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CEL PRACY

I. CEL PRACY

Jednym z wazniejszych mechanizméw regulujacych ekspresj¢ gendéw jest alternatywne
ich sktadanie, w wyniku czego dwa lub wigcej bialek moze powstawac z jednego transkryptu
(genu). Zaburzenia w regulacji tego procesu moga u ludzi prowadzi¢ do powaznych choréb.
Jednym z przyktadéw choroby zwiazanej ze zmianami w alternatywnym sktadaniu genu jest
otgpienie czolowo-skroniowe potaczone =z zespolem parkinsonowskim sprz¢zone z
chromosomem 17 (FTDP-17). Przyczyna stanu patologicznego w tej chorobie sa agregaty biatka
tau kodowanego przez gen MAPT. U chorych na FTDP-17 zidentyfikowano mutacje
powodujace powstawanie nieaktywnego biatka fau lub mutacje =zaburzajace proces
alternatywnego splicingu eksonu 10 genu MAPT. Mutacje wystgpujace w niekodujacych
fragmentach genu MAPT, a wplywajace na zmiang¢ wzorca alternatywnego splicingu moga byc¢

wykorzystane w badaniach nad mechanizmem regulacji alternatywnego sktadania genéw.

Celem niniejszej pracy byta kompleksowa analiza wybranych mutacji we fragmencie
pre-mRNA genu MAPT, obejmujaca badania termodynamiczne, strukturalne i badania na

liniach komérkowych.

W pierwszym etapie badan okreslono parametry termodynamiczne spinek RNA
zawierajace wybrane do badan mutacje. Dodatkowo, postanowiono oceni¢ wplyw
niskoczasteczkowych ligandéw na stabilno$¢ termodynamiczna spinki regulujacej

alternatywne sktadanie eksonu 10.

Kolejnym zadaniem bylo modelowanie struktury drugorzegdowej fragmentu
pre-mRNA genu MAPT. Wykonano badania strukturalne dla wszystkich wybranych mutacji,
aby uzyska¢ informacjg, jak wplywaja one na lokalna struktur¢ drugorz¢dowa fragmentu
pre-mRNA genu MAPT. Wykorzystano trzy metody eksperymentalne badania struktury
drugorzgdowej RNA, a mianowicie: mapowanie mikromacierzowe, mapowanie metoda
SHAPE i modyfikacje chemiczne z uzyciem DMS. W oparciu o wyznaczona strukture
drugorzgdowa zaproponowano model struktury trzeciorzedowej badanego fragmentu

pre-mRNA genu MAPT.

Dane termodynamiczne 1 strukturalne wykorzystano do zaprojektowania i
przeprowadzenia badan stuzacych poznaniu mechanizmu regulacji alternatywnego splicingu
eksonu 10 biatka tau w liniach komoérkowych cos-7. W badaniach wykorzystano ligandy

niskoczasteczkowe oraz oligonukleotydy antysensowe.



CEL PRACY

Szczegétowa analiza uzyskanych wynikéw badan strukturalnych oraz uzyskanych na
liniach komoérkowych pozwolita na zaproponowanie modelu regulacji alternatywnego

splicingu eksonu 10 genu MAPT.
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II. ABSTRACT

Tau protein is a product of MAPT gene and belongs to the microtubule associated
protein family. In 1998 the first mutation in MAPT gene was found, and over 40 mutations
are uncovered nowadays. MAPT gene mutations can be divided into two types. The first type
causes the change in biochemical properties of fau protein. The second one disrupts
alternative splicing of exon 10. Alternative splicing of exon 10 produces 3R (without exon 10)
and 4R (with exon 10) protein isoforms. In healthy brain the ratio of 3R and 4R forms is

approximately 1.

Alternative splicing of exon 10 is controlled by trans-acting factors and cis-acting
elements. It is reported that splicing of exon 10 is regulated by two weak, 5’ and 3’ splice
sites and seven cis-acting elements: SC35-like enhancer, PPE (polypurine enhancer), A/C rich
enhancer, ESS (exonic splicing silencer), ESE (exonic splicing enhancer), 1SS (intronic
splicing silencer) and ISM (intronic splicing modulator). However, it is reported that a hairpin
containing a fragment of exon 10 and intron 10-11 is the main factor responsible for exon 10
splicing regulation. It is suggested that the changes in stability of the studied hairpins directly
affect the interaction of its fragments with Ul snRNP or indirectly affect the binding of
trans-acting factors. Most of the splicing studies which were already published are focused on
the pre-mRNA sequence. However, there are more examples proving that the secondary

structure regulates splicing.

Described herein research was focused on the end of exon 10 and beginning of
intron 10-11 which forms a hairpin structure. Destabilization of this hairpin is induced by
mutation and causes excess or reduction of exon 10, which follows a change in a ratio of
3R/4R tau isoforms. The effect of disorder in quantity of 3R and 4R isoforms is a pathological
state manifested in FTDP-17 disease. It is supposed that a relaxed form of the hairpin is better
available to interact with U1 snRNP.

Thermodynamic studies were performed using the 11 RNA molecules, 25/26-
nucleotide long containing a fragment of regulatory hairpin: wild type RNA-WT, five mutants
naturally occurring in humans and destabilizing hairpin 11C, 12U, 13G, DD-PAC, 16U, one
hairpin with stabilizing mutation 19G, two molecules with DD-PAC mutation and with
stabilizing mutations, i.e. DDI-17T and DD-10C, two molecules with stabilizing mutations —
WTI-17T and WT-10C. The UV melting experiments enabled to obtain the thermodynamic

parameters for all mutants. Besides, the additional UV melting experiments with mutants and
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stabilizing hairpin molecules: neomycin, kanamycin, tobramycin and mitoxantrone were
performed. As expected, the experiments confirmed that the mutation in a non-coding region
of intron 10-11 causes significant differences in RNA hairpin stability. Three aminoglycoside
antibiotics (neomycin, kanamycin, tobramycin) and mitoxantrone were chosen to change the
thermodynamic stability of the tested RNAs. The results have shown that, except one case, the

presence of chosen ligands enhance thermodynamic stabilities.

Hybridization on isoenergetic microarray and chemical mapping (SHAPE and DMS)
demonstrate that all studied RNA molecules 194/195 long have almost the same secondary
structure. The presented data show that mutations 11C, 12U, 13G, DD-PAC, 16U, 19G,
DD-10C, DDI-17T, WT-10C and WTI-17T do not affect the secondary structure of the
194/195 nucleotide fragment of MAPT pre-mRNA. It seems that the mutations affect only the
thermodynamic stability of the regulatory hairpin. The data from this experiment were used
for the prediction of secondary structure of MAPT pre-mRNA. Moreover, a model of exon 10

alternative splicing regulation was proposed.

The last part of the research was performed on cos-7 cell lines and included the impact
of antibiotics and antisense oligonucleotides on the regulation of alternative splicing of
exon 10 of MAPT gene. Neomycin, kanamycin, tobramycin caused concentration-dependent
decrease of 4R tau isoform in the case of molecule with 11C, 12U, 13G, DD-PAC and 16U
mutations. The antisense oligonucleotides allowed to eliminate the mutation effect by

interacting with the regulatory elements of alternative splicing of exon 10.
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III. STRESZCZENIE

Biatko tau nalezy do rodziny biatek zasocjowanych z mikrotubulami. W wyniku
transkrypcji genu MAPT (ang. microtubule associated protein tau) powstaje pre-mRNA, z
ktérego podczas alternatywnego splicingu powstaje sze$¢ izoform tego biatka. U dorostego
cztowieka biatko tau wystepuje w cz¢sci aksonalnej neuronéw. Giéwne funkcje tego biatka to
polimeryzacja 1 stabilizacja mikrotubul, a co za tym idzie, pelni rol¢ w morfogenezie,
rozszerzaniu aksonalnym i transporcie bialek w aksonach. Biologiczna funkcja fau jest
regulowana gtéwnie przez hiperfosforylacje. W stanach patologicznych biatko rau wystgpuje
w catej komoérce nerwowej i moze tworzy¢ helikalne widkna PHFs (ang. paired helical

filaments) oraz neurofibrylarne sploty NFTs (ang. neurofibrillary tangles).

Zespo6t chordb, w ktérych wystepuja patologiczne formy biatka rau (PHFs oraz NFTs)
nazywamy tauopatiami. Do tych choréb zaliczamy jednostki zwiazane z choroba Alzheimera
AD (ang. alzheimer disease) oraz réznego typu otgpienia czolowo-skroniowe FTDs (ang.
frontotemporal demetias). W 1998 roku odkryto pierwsze mutacje w genie MAPT, ktére sa
odpowiedzialne za chorobe neurodegeneracyjna, a mianowicie otgpienie czolowo-skroniowe
potaczone z zespolem parkinsonowskim sprzg¢zone z chromosomem 17, FTDP-17 (ang.

frontotemporal dementia and parkinsonism linked to chromosome 17).

