnos¢ transfekcji byta monitorowana poprzez $ledzenie fluorescencyjnych produktow
genoéw reporterowych (eGFP). Catkowity RNA ze stransfekowanych komorek izolowano 24

godz. po transfekcji oraz poddawano analizie typu northern.

Izolacja calkowitego RNA z ludzkich linii komérkowych

Ludzkie linie komérkowe HeLa oraz HEK293T hodowano jak opisano wyzej. Po usunigciu
medium hodowlanego komorki przeplukano roztworem PBS oraz zawieszano w 1ml
odczynnika TRI Reagent (Sigma-Aldrich). Nastepnie prowadzono izolacje wedlug zalecen
producenta. Pomiar RNA prowadzono z uzyciem spektrofotometru NanoDrop. RNA

przechowywano w — 20°C.

Hybrydyzacja typu northern dla miRNA oraz siRNA

Przygotowanie prob oraz elektroforeza

Do 30pg wyizolowanego RNA dodano dwie objgtosci formamidowego roztworu
obciazajacego - 1 inkubowano 3 min. w 95°C. Po denaturacji niezwlocznie umieszczano
probki na poddanym preelektroforezie 12% zelu poliakryloamidowym
(akryloamid:bisakryloamid 19:1; 0.5x TBE) o wymiarach 420/340/1mm. Wraz z probkami
calkowitego RNA, elektroforezie poddano znakowane radioaktywnie wzorce dlugosci RNA
L1 oraz L2. Elektroforez¢ prowadzono w buforze 0,5x TBE w warunkach 90W/80mA, tak
dhugo, az barwnik BB obecny w buforze obciazajacym osiagnat dystans 22cm od kieszonek.
Po elektroforezie zel barwiono w 0.1% roztworze bromku etydyny (EtBr) dla sprawdzenia

jakosci oraz ilo$ci analizowanego RNA.
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Elektrotransfer

RNA z zelu transferowano na membrang nylonowa GeneScreen Plus przez 1 godzing przy
napicciu 20V (3mA/cm? zelu) w 0.5 x TBE podczas potsuchego transferu (Sigma-Aldrich).

Immobilizacja RNA na membranie

W celu immobilizacji RNA, membrang poddano naswietleniu $wiattem UV (12OmJ/cm2) oraz
zapiekaniu w 80°C.

Prehybrydyzacja

Membrang poddano prehybrydyzacji w buforze do hybrydyzacji z rotacja przez 0,5h w 37°C.

Hybrydyzacja
Jako sondy stosowano wyznakowane z uzyciem [y-ATP] syntetyczne oligonukleotydy DNA

komplementarne do sekwencji miRNA lub siRNA.

Znakowanie sondy (25ul):

15 pmol oligonukleotyd DNA

1l OptiKinaza (USB) 37°C —45 min
2,5ul 10 x bufor do OptiKinazy

Sl ATP [y-**P] (5000 Ci/mmol)

do 25 ul (+H,0)

Po wyznakowaniu sondy dodawano do niej 25ul wody i1 oczyszczano na kolumienkach
[Hlustra MicroSpin G-25. Do buforu hybrydyzacyjnego dawano wyznakowang sondg¢ (~1 min
cpm/Iml buforu), uprzednio zdenaturowana w 90°C przez 5 min. Membrang z sonda

inkubowano z rotacja w 37°C przez noc w buforze do hybrydyzacji.

Phukanie i wizualizacja

Membrang ptukano dwukrotnie buforem pluczacym w 37°C przez 40 min. Nastepnie
membrang zawijano w folig, przyktadano do kasety z ekranem wzmacniajacym sygnat na
24 h. Radioaktywne sygnaly byty analizowane przy uzyciu skanera laserowego FLA 5100
(Fujifilm) oraz programu MultiGauge (Fujifilm).

Hybrydyzacja typu northern dla pre-miRNA oraz shRNA

Analizg przeprowadzono, tak jak w przypadku czasetczek miRNA oraz siRNA z kilkoma
réznicami. Stosowano 35 pg catkowitego RNA a elektroforezg prowadzono tak dlugo, az
barwnik XC obecny w buforze obciazajacym osiagnat dystans 30cm od kieszonek. Po

zakonczonym rozdziale elektroforetycznym z zelu wycigto fragment wielkosci 200x200mm
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(zawierajacy analizowane czasteczki) umozliwiajacy transfer w warunkach poétsuchych

(Sigma).

2.8. Analizy NGS

Do analiz NGS krotkich RNA komorki HEK 293T transfekowane byly tak samo jak do analiz
typu northern. W skrocie komorki w butelkach T25 transfekowano 4ug plazmidu
(z wykorzystaniem odczynnika Lipofectamine 2000) i izolowano z nich material RNA po
24h, przy uzyciu odczynnika TRI-reagent (sigma Aldrich). Nastgpnie material RNA trawiony
byl DNaza (Ambion) w celu pozbycia si¢ zanieczyszczen DNA 1 oczyszczany byt przez

ekstrakcje mieszaning Fenol:Chloroform o pH 4,5.

Trawienie DNaza I (100ul):

20 ng RNA (=6 pl)
2 ul DNaza | (2U) (Ambion) 37°C - 30 min
10 pl Bufor 10x

d0100wl  (+H0)

Oczyszczanie mieszaning fenol:chloroform w objetosci probki 400 ul (+300 pl H,O)

+ 2 obj. Mieszaniny fenol:chloroform pH~4,5 — worteksowano
wirowano 3 min 15 tys. x g, 4°C Zebrano faze woda

+ 1 obj. chloroformu — worteksowano
wirowano 3 min 15 tys. x g, 4°C Zebrano faz¢ wodna

+ 1/10 obj. Octanu sodu (3M, pH=5,2)
+ 2,5 0bj. EtOH 99 % -20°C — ON
+ 1 ul glikogenu (5mg/ml Ambion)

wirowano 20 tys. X g, 4°C 20 min, Zlano supernatant
Do osadu

+ 750 pl EtOH 75 % wirowano 20 tys. x g, 4°C 10 min

Osad suszono i zawieszano wodzie.
Oczyszczone probki RNA poddawane byly analizie jako$ci materialu na Agilent Bioanalyser
(Ryc. 54) z wykorzystaniem zestawu chipéw Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent

Technologies).
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Sample 9 _
[FUT | | |
| |
30 | | \
| |
| “ |
20 } : | \ } -
: . -
Ryc. 54. Przyktadowy wynik analizy 107 | [ “‘ \ |
jakosci RNA 7 wykorzystaniem 0~ L } 5 |
i i i T T T T T T T T T =
aparatury B_loanalyzgr. Wynik anall,zy 56 % 5o B5 49 45 B 5 o [
zawiera informacje o ilosci o
analizowanego RNA, stosunku 28s/18s = ©verall Results forsample9 :  Sample 9
rRNA, oraz wspolczynnik integralnosci = o 1709
’ P % 4 ! RNA Concentration: 94 ng/ul
RNA (RIN — ang. RNA Integrity | rrna ratio[28s/ 18s]: 17
Number . RNA Integrity Number (RIN): 10 (B.02.07)
) Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN:10
Fragment table for sample 9 : Sample 9
Name Start Time [s] End Time [s] Area % of total Area
188 41.35 4398 366 215
288 47.59 5147 628  37.0

Do dalszych etapow analiz wybierano probki, ktorych wspotczynnik RIN wynosit
powyzej 9. Analizy NGS prowadzone byly z wykorzystaniem platformy Illumina/Solexa.
Probki catkowitego RNA wysytane byly na suchym lodzie do firmy BGI oraz Fasteris w celu
stworzenia biblioteki a nastgpnie wykonania sekwencjonowania wg standardowych
protokotow platformy. W skrocie frakcja krotkich RNA (18-30 nt) poddawana byta reakcji
przytaczenia adaptorow do konca 3’ oraz 5° czasteczek RNA a nastgpnie odwrotnej
transkrypcji oraz amplifikacji PCR. Stworzone biblioteki po przejsciu testu jakosci
poddawane byty sekwencjonowaniu nowej generacji na Illumina HiSeq 2000 (BGI) oraz
HiSeq 2500 (Fasteris) (z zastosowaniem protokotu TruSeq v4, single—read 50 cicles). Analizy
odczytow prowadzone byly z zastosowaniem oprogramowania CASAVA v.1.8.2 (Illumina).
Dane do dalszych analiz otrzymywano: w przypadku firmy BGI w postaci odczytow krotkich
RNA pozbawionych sekwencji adaptorow (ang. clean reads) oraz w przypadku Fasteris w
postaci surowych danych. Analizy bioinformatyczne uzyskanych odczytéw prowadzone byty
we wspotpracy z dr Michatem Szczesniakiem (UAM) z wykorzystaniem opracowanego przez
niego skryptu do usuwania sekwencji adaptorow (tylko w przypadku sekwencjonownia w
firmie Fasteris) jak 1 przypisania poszczegdlnych odczytow do spinek shmiR oraz
prekursoréw znanych miRNA. W obrebie uzyskanych danych poszukiwano odczytow
sekwencji pochodzacych od siRNA uwalnianych z reagentow shmiR. W analizach brano pod
uwage tylko odczyty w pelni zgodne z sekwencjami reagentéw shmiR (odrzucano odczyty