Mutacje genu MAPT moga mie¢ dwojaki charakter. Pierwszy typ mutacji, powoduje
zmiang wlasciwosci biochemicznych biatka. Drugi rodzaj, to mutacje zaburzajace proces
alternatywnego splicingu. U zdrowego cztowieka stosunek izoform 3R/4R biatka tau w
przyblizeniu réwny jest jeden. R6znica w ilosci domen wiazacych si¢ do mikrotubul zwiazana
jest z wycigciem (izoforma 3R) lub pozostawieniem (izoforma 4R) eksonu 10 w czasie

alternatywnego splicingu.

W regulacji alternatywnego skladania eksonu 10 bialka fau bierze udzial wiele
czynnikéw splicingowych i elementy dzialajace w uktadzie cis. Z danych literaturowych
wiadomo, ze miejsca akceptorowe i donorowe eksonu 10 to miejsca stabe, dlatego do
przytaczenia sktadnikéw spliceosomu potrzebuja dodatkowych miejsc regulujacych. W
przypadku eksonu 10 pre-mRNA genu MAPT mozna wyr6zni¢ siedem nastgpujacych
elementéw dzialajacych w uktadzie cis: wzmacniacz splicingu SC35 (ang. SC35-like
enhancer), polipurynowy wzmacniacz splicingu PPE (ang. polypurine enhancer),
wzmacniacz splicingu ACE (ang. A/C rich enhancer), eksonowy wyciszacz splicingu ESS

(ang. exonic splicing silencer), eksonowy wzmacniacz splicingu ESE (ang. exonic splicing
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enhancer), intronowy wyciszacz splicingu ISS (ang. intronic splicing silencer) i intronowy
modulator splicingu ISM (ang. intronic splicing modulator). Intronowy wyciszacz splicingu
ISS przyjmuje formg spinki RNA i zawiera 5’ miejsce splicingowe. Wydaje sig, ze element
ten petni kluczowa role w regulacji alternatywnego sktadania eksonu 10 pre-mRNA genu
MAPT. Sugeruje si¢, ze zmiany w stabilno$ci termodynamicznej tego motywu spinkowego w
sposOb bezposredni lub posredni powoduja réznice w oddziatywaniu z nim skladnikéw

spliceosomu.

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono badania dotyczace wptywu wybranych
mutacji na alternatywne sktadanie eksonu 10 pre-mRNA genu MAPT. Podzieli¢ je mozna na

trzy czesci: badania termodynamiczne, strukturalne i badania na liniach komérkowych cos-7.

Do badan termodynamicznych wykorzystano 11 czasteczek RNA o dlugosci 25/26
nukleotydéw, ktére obejmowaty motyw spinkowy na granicy eksonu 10 i intronu 10-11. W
eksperymentach wykorzystano spink¢ RNA dla formy typu dzikiego (WT), sze$¢ mutacji
wystgpujacych w chorobie FTDP-17 (11C, 12U, 13G, DD-PAC, 16U oraz 19G) oraz cztery
mutanty skonstruowane sztucznie (DD-10C, DDI-17T, WT-10C i WTI-17T). Pomiary
trwatosci termodynamicznej metoda topnien UV pozwolily na uzyskanie parametrow
termodynamicznych wszystkich spinek RNA. Wykonano takze pomiary ich trwatosci
termodynamicznej w obecnosci niskoczasteczkowych ligandéw: neomycyny, kanamycyny,
tobramycyny i mitoksantronu. Badania potwierdzity znaczacy wpltyw mutacji na stabilnos¢
termodynamiczna spinek RNA. Dodatkowo, stabilno$¢ termodynamiczna spinek RNA moze

by¢ zwigkszona przez oddzialywanie z antybiotykami.

Kolejnym etapem badan bylo okreSlenie struktury drugorzedowej jedenastu 194/195
nukleotydowych fragmentéw pre-mRNA genu MAPT. Mapowanie struktury drugorz¢gdowe;j
wykonano trzema metodami: wykorzystujac izoenergetyczne macierze RNA, metode SHAPE
i z uzyciem siarczanu dimetylu (DMS). Dane eksperymentalne zostaly wsparte programami
komputerowymi stuzacymi do przewidywaniu pofaldowania RNA 1 pozwolily na
zaproponowanie struktury drugorzedowej badanego fragmentu pre-mRNA. Dodatkowo, na
podstawie otrzymanej struktury drugorzedowej udato si¢ wymodelowaé strukture

trzeciorzegdowa o optymalnej energii swobodne;.

Ostatnia cze$cia badan byly eksperymenty na liniach komérkowych cos-7, ktoére
obejmowaty badanie wptywu mutacji na alternatywne sktadanie eksonu 10 pre-mRNA genu

MAPT. Z wyjatkiem jednej mutacji (19G), udalo si¢ zauwazy¢ korelacje pomigdzy
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stabilnoscia termodynamiczng regulatorowej spinki ISS, a ilo$cia powstajacych izoform 3R i
4R bialka fau. Ponadto, wykorzystano ligandy niskoczasteczkowe (neomycyna, kanamycyna,
tobramycyna 1 mitoksantron) do regulacji procesu splicingu eksonu 10. Wszystkie badane
ligandy, oprécz mitoksantronu, powodowaty zwigkszenie ilosci izoformy 4R biatka tau w
przypadku mutacji naturalnie wystepujacych w FTDP-17 i destabilizujacych regulatorowa
spinke ISS (11C, 12U, 13G, DD-PAC, 16U). Dodatkowo, w eksperymentach na liniach
komérkowych badano takze wptyw modyfikowanych oligonukleotydéw antysensowych,
nakierowanych na blokowanie innych niz spinka ISS elementéw regulujacych splicing
eksonu 10. Takze w tym przypadku udato si¢ zmieni¢ stosunek ilosciowy tworzacych sig

izoform bialka tau.

Wyniki uzyskane we wszystkich przeprowadzonych badaniach pozwolity na
zaproponowanie nowego modelu regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 pre-mRNA
genu MAPT. Postuluje on, ze po transkrypcji do czasteczki pre-mRNA przylaczaja sie
czynniki splicingowe powodujace lokalng rearanzacj¢ struktury, co uniemozliwia rozpoznanie
miejsca akceptorowego eksonu 10. Zmiany w ilosci izoform biatka tau spowodowane
mutacjami destabilizujacymi spinke regulatorowa wynikaja z niemoznos$ci wiazania si¢ biatka
PSF do takiej spinki. Mutacja 19G nie wplywa na stabilno$¢ termodynamiczna spinki, ale
powoduje stabilizacje motywu dwuniciowego powstalego w wyniku lokalnej rearanzacji
pre-mRNA. W konsekwencji ilosci tworzacych si¢ 3R i 4R izoform biatka fau sa odmienne

od tych tworzonych w przypadku pre-mRNA typu dzikiego.
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IV. CZESC LITERATUROWA

1. Sktadanie genow

Splicing, czyli sktadanie genéw jest jednym z proceséw posttranskrypcyjnej obrébki
prekursorwego mRNA (pre-mRNA). Z czasteczki RNA, ktéra niesie informacje o budowie
biatka usuwane sa rejony niekodujace, czyli introny. Dojrzata czasteczka mRNA, sktada si¢ z
fragmentéw kodujacych zwanych eksonami. Oprécz sktadania gendéw, posttranskrypcyjna
obrébka pre-mRNA obejmuje: 1) przylaczanie na koncu 5’ pre-mRNA, za pomoca wigzania
5°-5" trifosforanowego, czapeczki (ang. cap) zawierajacej 7-metyloguanozyng, 2)
redagowanie RNA polegajace na insercji, delecji lub deaminacji reszt nukleotydowych, 3)
poliadenylacj¢ sprowadzajaca si¢ do przylaczenia na koncu 3’ pre-mRNA fragmentu

poliadenylowego poli(A), 4) eksport mRNA z jadra do cytoplazmy.

Reakcja wycinania intronéw skfada si¢ z dwoch reakcji transestryfikacji, o czym
bedzie mowa w dalszej czgSci tego rozdzialu. Za prawidlowy 1 sprawny splicing
odpowiedzialny jest kompleks sktadania pre-mRNA zwany spliceosomem. U czlowieka do
poprawnego zajscia wycinania intronéw potrzebna jest aktywnos¢ ponad 170 biatek i matych

jadrowych RNA bogatych w urydyng tzw. U snRNA (ang. small nuclear RNA) (1, 2).

1.1. Konstytutywny splicing

Pierwszym i by¢ moze najwazniejszym etapem splicingu jest poprawne rozpoznanie
fragmentu, ktory powinien by¢ wycigty. W intronach znajduja si¢ elementy dziatajace w
uktadzie cis (ang. cis-acting elements), czyli sekwencje regulujace splicing SREs (ang. splicing
regulatory  elements), sekwencje konserwatywne, niezbedne do przeprowadzenia
konstytutywnego skladania genéw (Rysunek 1). Okreslenie 5’ miejsca splicingowego
(ang. 5’ splice site, donor site) zwanego réwniez miejscem donorowym oraz 3’ miejsca
splicingowego (ang. 3’ splice site, acceptor site) okre§lanego mianem miejsca akceptorowego
jest kluczowe dla poprawnego wycigcia intronu. Prawidlowe wycinanie fragmentu
niekodujacego zwiazane jest z rozpoznaniem sekwencji donorowych i akceptorowych przez

sktadniki spliceosomu, a takze okresleniem miejsca cigcia pre-mRNA (3).

Miejsce splicingowe na koncu 5’ wycinanego intronu definiowane jest jako sekwencja o
dtugosci dziewigciu nukleotydéw lezaca na granicy eksonu i intronu. U ssakéw sekwencja ta

wyglada nastepujaco: 5°YAG/GURAGU3’, gdzie Y to nukleotyd pirymidynowy, R to nukleotyd
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purynowy, a ukos$nik okresla granice ekson-intron (4). Z rejonem tym oddziatuje fragment RNA
z Ul snRNP (ang. Ul small nuclear ribonucleoprotein) i ze wzgledu na jego komplementarnos¢
oraz dostegpnos¢ dla Ul snRNP mozemy wyr6zni¢ mocne i stabe 5 miejsce splicingowe (ang.
strong, weak 5’ss). Miejsce akceptorowe 3’ okreslaja dwa rejony lezace wewnatrz wycinanego
intronu. Pierwszym fragmentem jest polipirymidynowy trakt PPT (ang. polypirimidine tract) o
roznej dtugosci, znajdujacy si¢ pomigdzy miejscem rozgalgzienia BP (ang. branch point), a
3’ miejscem splicingowym. Samo miejsce akceptorowe na koncu 3’ intronu posiada sekwencjg
NYAG/G. Miejsce to zazwyczaj znajduje si¢ okoto czterdziestu nukleotydéw od miejsca
rozgal¢zienia (4, 5). Lokalizacja BP okresla adenozyng bioraca udziat w reakcji transestryfikacji,
miejsce to posiada wysoce zdegenerowana sekwencje S’YNYURAY3’ (6, 7). W genomie
ludzkim istnieja takze miejsca donorowe i1 akceptorowe splicingu posiadajace inne sekwencje,

ale nie stanowia one wigcej niz 1,5% wszystkich uzywanych miejsc splicingowych (8).

EKSON INTRON EKSON
pre-mRNA S’F A *3’
5’ss BP PPT 3’ss

Rysunek 1. Sekwencje konserwatywne regulujace proces splicingu: 5’ss-miejsce splicingowe 5’,
BP-miejsce rozgaltezienia, PPT-polipirymidynowy trakt, 3’ss-miejsce splicingowe 3’.

U wszystkich organizméw, u ktérych wystgpuje wycinanie intronéw z czasteczki
pre-mRNA mozemy zaobserwowaé, ze wigkszo$¢ komponentéw jest sekwencyjnie
konserwatywna, niemniej jednak dlugos$¢ intronéw i eksonéw jest rézna (9-11). U ssakéw
dominuja krétkie eksony i dtugie introny. Srednia dtugo$é fragmentu kodujacego w pre-mRNA
waha si¢ pomigdzy 50-300 nukleotydow, a wielkos$¢ intronu to $rednio 3400 nukleotydéw. U
organizméw nizszych wystepuja dtuzsze eksony niz introny (3, 9-13). Sktadniki spliceosomu sa
podobne, a réznice wynikaja ze sposobu definiowania fragmentu, ktéry ma ulec wycigciu (3).
Kiedy introny sa krétkie, spliceosom okresla wycinany fragment w oparciu o intron. Odwrotnie
jest w przypadku ssakéw, gdzie usuwany fragment definiowany jest w odniesieniu do eksonu.
Sekwencja miejsc splicingowych, jak i okreslenie wycinanego fragmentu sa kluczowe, ale nie sa
jedynymi sygnatami dla poprawnego przebiegu reakcji splicingu. W genomie ludzkim czegsciej
niz prawdziwe eksony wystgpuja pseudoeksony. Posiadaja one poprawne, ale nieuzywane
miejsca splicingowe (4, 14). O innych sekwencjach regulujacych sktadanie pre-mRNA

dziatajacych w uktadzie cis bedzie mowa w dalszych rozdziatach.
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1.2. Reakcja transestryfikacji w czasie skladania genow

Pod wzgledem chemicznym proces splicingu sktada si¢ z dwdch reakcji
transestryfikacji (Rysunek 2). W pierwszym etapie nastgpuje atak nukleofilowy grupy
2’-hydroksylowej adenozyny w miejscu rozgalgzienia BP na centrum fosforowe, z
jednoczesnym rozerwaniem wiazania P-O przy atomie O3’ ostatniej reszty nukleotydowe;j
wchodzacej w sktad eksonu, bezposrednio sasiadujacej z koncem 5’ wycinanego intronu.
Nastegpnie, uwolniona grupa 3’-hydroksylowa eksonu przeprowadza atak nukleofilowy na
centrum fosforowe, z jednoczesnym rozerwaniem wigzania P-O przy atomie O3’ reszty
nukleotydowej z konca 3’ intronu. Dzigki tym reakcjom nastgpuje potaczenie si¢ eksondéw, a

intron bedacy w formie lassa (petli) jest degradowany (75).

EKSON1 INTRON EKSON 2

5 lepGpU pA PAPG|pN’ 3’

-

5 pN-OH<-pzl&) — pApGpN’ 3’

G INTRON ZGRUPOWANE EKSONY

P-

(p%—pApG + 5’pNpN’ 3°
U

Rysunek 2. Schemat przebiegu dwoéch reakcji transestryfikacji zachodzacych w czasie splicingu.
N=A,G,ClubU.

1.3. Spliceosom

Za prawidtowe i sprawne skladanie genéw odpowiedzialny jest kompleks skladania
RNA zwany spliceosomem. W organizmach eukariotycznych, w wigkszosci reakcji
wycinania intronéw bierze udziat klasyczny spliceosom typu U2 (ang. U2-dependent
spliceosome). W skilad tego spliceosomu wchodza czasteczki snRNA nazwane: Ul, U2, U4,
US oraz U6, ktére wraz z bialkami tworza male jadrowe rybonukleoproteiny snRNP

(ang. small nuclear ribonucleoprotein) (I, 2). Mniej niz 1% splicingu zachodzi przy udziale
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spliceosomu typu U12 (ang. Ul2-dependent spliceosome) i wtedy skladnikami spliceosomu
sa czasteczki U11, U12, Udy,e, Ubye SNRNP (16). Czasteczki U snRNA mozemy podzieli¢ na
dwie klasy. Pierwsza to grupa Sm (Ul, U2, U4, Ud,,. US, U7, Ull, Ul2,) posiadajaca
miejsce wigzania dla biatek Sm. Druga klasa to Lsm (U6, U6,,.) oddziatujaca z biatkami
podobnymi do Sm (ang. like Sm protein) (16). Oprécz bialek tworzacych spliceosom i
oddziatujacych z snRNA istnieje szereg czynnikéw biatkowych bioracych aktywny udziat w
sktadaniu pre-mRNA tzw. czynnikéw splicingowych non-snRNP (/7). Sktad biatkowy

poszczegdlnych czasteczek U snRNP przedstawiony jest na rysunku 3.

128 175 138 20S 258
U6 @
o T wlvw) @
5
U1 snRNA w& U5 snRNA QDN%—
U2 snRNA U4 snRNA u4 us
D | Sm | [ Sm | Sm/LSm
70K A hPrp3 hPrp8 hPrp8
é B” hPrpS‘] hBrr2 hBrr2
hPrp4 Snuii4 Snui14
SF3a 60 Ll s M
52K 40K
SF3b155 40K hDib1
SF3b145 hDib1
SF3b130 horms
SF3b49 hPrp3l
SF3b14a/pi4 pils
SF3b14b o
SF3b10 155K
hSnu66
hSad1
27K

Rysunek 3. Schemat struktury snRNA tworzacych spliceosom oraz zestawienie oddziatujacych z nimi
biatek (15).