posiadajace nukleotydy ,nie-matrycowe” (ang. untemplated nucleotides)). W analizach
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statystycznych brano pod uwage tylko odczyty, ktore uzyskaty powyzej S RPM (ang. Read
Per Milion). Sekwencjonowanie dla probek shmiR-136-HD1 oraz M1 wykonano trzykrotnie.
Analizy pozioméw znanych miRNA przeprowadzono z uwzglednieniem sekwencji
miRNA zdeponowanych w bazie miRBase v.20. Poroéwnano ekspresj¢ wykrytych 987
miRNA pomiedzy komérkami kontrolnymi (nie traktowanymi) HEK 293T oraz tymi samymi
komoérkami transfekowanymi reagentami shmiR (5 probek). Analizy statystyczne
przeprowadzono z wykorzystaniem programu Bioconductor - DESeq oraz testu t-Studenta dla
jednej proby. Wytypowano grupe miRNA, ktorych poziom wykazywat istotne statystycznie
zmiany w komorkach traktowanych reagentami shmiR. Ze wzgledu na matla liczebnos¢
badanych grup analiz¢ t¢ traktowano jako wstepna i analizowano tylko te miRNA (10
przedstawionych na Ryc. 20), ktérych poziom zostal zmieniony minimum dwukrotnie.

Krotnos$¢ zmiany zostata przedstawiona w skali log2.

2.9. Bioinformatyczna analiza czesto$ci nukleotydéw w miejscach cigcia przez RNazy

Analiza bioinformatyczna czg¢sto$ci wystepowania nukleotydow w miejscach cigcia pri-
miRNA przez RNazy Drosha oraz Dicer przeprowadzona byla na danych NGS
udostepnionych przez dr Davida Galasa (Lee i wsp. 2010). Dane pochodzity z komorek linii
HEK293T wygenerowanych na platformie Illumina/Solexa. Analiz¢ prowadzono
z wykorzystaniem bazy miRBase v.14 wykluczono z niej jednak wszystkie czasteczki
negatywnie zwalidowane w bazie miRBase v.20 oraz te ktore osiagaly ponizej pigciu
odczytow. Analizy sekwencji izomiréw prowadzone byly z zastosowaniem zestawu skryptow
napisanych w jezyku Python oraz Perl przez Tomasza Witkosia. Na podstawie udziatu
glownego wariantu miRNA analizowane czasteczki zostaly podzielone na grupg
homogennych (>90%) oraz heterogennych (<70%). Istotno$¢ statystyczna obserwowanych
zmian liczona z wykorzystaniem dwustronnego doktadnego testu Fishera z poprawka

Bonferroni przyjmowana byta przy wartosci p-value<0,00078 (0,05/64) (Tabela 8).
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Tabela 8. Wartosci statystyki testowej (p-value) dla nukleotydow o istotnie zmienionej
czestosci w poszcezegolnych pozycjach przedstawionych na rycinie 28.