Splicing odbywa si¢ przy wudziale dynamicznego, wielosktadnikowego,
rybonukleoproteinowego kompleksu zwanego spliceosomem. Miejsca laczenia si¢ dwodch
eksonéw przyblizaja si¢ do siebie w wyniku zmian w ksztalcie (strukturze) kompleksu
sktadania pre-mRNA. W wigkszosci przypadkéw reakcji splicingu gtéwnymi elementami
spliccosomu sa czasteczki Ul snRNP, U2 snRNP, U4/U6 snRNP, U5 snRNP,
U4/U5/U6 snRNP i1 czynniki splicingowe non-snRNP. Przebieg procesu wycinania intronéw
z udziatem spliceosomu odbywa si¢ w kilku etapach (Rysunek 4). U cztowieka Ul snRNP
sktada si¢ z 164 nukleotydowego snRNA oraz 3 czynnikow biatkowych, a mianowicie 70K,

A i C. Przylacza si¢ on do pre-mRNA w pierwszym etapie splicingu tworzac pierwszy
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splicingowy kompleks E. Do pre-mRNA wraz z czasteczka Ul snRNP (kompleksu E)
przytacza si¢ U2 snRNP, ktéry zbudowany jest z snRNA o dlugosci 188 nukleotydow i
12 czynnikéw biatkowych: A’, B”, SF3a120, SF3a66, SF3a60, SF3b155, SF3b145, SF3b130,
SF3b49, SF3b14, SF3bp14b oraz SF3b10. W wyniku przytaczenia si¢ tych dwdch czasteczek
snRNP tworzy si¢ kompleks A inaczej zwany pre-spliceosomem. Na tym etapie
rozpoznawane jest 5’ miejsce splicingowe przez Ul snRNA, miejsce rozgatgzienia BP przez
SF1/BBP, polipirymidynowy trakt przez U2AF® oraz 3’ miejsce splicingowe przez U2AF”,
Jezeli w sekwencji pre-mRNA wystepuja wzmacniacze splicingu to sa one rozpoznawane
przez biatka SR. W nastepnej kolejnosci ma miejsce wiazanie si¢ oddzialujacych ze soba
czasteczek U4/U5/U6 snRNP. Grupa ta sktada si¢ z trzech czasteczek RNA o dlugosci

5’88 BP 3'SS

GU A—AcEe]  Pre-mRNA Intron =

mRNA
/_‘ U1
Ut
—— e |
kompleks E
U6 U2

—e

U1
U2 ==
U6 U2
pre-spliceosom U6 n ~
kompleks A U5
I —
U4/U6 U5 kompleks C*
tri-snRNP
Ui ATP
U6 U4 ATP
— S —— U1 (\
U2
=y @ Ue o =
pre-katalityczny é ﬁ >
spliceosom 5
kompleks B kompleks C
U6_U2 U6—U2 /
aktywny spllceosom @ > @
kompleks B* ATP

kompleks B*

Rysunek 4. Etapy przebiegu procesu wycinania intronéw z udzialem spliceosomu (15).
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144 nukleotydow (U4 snRNA), 142 nukleotydéw (U5 snRNA) i 106 nukleotydow
(U6 snRNA) oraz szeregu biatek: Prp8, hBrr2, Snul14, hPrp6, hPrp28, 40K, hDibl, hPrp3,
hPrp31, hPrp4, CypH, 15.5K, hSnu66, hSadl i 27K. Tworzy si¢ wtedy kompleks B okreslany
mianem pre-katalitycznego spliceosomu. W tym momencie czasteczki Ul i U4 snRNP
oddysocjowuja z kompleksu i tworzy sie aktywny kompleks spliceosomu B*. Dzigki
hydrolizie ATP zachodza zmiany konformacyjne, czego rezultatem jest zblizenie sig
nukleotydéw bioracych udziat w dwoch reakcjach transestryfikacji, powstaje katalitycznie
aktywny kompleks B*. Pierwsza reakcja zachodzi w tak zwanym kompleksie C, a druga w
kompleksie C*. Nastgpuje polaczenie si¢ eksondéw i usunig¢cie intronu. Dojrzale mRNA
opuszcza spliceosom, czasteczki U2, U5, U6 oddysocjowuja od intronu i moga ponownie

oddzialywac z czasteczka pre-mRNA (75).

1.4. Alternatywny splicing

W roku 2001 okreSlono petna sekwencj¢ genomu ludzkiego, co pozwolito na
oszacowanie liczby genéw u cztowieka na okoto 26 tysiecy (/8). Za tak matq liczbg¢ genéw w
stosunku do ilosci r6znych bialek w organizmach odpowiedzialne sa procesy zwiazane z
dojrzewaniem RNA, w szczegdlnosci alternatywny splicing. Jest to proces, w ktérym dwa lub
wigcej biatek moze powstawac z jednego transkryptu (genu), w wyniku usuwania z niego
jednego lub kilku eksonéw. Istnieje korelacja pomigdzy zlozonoscia organizmu, a liczba
gendw ulegajacych alternatywnemu splicingowi. W czasie dojrzewania pre-mRNA okoto
95% ludzkich genéw ulega alternatywnemu sktadaniu (/9), okolo 60% u Drosophila
melanogaster (20) 1 25% u Caenorhabditis elegans (21). Im wigcej w organizmie rodzajow
komoérek i tkanek tym wigkszy procent genéw ulega procesowi alternatywnego splicingu.
Alternatywne skladanie genéw odgrywa znaczaca rol¢ w réznicowaniu si¢ komoérek i w
rozwoju organizmu, poniewaz roézne izoformy tego samego biatka moga powstawaé w
roznych tkankach. Najlepszym potwierdzeniem jak alternatywne sktadanie genu wptywa na
roznorodnos¢ biatek jest przyktad genu Dscam u Drosophila melanogaster. Na drodze
alternatywnego splicingu tego genu moze powsta¢ 38 016 réznych izoform mRNA i
biatek (22). Powstawanie dwéch lub wigcej izofrom mRNA z jednej czasteczki pre-mRNA
moze by¢ wynikiem pigciu gléwnych schematéw alternatywnego splicingu: 1) pominigcie
eksonu, 2) zatrzymanie intronu, 3) wybor jednego z eksondéw, 4) alternatywne 5’ miejsce

splicingowe, 5) alternatywne 3’ miejsce splicingowe (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Schemat alternatywnego splicingu pokazujacy jak z jednego pre-mRNA moga powstawaé
dwa transkrypty.

1.5. Regulacja alternatywnego splicingu

Jak wczesniej wspomniano, konstytutywny splicing opiera si¢ na regionach
konserwatywnych dziatajacych w uktadzie cis (5’ss, 3'ss, PPT, BP). Najnowsze badania
in silico pokazuja, ze 92-95% ludzkich genéw moze podlega¢ procesowi alternatywnego
splicingu, co za tym idzie, stopien komplementarnosci 5’ miejsca splicingowego do
Ul snRNA oraz definicja wycinanego fragmentu nie moga by¢ jedyna podstawa w
identyfikacji usuwanego rejonu (19, 23, 24). W procesach konstytutywnego splicingu, jak i
alternatywnego splicingu, bardzo waznym elementem jest rejon sasiadujacy z miejscem
splicingowym, 50 nukleotydéw powyzej 1 80 nukleotydéw ponizej tego miejsca. Znany jest
alternatywny mechanizm rozpoznawania miejsc splicingu; dzieje si¢ to dzigki rejonom
regulujacym splicing SREs (ang. splicing regulatory elements), nazywanymi réwniez
sekwencjami positkowymi (ang. auxiliary elements), lezacymi wewnatrz eksonu oraz w

przylegtych intronach. Mozemy wyrézni¢ cztery gtéwne rodzaje takich rejonéw (12):
a) ESEs (ang. exonic splicing enhancers) eksonowe wzmacniacze splicingu,

b) ESSs (ang. exonic splicing silencers) eksonowe wyciszacze splicingu,

¢) ISEs (ang. intronic splicing enhancers) intronowe wzmacniacze splicingu,

d) ISSs (ang. intronic splicing silencers) intronowe wyciszacze splicingu.
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Sekwencje regulujace splicing sa rozpoznawane przez czynniki splicingowe dziatajace
w uktadzie trans (ang. trans-acting factor), ktére tacza si¢ z regulatorowym rejonem i moga
oddzialywac z innymi czasteczkami, w tym z snRNP. Eksonowe wzmacniacze splicngu ESE
definiowane sa jako takie, do ktérych przytaczaja si¢ biatka z rodziny SR, czyli biatka bogate
w seryng i argining (ang. serine/arginie-rich protein family). Jedna z teorii glosi, ze biatka SR
przytaczaja si¢ bezposrednio do ESE, co wyzwala oddzialywanie z innymi czynnikami
splicingowymi i pozwala na rekrutacj¢ pierwszych komponentéw spliceosomu tj. Ul snRNP
oraz U2AF. Inne badania wskazuja, ze biatka SR wiaza si¢ dopiero po utworzeniu pierwszego
kompleksu spliceosomu (12, 25-27). Bez wzgledu na mechanizm mozna powiedzie¢, ze
wzmacniacze splicingu ESE 1 ISE aktywuja konstytutywne, alternatywne, stabe lub mocne
miejsca splicingowe przez oddzialywanie z biatkami SR lub komponentami spliceosomu, co
wzmacnia rozpoznawanie eksonu (/2, 28, 29). Na sktadanie gendw maja takze wptyw rejony
regulatorowe wyciszajace splicing, ktére moga by¢ zlokalizowane w eksonie lub intronie ESS
1 ISS (30). Uwaza sig, ze miejsca wyciszenia okresla rejon, do ktérego wiaza si¢ biatka PTB
(ang. polypyrimidine tact-binding protein) inaczej zwane hnRNP 1 (ang. heterogeneous
nuclear ribonucleoproteins). Oddziatuja one z polipirymidynowymi traktami. Biatka PTB
moga blokowa¢ wiazanie si¢ spliceosomu przez multimeryczne wiazanie si¢ do eksonu, moga
wypetlac  ekson lub moga wptywa¢ na wiazanie si¢ Ul snRNP z 5’ miejscem

splicingowym (31-34).

Wiele jest pozioméw regulacji alternatywnego splicingu, jednak wydaje sig, ze
regulacja przez bialka jest najbardziej elastycznag forma 1 moze odpowiada¢ za
tkankowo-specyficzna zmienno$¢ w reakcji sktadania genéw. Wpltyw czynnikéw biatkowych,
w r6znych tkankach czy komérkach moze by¢ regulowany przez st¢zenie jednego lub wielu
czynnikow splicingowych, przez wplyw na lokalizacje komodrkowa tych regulator6w oraz
przez potranslacyjne modyfikacje tych biatek (/5). Bialka biorace udzial w wycinaniu
introndw z czasteczki pre-mRNA mozemy podzieli¢ na bialka splicingowe, ktére tworza
spliceosom oraz inne biatka biorace udzial w splicingu, czyli czynniki splicingowe. Do
wigkszosci rejonéw regulujacych sktadanie pre-mRNA przylaczaja si¢ czynniki splicingowe
bedace represorami lub aktywatorami, ktére moga wzmacnia¢ lub ostabia¢ formowanie sig
kompleksu biatkowego spliceosomu. Czynniki te mozemy podzieli¢ na trzy gtéwne grupy: 1)
biatka SR bogate w seryng i argining, najczgs$ciej wzmacniajace rozpoznawanie miejsc
splicingowych, 2) biatka hnRNP, maskujace miejsca splicingowe, 3) tkankowo-specyficzne

czynniki splicingowe (35). Wszystkie wymienione biatka posiadaja, czgsto w wielu kopiach,
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specyficzne domeny wiazace do RNA: motyw rozpoznajacy RNA, RRM (ang.
RNA-recognition motif), domeng¢ KH (ang. K homology domain) lub domeng palca
cynkowego. Wielko$¢ spliceosomu i ilo$¢ czynnikéw biatkowych bioracych udzial w tym
procesie powoduje, ze eksony mniejsze niz 50 nukleotydow moga by¢ za mate dla

pomieszczenia wszystkich biatek i moga by¢ pomijane i wycinane z transkryptu (36).

Procesy, jakim poddawana jest czasteczka pre-mRNA w jadrze sa ze soba S$cisle
powiazane. Zaobserwowano sprzgzenie transkrypcji z procesem splicingu. Wycinanie intronéw
moze odbywa¢ si¢ rownocze$nie z synteza pre-mRNA (37-40). Zaproponowano dwa
mechanizmy wplywu transkrypcji na splicing. Pierwsza koncepcja méwi o bezposrednim
oddzialywaniu spliceosomu z polimeraza RNA II lub jej promotorem (4/). Druga teoria dotyczy
wplywu kinetyki reakcji transkrypcji na alternatywny splicing. Uwaza sig, ze C koncowa
domena polimerazy RNA II jest miejscem wiazania si¢ réznych komplekséw biatkowych
zwiazanych z dojrzewaniem pre-mRNA (42, 43). Ponadto w czasie kotranskrypcyjnego
splicingu nastgpuje przestrzenne i czasowe rozdzielenie miejsc splicingowych (37). Pokazano, ze
Ul snRNP oddziatuje z gléwnym czynnikiem inicjacji elongacji transkrypcji TFIIH
(ang. transcription factor Il human) (44). Zidentyfikowano réwniez biatka SR w kompleksie z
polimeraza RNA II. Szybko$¢ elongacji pre-mRNA moze wplywaé na alternatywny splicing
(45-47). Szybka transktypcja moze powodowal nierozpoznanie stabych  miejsc

splicingowych (37).

Pierwszym etapem w dojrzewaniu nowopowstatego transkryptu jest dodanie na koncu
5’ czapeczki (kapu), ktoéra chroni pre-mRNA przed dziataniem 5’ egzonukleaz. Pokazano, ze
transkrypt z kapem powoduje wzrost wydajnosci splicingu (48). Istnieja dowody na
oddzialywanie pomig¢dzy czynnikami bioracymi udziat w poliadenylacji, jak polimeraza poli(A),
biatko CPSF (ang. cleavage and polyadenylation specificity factor) i CFII (ang. cleavage
factor II) z czasteczka U2AF® (49-53). Poza tym wykazano, ze czynnik splicingowy SRm160
promuje cigcie na koncu 3’, a czasteczka Ul snRNP wykazuje wptyw inhibitorowy na ten

proces (54).

Kompleks biatkowy EJC (ang. exon junction complex) zaangazowany w eksport
czasteczki mRNA z jadra do cytoplazmy zawiera wiele biatek zwiazanych z alternatywnym
sktadaniem genéw takich jak: SRm160, DEK i RNPS1. W kompleksie tym wykryto réwniez

czynnik inicjacji translacji eIF4A3, co pozwala wysnu¢ wniosek, ze czynniki splicingowe moga
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oddzialywa¢ z czynnikami bioracymi udziat w translacji i posrednio wptywa¢ na jej

przebieg (55-57).

Splicing powiazany jest z procesami rozpoznawania i degradacji mRNA, okreslanych
mianem NMD (ang. nonsense-mediated decay), ktore zawieraja przedwczesny kodon stop PTC
(ang. premature termination codon). Sktadanie genéw jest wazne do okreSlenia transkryptow
przeznaczonych do degradacji NMD przez znakowanie mRNA z PTC przez czynniki
splicingowe SR. Z drugiej strony proces NMD reguluje ekspresj¢ wielu biatek SR. Uwaza sig, ze
jedna trzecia transkryptéw moze by¢ regulowana na drodze degradacji czasteczek mRNA
posiadajacych przedwczesny kodon stop. Proces ten moze maskowaé niektére mutacje
czynnikéw splicingowych (58-62). Rowniez modyfikacje histondw moga pomaga¢ w rekrutacji

czynnikéw biatkowych regulujacych alternatywne sktadanie genéw (63).

Kolejnym elementem wplywajacym na splicing pre-mRNA jest jego struktura
drugorzegdowa 1 oddzialywania trzeciorzgdowe. Rozpoznanie miejsc splicingowych,
elementéw regulatorowych dzialajacych w ukladzie cis odbywa si¢ na zasadzie
oddzialywania tych elementéw z czynnikami biatkowymi. Struktura drugorz¢gdowa moze
prowadzi¢ do wyeksponowania lub maskowania regulatorowych elementéw (64, 65). Jak juz
wczesniej wspomniano, pre-mRNA biorg udzial w splicingu w czasie transkrypcji (37-40). W
komoérkach ssakow jest wiele biatek z rodziny hnRNP, ktére oddziatuja z czasteczkami RNA
uniemozliwiajac im wytworzenie stabilnej struktury. Nasuwaja si¢ pytania, czy
nowopowstajaca czasteczka pre-mRNA ,,ma czas” na uformowanie stabilnej struktury i czy
czynniki biatkowe nie ograniczaja tego procesu oraz czy struktura drugorzgdowa ma wpltyw
na proces alternatywnego splicingu? Przyjmuje sig¢, ze wplyw na alternatywny proces
sktadania genu ma struktura lokalna poszczegdlnych fragmentéw, a nie struktura globalna,
ktora ,,nie zdazy” si¢ uformowaé w czasie transkrypcji (66). Mate czasteczki moga naturalnie
regulowac¢ alternatywny splicing przez wplyw na struktur¢ drugorzedowa pre-mRNA.
Pirofosforan tiaminy TPP (ang. thiamine pyrophosphate) znany jako ryboprzetacznik, moze
wiaza¢ si¢ z intronem genu zwiazanego z synteza TPP, powodujac, ze to wtasnie ten intron
nie zostanie wycigty. Pozostawienie fragmentu niekodujacego znacznie obniza stabilnos$¢
powstalego mRNA (67). Takze pentamidyna moze wigza¢ si¢ do motywu spinki do wloséw
pre-mRNA genu TNNT2 (ang. troponin T type 2) 1 powodowac redukcj¢ splicingu przez
inhibicje wiazania si¢ czasteczki U2AF® (68). Przyktady te pokazuja, ze alternatywny

splicing moze by¢ regulowany na drodze zmian w strukturze drugorzedowej transkryptu.
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Podsumowujac, regulacja sktadania pre-mRNA jest wieloetapowa i skomplikowana.
Kluczowa rol¢ odrywaja miejsca 5’13 splicingowe, ktére pozwalaja na zdefiniowanie
eksonu. Ponadto, na wycinanie intronéw maja wplyw sekwencje regulujace splicing SRE o
charakterze konstytutywnym (5’ss, 3'ss, PPT, BP) lub positkowym (ESE, ESS, ISE, ISS).
Czasteczka pre-mRNA posiada specyficzna i zdefiniowana struktur¢ drugorzedowa, co moze
doprowadzi¢ do wyeksponowania lub maskowania poszczegdlnych elementéw
regulatorowych. Konsekwencja wystgpowania w pre-mRNA stabego miejsca splicingowego
5’ lub 3’ lub zamaskowanych miejsc SRE, moze by¢ wystapienie alternatywnego splicingu.
Dodatkowo, wycinanie intronu z pre-mRNA jest $cis§le powiazane z réznymi procesami

regulujacymi dojrzewanie genéw 1 ich ekspresjg.