Gléwny wariant homogennych miRNA vs. glowny wariant heterogennych miRNA

. Cigcie Drosha Nd G 222 %107
Ramig 5' . . j

Ciecie Dicer Nf u 2,7%10°

N6 U 2,51 x107*

Ramie 3' Ciecie Drosha N7 C 7,07 x 107

N7 A 3,07x10°*

Gléwny wariant homogennych miRNA vs. drugi wariant homogennych miRNA

N5 U B
Ramie 3' Ciecie Drosha 1,76 x 10
N6 G 2,9%x 107
Gléwny wariant homogennych miRNA vs. tlo
Nc U 4,61 x10°
Nc G B
Ciecie Drosha 1,27 x 10_
, Nd G 3,44 x 107
Ramig 5'
Nd C 7,52 x 107"
Nf U K
Ciecie Dicer 1,56 x 10
Ng A 411 x10*
N3 G B
Ciecie Dicer 2,57 x 10
N4 A 3,47 x 10"
Ramie 3' N6 U 7,76 x 10~
Cigcie Drosha N6 G 557x107"
N7 C 4,55%107°
Glowny wariant heterogennych miRNA vs. tlo
Ramie 5' Ciecie Dicer Nh A 533x107"
Ramie 3' Ciecie Dicer N3 A 2,41 %107
Drugi wariant homogennych miRNA vs. tlo
Nc U B
Cigcie Drosha 1,62 x 10
. Nd G 573 x10°°
Ramig 5' 2
T Ng U 9,94 x 10
Ciecie Dicer
Nh G 3,78 x 107
N5 U 6
Ramig 3' Cigcie Drosha 5,57 x 10
Ng C 1,79 x 107*
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2.10. Analiza efektywnosci dzialania reagentow shmiR w systemie lucyferazowym

W celu przeprowadzenia analiz aktywnosci badanych czasteczek w systemie
lucyferazowym komorki wysiewano na ptytki 24-dotkowe po 18 tys. komoérek Hela lub po 80
tys. komorek HEK na dotek. Kontransfekcj¢ plazmidow pmiRGLO (plazmid lucyferazowy z
sekwencja docelowa dla reagentow shmiR) oraz plazmidow pCDH-CMV niosacych
sekwencje shmiR optymalizowano w zakresie ilosci i proporcji podawanych plazmidow na
dotek (300ng:100ng, 200ng:100ng, 100ng:50ng), finalnie stosowano 200ng plazmidu
pmiRGlo oraz 100 ng plazmidu pCDH-CMV. Przy opracowywaniu warunkéw do testowania
reagentow shmiR wybrano takie, w ktorych czasteczki nie osiagaja maksymalnej
efektywnosci wyciszania sekwencji docelowej. Dzigki temu, system umozliwia obserwacjg
wigkszego zakresu zmian w efektywnos$ci dziatania reagentow shmiR (nie tylko pogorszenia
ale rowniez zwigkszenia efektywnosci dziatania reagentéw).

Na kazda transfekcje przygotowywano mieszaning transfekcyjna zawierajaca
odpowiednie ilo$ci plazmidow shmiR oraz plazmidu pmiR-Glo 2z odczynnikiem
Lipofectamine 2000 w pozywce DMEM bez suplementow. Jako kontrole stosowano rowniez
jednoczesna transfekcje komorek plazmidem pmiR-Glo oraz syntetycznymi SiRNA
w stezeniach 20 oraz 50 nM. Komorki inkubowano z mieszaning transfekcyjna 4 godz. w
37°C w obecnosci 5% CO, po czym zmieniano medium hodowlane na kompletne. Po 24
godz. komorki zawieszano w buforze do lizy pasywnej (Promega), inkubowano przez 15 min
z rotacja a nastgpnie mrozono w -20 °C.

Zebrany material analizowano pod katem ubytku luminescencji oznaczajacym
wyciszanie ekspresji transkryptu luc-HTT. W tym celu stosowano zestaw Dual-Luciferase
Reporter Assay System (Promega) zgodnie z zaleceniami producenta do analizy na

luminometrze ptytkowym Centro LB 960 (Berthold Technologies).