1.6. Alternatywny splicing w komérkach nerwowych

Alternatywny splicing powoduje powstawanie nowych bialek o réznych funkcjach.
Analiza genomu czlowieka pokazata, ze tkanka mézgowa ma najwigksza liczbg
tkankowo-specyficznych izoform biatkowych powstalych w procesie alternatywnego splicingu
(69). W tkance nerwowej alternatywne sktadanie gendéw odpowiedzialne jest za aktywnos$¢
biatek w synapsach i jest bardzo wazne dla genéw zwiazanych z przekazywaniem sygnatéow w
organizmie takich jak geny kodujace: receptory, biatka biorace udzial w transdukcji sygnatu,
czynniki transkrypcyjne i regulatory splicingu (70). Alternatywny splicing moze wplywac na
funkcje 1 aktywno$¢ receptoréw neuronowych. Przyktadem jest receptor NMDA R1
(ang. n-methyl-d-aspartic acid receptor 1), w ktorym w zaleznos$ci od obecnosci w transkrypcie
eksonu C1, powstaje biatko zlokalizowane w blonie cytoplazmatycznej lub w cytoplazmie (77).
ZYozono$¢ 1 ilo$¢ reakcji alternatywnego splicingu w komorkach nerwowych i1 neuronach
ruchowych powoduje, ze istnieje szereg choréb neurodegeneracyjnych zwigzanych z
zaburzeniami w alternatywnym sktadaniu genéw. Choroby takie jak: stwardnienie zanikowe
boczne, ALS (ang. amyotrophic lateral sclerosis) (72) 1 rdzeniowy zanik mig$ni, SMA
(ang. spinal muscular atrophy) (73) spowodowane sa przez mutacje w genach czynnikéw
splicingowych. Otgpienie czotowo-skroniowe z zespotem parkinsonowskim sprzezonym z
chromosomem 17, FTDP-17 ujawnia si¢ w wyniku zaburzen w alternatywnym splicingu biatka

tau (74).
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1.7. Wplyw struktury drugorzedowej na alternatywne skladanie genéw

W licznych procesach zachodzacych w komorce struktura drugorzgdowa RNA
odgrywa istotna role we wtasciwosciach funkcjonalnych tej czasteczki (75). W przypadku
pre-mRNA uwaza sig, ze lokalne motywy strukturalne maja wplyw na proces alternatywnego
splicingu, w przeciwienstwie na przyklad do czasteczki tRNA, ktéra przyjmuje Sciste
zdefiniowana globalna strukturg. Poczatkowo sadzono, ze biatka hnRNP oddziatuja z nowo
powstalym  transkryptem uniemozliwiajac uzyskanie przez pre-mRNA  struktury
drugorzgdowej (76). Jednak do tej pory udokumentowano wiele przyktadéw méwiacych o

wplywie struktury drugorzgdowej na alternatywne sktadanie genéw (77).

Jak wczesniej wspomniano, kluczowym etapem skfadnia gendw jest rozpoznanie
5’13’ miejsc splicingowych. Selekcja miejsc splicingowych moze by¢ regulowana przez
strukture drugorzedowa fragmentéw bioracych udziat w splicingu (64, 78). Struktura
drugorzgdowa moze hamowac¢ lub aktywowal wigzanie si¢ spliceosomu do pre-mRNA.
Dodatkowo, regulacje motywéw strukturalnych moga dotyczy¢ elementéw dziatajacych w
uktadzie cis. Wigkszo$¢ czynnikow splicingowych wiaze si¢ do rejonéw jednoniciowych w
pre-mRNA o dtugosci 2-10 nukleotydéw, znajdujacych sie¢ najczesciej w rejonach petli
struktur spinkowych. Maskowanie 1 uwydatnianie takich rejonéw jak: ESS, ESE, ISE czy ISS
wywiera znaczny wplyw na regulacj¢ procesu alternatywnego splicingu. Ponadto, dzigki
przyjmowaniu okreslonych motywow strukturalnych przez pre-mRNA mozliwe jest bliskie
sasiedztwo elementéw regulujacych, dziatajacych w uktadzie cis, ktérych umiejscowienie w

sekwencji jest od siebie odlegte.

Potwierdzeniem wptywu struktury drugorzgdowej na alternatywne skladanie genéw
jest korelacja pomigdzy wystgpowaniem alternatywnego splicingu i ustrukturalizowaniem
miejsc  splicingowych. Modelowanie struktur drugorzgdowych 60 nukleotydowych
fragmentéw obejmujacych rejony: (1) podlegajace konstytutywnemu splicingowi
(13 426 eksondw), (2) zawierajace 5’ 1 3’ miejsca alternatywnego splicingu (4 179 eksonéw),
(3) regulujace zatrzymanie lub ominiecie eksonu (8 385 eksonéw) uwidocznito réznice w
strukturze drugorzedowej pomiedzy nimi (Rysunek 6) (65). Miejsca splicingowe, ktére nie
ulegaja konstytutywnemu splicingowi posiadaja konserwatywne motywy strukturalne.
Fragmenty w obrebie alternatywnych miejsc splicingowych posiadaja procentowo wigksza
zawarto$¢ par G-C, co za tym idzie struktura drugorzedowa tworzona przez te rejony jest

stabilniejsza. Korelacja pomigdzy stabilnoscia motywow strukturalnych, a zdarzeniami w
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alternatywnym splicingu nie dotyczy pominigcia lub zatrzymania eksonu. Uwaza sig, ze w

tym przypadku wigkszy wplyw na to zdarzenie ma wielko$¢ eksonu niz

drugorzg¢dowa.
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Rysunek 6. Poréwnanie energii swobodnej motywdw strukturalnych. A-pomigdzy konstytutywnym i
alternatywnym miejscem splicingowym 5°, B-pomigdzy konstytutywnym, a alternatywnym miejscem
splicingowym 3’, C-pomigdzy konstytutywnym splicingiem eksonu, a pominigciem eksonu w reakcji
sktadania genéw (65).
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Na podstawie danych o konserwatywnych motywach strukturalnych, ktére moga
regulowac alternatywny splicing udato si¢ przewidzie¢ wzor skladania gendw w czterech

typach tkanek u myszy (79).

1.7.1. Wplyw struktury drugorzedowej na identyfikacje¢ miejsc splicingowych 5’ i 3’ oraz
miejsca rozgalezienia

Struktura drugorzedowa wpltywa na dostgpnos$¢ miejsca splicingowego w pre-mRNA
genu ludzkiego hormonu wzrostu GH1 (ang. human growth hormone) (80). Dwie izoformy
tego biatka produkowane sa w przysadce, wariant krétszy i1 dluzszy, w zaleznosci od wyboru
miejsca akceptorowego B lub B’. Pre-mRNA tego genu zawiera struktur¢ spinki do wtoséw,
ktéra obejmuje miejsce splicingowe i miejsce rozgatezienia dla izoformy dtuzszej. Obecnos¢
takiego motywu strukturalnego zwiazana jest ze wzrostem ilosci izoformy krétszej bialka.
Uwaza sig, ze wystgpuje rownowaga pomiedzy dwoma formami pre-mRNA genu GHI z
dostgpnym miejscem i zamaskowanym miejscem splicingowym. Poniewaz utrudniony jest
dostep do miejsca splicingowego odpowiedzialnego za ekspresj¢ formy dtuzszej to powstaje
okoto 10 razy wigcej izoformy krétszej ludzkiego hormonu wzrostu. Wykorzystanie miejsca
splicingowego powodujacego powstanie formy dluzszej jest zalezne od stabilnosci motywu
spinkowego. Im mniejsza energia swobodna, tym wigcej powstaje izoformy krotszej
ludzkiego hormonu wzrostu. Okazato si¢, ze istnieje liniowa zalezno$¢ pomigdzy

wykorzystaniem miejsca splicingowego B’, a energia swobodna motywu spinkowego.

Zaobserwowano wplyw struktury drugorz¢gdowej na alternatywne sktadanie czynnika
splicingowego hnRNP A1 (87). W wyniku alternatywnego splicingu eksonu 7B powstaja
dwie izoformy tego biatka, a mianowicie hnRNP Al i hnRNP A1®, ktére réznia sie
zdolnos$cia do wiazania si¢ do miejsc splicingowych. Fragment 84 nukleotydowy nazwany
CE6IO, tworzy bardzo trwaly motyw dwuniciowy z miejscem akceptorowym dla eksonu 7B i
prowadzi do ominigcia tego eksonu w reakcji skladania genéw. Powstanie stabilnego
dupleksu pomigdzy CE6IO, a rejonem z 5’ miejscem splicingowym dla eksonu 7 powoduje

zmniejszone oddziatywanie tego miejsca akceptorowego z Ul snRNP.

Alternatywny splicing genu ludzkiej B-tropomiozyny, TPM2 (ang. S-tropomiosin 2)
jest tkankowo specyficzny. W wyniku tego procesu powstaja dwie izoformy biatka
zawierajace ekson 6A lub ekson 6B. Wplyw na alternatywne sktadanie genu TPM2 ma

struktura drugorzedowa fragmentu obejmujacego ekson 6B i intron pomigdzy eksonem 6A i
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6B (82). Struktura drugorzedowa, jaka przybiera ten rejon wplywa na wiele etapéw w
procesie sktadnia tego pre-mRNA. Miedzy innymi, zmniejsza stopien rozpoznawania miejsca
akceptorowego, redukuje oddzialywanie czynnikdw splicingowych z miejscem rozgal¢zienia i
innymi elementami regulujacymi. Zmiany w sekwencji tego rejonu zmniejszajace
ustrukturalizowanie, powoduja wzrost wydajnosci splicingu. Zagadka pozostaje fakt,

dlaczego taka regulacja wystgpuje tylko w wybranych tkankach.

Kolejnym przyktadem wptywu struktury drugorzedowej na identyfikacj¢ miejsca
splicingowego jest motyw spinki RNA wystepujacy w pre-mRNA biatka tau. Motyw ten
wystgpuje w miejscu akceptorowym eksonu 10. Przypadek ten zostanie szczegdélowo

omoéwiony w dalszej czesci pracy.

1.7.2. Wplyw struktury drugorz¢edowej na modyfikacje alternatywnego splicingu przez
elementy regulatorowe dzialajace w ukladzie cis

Motywy strukturalne wystgpujace w pre-mRNA moga takze regulowa¢ rozpoznanie
miejsc regulatorowych dziatajacych w uktadzie cis (64, 78). Wigkszos¢ bialek oddziatuje z
rejonami jednoniciowymi, tak wigc, aby odpowiednio regulowaé alternatywny splicing
fragmenty regulatorowe powinny znajdowac si¢ w jednoniciowych rejonach. Przez modulacjg
struktury drugorzedowej mozliwe jest maskowanie lub uwidacznianie sekwencji
wyciszajacych splicing lub sekwencji wzmacniajacych splicing, co prowadzi do zmian w

alternatywnym sktadaniu genéw (Rysunek 7).

We wszystkich przyktadach przedstawionych przez Hiller’a wida¢ rdéznice w
alternatywnym splicingu w zaleznos$ci od tego czy element regulatorowy znajduje si¢ w petli
spinki czy w jej trzonie. W przypadku elementu wzmacniajacego splicing ESE w genie CD44
umiejscowienie go w trzonie spinki powoduje wytaczne powstanie izoformy krétszej, czyli
element ten nie byl rozpoznany w tym procesie. W elemencie wzmacniajacym splicing, ktory
zostal zaproponowany, wida¢ podobng tendencje, tylko umiejscowienie ESE w trzonie spinki
nie powoduje catkowitej eliminacji splicingu. W przypadku elementu wyciszajacego splicing
w genie hnRNP Al wida¢ wyrazna réznice w ilosci izoform, gdy element regulacyjny
znajduje si¢ w petli i trzonie spinki. W zaproponowanym elemencie wyciszajacym doskonale
wida¢ wptyw struktury na regulacje splicingu przez elementy dziatajace w uktadzie cis.
Umiejscowienie wyciszacza w rejonie dwuniciowym spowodowato prawie caltkowite

zatrzymanie eksonu podczas alternatywnego sktadania genow.
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Rysunek 7. Wplyw umiejscowienia sekwencji regulatorowych w motywie spinkowym. A-regulujace
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Ekson EDA znajduje si¢ w pre-mRNA genu fibronektyny i jest regulowany przez dwa
elementy (tzn. ESE 1 ESS) dzialajace w uktadzie cis. Alternatywny splicing eksonu zalezny
jest od oddziatywania biatek SR z regulujacymi elementami, a wiazanie si¢ biatek zalezne jest

od struktury drugorzedowe;j tych elementéw (83, 84).

U ludzi istnieja dwie kopie genu kodujacego biatko SMN (ang. survival motor
neurons) (73). Produkty ekspresji tych gendéw rdéznia si¢ obecnoscia lub brakiem eksonu 7,
dlatego wyrézniamy biatko SMN1 (z eksonem 7) i SMN2 (bez eksonu 7). Réznica w
sekwencji obu gendéw wynika z mutacji punktowej C->T w eksonie 7. Réznica w sekwencji
nie powoduje zmiany aminokwasu w biatku, ale wptywa na alternatywny splicing eksonu 7.
Mutacja powoduje wyeksponowanie elementu ISS w rejonie 3’ miejsca splicingowego, co
powoduje ominigcie eksonu 7 1 powstanie biatka SMN2. W tym przypadku mutacja powoduje
zmiang w strukturze drugorz¢edowej, co z kolei wptywa na alternatywny splicing. SMN1 u
cztowieka pelni funkcj¢ czynnika splicingowego. Przyczyna choroby genetycznej, jaka jest
rdzeniowy zanik mi¢$ni, SMA (ang. spinal muscular atrophy) jest delecja w genie kodujacym

SMNI1. W konsekwencji biatko to nie spetnia swoich funkcji regulatorowych, co prowadzi do

29



CZESC LITERATUROWA

degradacji neuronéw ruchowych. Biatko SMN2 nie moze rekompensowac¢ braku aktywnego
biatka SMN1, poniewaz nie posiada eksonu 7. Zmiana regulacji alternatywnego skladania

eksonu 7 w genie SMIN?2 jest jednym z gtéwnych celéw w terapii SMA.

Réwniez mutacja punktowa nie powodujaca zmiany w sekwencji aminokwasowe;j
genu kodujacego regulator syntezy btonowego kanatu chlorkowego CFTR (ang. cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) w eksonie 12 powoduje redukcje tego eksonu
w transkrypcie z 80% do 25%. W tym przypadku zmiana jednego nukleotydu nie powoduje
duzych zmian strukturalnych. Mutacja powoduje zwigkszenie rejonu jednoniciowego w
elemencie wyciszajacym splicing ESS 1  wzrost ustrukturalizowania elementu

wzmacniajacego ESE (85).

Wptyw struktury drugorzedowej na alternatywny splicing moze by¢ wzmacniany
przez oddziatywanie czynnikéw splicingowych z motywami strukturalnymi i stabilizacj¢ tych
struktur. Wiazanie si¢ czynnika biatkowego MBNLI1 (ang. muscleblind-like protein)
powoduje alternatywny splicing eksonu 5 w genie cTNT (ang. cardiac troponin T) (66). W
3’ miejscu splicingowym pre-mRNA tego genu moze wystapi¢ motyw spinkowy
uniemozliwiajac wiazanie sie czasteczki U2AF®, przy czym biatko MBNLI1 dodatkowo

stabilizuje strukturg spinki.

1.7.3. Wplyw struktury drugorzedowej na modyfikacje alternatywnego splicingu przez
oddzialywania dalekiego zasiegu

Oprécz lokalnych motywéw strukturalnych réwniez oddziatywania dalekiego zasiggu
moga mie¢ wpltyw na alternatywny splicing. Dtugie introny moga tworzy¢ 100-300
nukleotydowe spinki z petlami wielkosci nawet 15000 nukleotydéw, co utatwia ich
wycinanie (65). Najbardziej znanym przykitadem regulacji alternatywnego sktadania genéw
wynikajacej z oddziatywan dalekiego zasiggu jest gen Dscam z Drosophila
melanogaster (86). W wyniku alternatywnego sktadania tego genu moze powsta¢ 38 016
réznych transkryptéw przez pominiecie lub zatrzymanie 95 r6znych eksonéw. Przyktadem w
jaki sposéb regulowany jest splicing tak wielu eksondéw jest przypadek wzajemnie
wykluczajacych sig¢ eksonéw w grupie eksonu 6 genu Dscam. Za eksonem 5, ktory podlega
konstytutywnemu splicingowi znajduje si¢ sekwencja dokujaca (ang. docking site), z ktéra
oddzialuja wybrane sekwencje (ang. selector sequances) znajdujace si¢ przed eksonami 6.36,

6.37 oraz 6.38. W zaleznos$ci od tego, z ktérym fragmentem bedzie oddzialywa¢ sekwencja
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dokujaca, wycinanie réznych eksonéw moze by¢ zatrzymane (Rysunek 8). Regulacja
alternatywnego splicingu w genie Dcam jest przyktadem jak utworzenie stabilnego motywu
dwuniciowego moze powodowac wypgtlenie si¢ czgSci pre-mRNA 1 przestrzennie zblizy¢

rejony oddalone od siebie sekwencyjnie.
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Rysunek 8. Regulacja alternatywnego splicingu grupy eksonéw 6 w genie Dscam. W zaleznosci od
tego, z ktérym rejonem oddziatuje sekwencja dokujaca, w transkrypcie znajduje si¢ ekson 6.36 lub
6.37 (65).