2.11. Obliczenia statystyczne

Przedstawiane na rycinach wyniki efektywnosci dzialania reagentéw shmiR zawieraja
dane z co najmniej 3 niezaleznych powtdrzen biologicznych, dla ktorych wykonano po trzy
powtorzenia techniczne. Poziom ekspresji genu docelowego dla reagentow shmiR odnoszono
do kontroli nietraktowanej RNAi (NC). Istotno$¢ statystyczna roznicy wynikéw dla
poszczeg6lnych reagentdow shmiR, siRNA oraz kontroli okre$lano uzywajac testu one-way
ANOVA z post-testem Bonferroni. Dla kazdego testu statystycznego wyliczano warto$¢

p value (two-tailed), przyjmujac wynik za istotny statystycznie przy p<0,05 (GraphPad). Na
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stupkach wykreséw zaznaczono odchylenie standardowe. We wigkszosci przypadkow
przedstawianych w pracy wykreséw prezentujacych wyniki analiz w systemie lucyferazowym
zarowno siRNA jak i badane reagenty shmiR wykazuja istotne statystycznie obnizenie
ekspresji genu docelowego w stosunku do kontroli (NC) dlatego oznaczenia (*) wprowadzono
tylko w przypadkach gdy obserwowano réznice w wyciszaniu pomigdzy reagentami (jak

w przypadku Ms6, Ms7 oraz M3).
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Wykaz wybranych skrotéw

X. WYKAZ WYBRANYCH SKROTOW

5'UTR, 3'UTR - regiony mRNA nieulegajace translacji znajdujace si¢ po stronie 5' lub 3'
sekwencji kodujacej biatko (ang. Untranslated Region)

AGO - biatko z rodziny Argonaute

dsRNA — dwuniciowy RNA (ang. double-stranded RNA)

EtBr — bromek etydyny

MiRNA — mikroRNA,

NGS- sekwencjonowanie nowej generacji (ang. Next-Generation Sequencing)
nt — nukleotyd

Pol RNA — polimeraza RNA

pre-miRNA — prekursor mikroRNA

pri-miRNA — pierwotny transkrypt mikroRNA, pierwotny prekursor miikroRNA
pz — pary zasad

RITA, RIHIB - tnace domeny RNazowe biatek Drosha oraz Dicer

RISC — kompleks wyciszajacy indukowany przez RNA (ang. RNA-induced silencing
complex)

RNAI — interferencja RNA (ang. RNA interference)

SiRNA — krotkie interferujace RNA (ang. small interfering RNA )

ShRNA — krotkie RNA tworzace strukture typu spinki (ang. small hairpin RNA)

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)
sSRNA — jednoniciowy RNA (ang. single-stranded RNA)

STR — ciag krotkich tandemowych powtdrzen (ang. short tandem repeats)

TRBP — biatko wchodzace w sktad kompleksu RISC (ang. TAR RNA Binding Protein)
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Olejniczak M, Galka-Marciniak P, Polak K, Fligier A, Krzyzosiak WJ, ,,RNAimmuno:
a database of the non-specific immunological effects of RNA interference and
microRNA reagents”. (2012) RNA 18, 930-935

Olejniczak M, Polak K, Galka-Marciniak P, Krzyzosiak WJ. ,Recent Advances in
Understanding of the Immunological Off-target Effects of siRNA”. (2011) Curr Gene
Ther. 11, 532-43.

Koscianska E, Starega-Roslan J, Sznajder LJ, Olejniczak M, Galka-Marciniak P,
Krzyzosiak WJ. ,,Northern blotting analysis of microRNAs, their precursors and RNA
interference triggers”. (2011) BMC Mol Biol. 12:14.

Olejniczak M, Galka P, Krzyzosiak WJ. ,,Sequence-non-specific effects of RNA
interference triggers and microRNA regulators”. (2010) Nucleic Acids Res. 38, 1-16.

Pozostate publikacje autorki:

1.

2.

Urbanek MO, Galka-Marciniak P, Olejniczak M, Krzyzosiak WJ. “RNA imaging in
living cells - methods and applications.” RNA Biology R RNA Biol. (2014)
3;11(8):1083-95.

Wojciechowska M, Olejniczak M, Galka-Marciniak P, Jazurek M, Krzyzosiak WJ.
»RAN translation and frameshifting as translational challenges at simple repeats of
human neurodegenerative disorders”. Nucleic Acids Res. (2014) 42(19):11849-64.

Galka-Marciniak P, Urbanek MO, Krzyzosiak WJ. , Triplet repeats in transcripts:
structural insights into RNA toxicity” (2012) Biol Chem. 393, 1299-1315

Gtowne wyniki opisane w niniejszej pracy doktorskiej oraz ich implikacje dla technologii

interferencji RNA zawarte sa w obecnie przygotowywanych publikacjach.
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