Pre-mRNA genu receptora czynnika wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth
factor receptor 2) takze ulega alternatywnemu splicingowi powodujac powstanie dwdch
izoform biatka, z eksonem IIIb lub Illc (87). Ekspresja poszczegdlnych izoform jest
tkankowo-specyficzna. Proces sktadania genéw jest regulowany przez elementy dziatajace w
uktadzie cis, ktore znajduja si¢ w duzej odleglosci od siebie. W tych rejonach powstaje dlugi
motyw dwuniciowy z motywem pgtli wielkoSci 735 nukleotydow. Taka rearanzacja tego
rejonu powoduje, ze elementy regulujace znajduja si¢ blisko siebie i moga wptywac na

alternatywny splicing tego pre-mRNA.

31



CZESC LITERATUROWA

Réwniez do prawidtowego wycigcia intronu z genu rpS1b u Saccharomyces cerevisiae
potrzebne jest oddziatywanie dwdch krétkich fragmentéw, ktére sekwencyjnie oddzielone sa

0 200 nukleotydéw (88).

Wszystkie opisane przyktady dowodza, ze struktura drugorzegdowa wpltywa na
alternatywne sktadanie genéw i jest czgscia kodu (ang. mRNA splicing code) pozwalajaca na
rozszyfrowanie zdarzen, jakim poddawana jest czasteczka pre-mRNA. Warto réwniez dodac,
ze wystarczy polimorfizm jednego nukleotydu, aby zauwazy¢ zmiany w faldowaniu si¢
mRNA (89), a co za tym idzie, punktowe zmiany w sekwencji moga prowadzi¢ do duzych

zmian w alternatywnym splicingu pre-mRNA.

2. Tauopatie

Neuron jest komoérka asymetryczna, sktada si¢ z ciata komorki, czyli perikarionu i
wypustek cytoplazmatycznych dendrytéw i aksonéw. Komodrka nerwowa moze posiada¢ nawet
10 tysigcy potaczen z innymi komérkami nerwowymi, co wymaga obecnosci wielu biatek
bioracych udziat w przekazywaniu sygnatéw w synapsach. Rybosomy zaopatrujace neuron w
nowe porcje niezbednych biatek znajduja si¢ tylko w ciele komdrki nerwowej (69).
Nowopowstate biatka musza by¢ przetransportowane do wszystkich rejonéw komorek
nerwowych, w szczeg6lnosci do aksondéw. Za transport aksonalny odpowiedzialne sa
mikrotubule i biatka motoryczne (dyneina, kinezyna, miozyna) (90). Dzigki polimeryzacji a i B
tubuliny powstaja sztywne struktury rurek-mikrotubule, biorace udzial w tworzeniu
cytoszkieletu w komorce oraz wyznaczaniu szlaku dla transportu biatek. W zwiazku z tym, ze
komoérka nerwowa do petnienia swojej funkcji potrzebuje duzej ilosci réznych biatek oraz biatka
te musza byC przetransportowane na dosy¢ duze odleglosci, stan patologiczny w postaci
agregatOw biatek moze by¢ bardzo szkodliwy dla neuronéw, powodujac zapchanie si¢ aksonéw i

neurodegeneracje (91).

Depozyty biatkowe, jako czynnik patogenny pojawiaja si¢ w wielu chorobach
wystepujacych u ludzi. Gtéwnie dotycza neuronéw w osrodkowym uktadzie nerwowym, ale

takze w neuronach ruchowych. Depozyty biatkowe wystgpuja w nastgpujacych chorobach (92):

e choroba Alzheimera, AD (ang. alzheimer disease) z depozytami B amyloidu oraz
biatka rau,
¢ choroba Parkinsona, PD (ang. parkinson disease) z agregatami o synukleiny,

e choroba Huntingtona, HD (ang. huntington disease) z depozytami huntingtyny,
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e stwardnienie zanikowe boczne, ALS (ang. amyotrophic lateral sclerosis), gdzie
agregaty tworzy biatko TDP-43 (ang. TAR DNA-binding protein 43),

e choroba Creutzfeldta-Jakoba, CJD (ang. creutzfeldt - jakob disease) z depozytami
prionowymi,

e otepienie czotowo-skroniowe FTD (ang. frontotemporal dementia) z agregatami

biatka rau.

2.1. Bialko tau

Biatko fau zostalo po raz pierwszy wyizolowane w 1975 roku (93). Nalezy ono do
rodziny biatek zasocjowanych z mikrotubulami. W wyniku transkrypcji genu kodujacego biatko
tau powstaje pre-mRNA, z ktérego podczas alternatywnego splicingu powstaje sze$¢ izoform
biatka. U dorostego cztowieka wystepuje ono w neuronach w czg¢sci aksonalnej (94, 95). Gtéwne
funkcje tego biatka to sktadanie i stabilizacja mikrotubul, co za tym idzie, pelni rolg w
morfogenezie, rozszerzaniu aksonalnym 1 posrednio w transporcie czynnikow biatkowych w
aksonach (90). Biologiczna funkcja tau jest regulowana gtéwnie przez fosforylacj¢ (96, 97). W
stanach patologicznych biatko fau wystepuje w calej komdrce nerwowej i moze tworzyc
nierozpuszczalne agregaty: heliakalne widkna PHFs (ang. paired helical filaments) oraz

eurofibrylarne sploty NFTs (ang. neurofibrillary tangles) (Rysunek 9) (98-100).

Biatko fau kodowane jest przez gen MAPT (ang. microtubule-associated protein tau),
u dorostego cztowieka ulega ekspresji gtéwnie w systemie nerwowym (90, 95). Gtéwna funkcja
biatka rau jest stabilizacja i wiazanie si¢ do mikrotubul. Pre-mRNA genu MAPT ulega
alternatywnmu splicingowi, co skutkuje powstaniem szesciu réznych izoform biatka rau
(Rysunek 10) (101). Eksony 2, 3, 10 sa alternatywnie wycinane w czasie dojrzewania czasteczki
mRNA. Eksony 2 i 3 koduja fragment 29 aminokwasowy na koncu N biatka fau. Ze wzglgdu na
obecnos¢ eksondw 213 izoformy biatka fau mozna podzieli¢ nastgpujaco: ON (nie zawiera
eksondéw 21 3), 1N (zawiera ekson 3) oraz 2N (zawiera eksony 2 1 3). Ekson 10 koduje jedna z
czterech domen wigzacych si¢ z mikrotubulami. W wyniku alternatywnego sktadania eksonu 10
moze powsta¢ izoforma 3R (zawiera 3 domeny wiazace si¢ do mikrotubul, bez domeny
kodowanej przez ekson 10) oraz izoforma 4R (zawiera wszystkie cztery domeny wiazace si¢ do
mikrotubul). Wszystkie izoformy biatka fau wystgpujace u ludzi to: 4R/2N o dlugosci
441 aminokwaséw, 4R/IN o dlugosci 412 aminokwaséw, 4R/ON o dtugosci 383 aminokwasow,
3R/2N o dilugosci 410 aminokwaséw, 3R/IN o dlugosci 381 aminokwaséw oraz 3R/ON o
dtugosci 352 aminokwaséw (101-103)
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Rysunek 9. Rodzaje agregatow biatka rau wystgpujace w przypadkach neurodegeneracji.
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Rysunek 10. Izoformy biatka rau wystgpujace u zdrowego dorostego cztowieka.
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Gtéwna regulacja biatka tau odbywa si¢ przez fosforylacj¢. Tau posiada 30 lub wigce;j
miejsc fosforylacji w kazdej lizoformie (96, 97). Modyfikacje te moga wptywac na przylaczanie
si¢ biatka fau do mikrotubul i stabilizacje tych struktur komérkowych. Nadmierna fosforylacja
biatka jest najprawdopodobniej czynnikiem decydujacym o jego agregacji w chorobach
neurodegeneracyjnych. Udowodniono, ze nierozpuszczalne agregaty rau PHFs i NFTs sktadaja
si¢ z hiperfosforylowanej formy biatka (/04). Istnieja dwie teorie tlumaczace patogenne
wlasciwosci hiperfosforylowanego biatka rau (92). Pierwsza méwi o dysfunkcji samego biatka,
ufosforylowane biatko nie moze oddziatywa¢ z mikrotubulami, gromadzi si¢ w komorce i
dochodzi do powstawania depozytow biatkowych. Obumieranie neuronéw wynika z
niestabilnosci mikrotubul, a nie jest spowodowane wystgpowaniem agregatéw. Druga koncepcja
tlumaczy, ze to fosforylacja prowadzi do agregacji, a ta sytuacja powoduje zapchanie si¢
neuronéw i neurodegeneracje. Wydaje sig, ze drugi poglad jest bardziej prawdopodobny. U
myszy z wylaczonym genem MAPT nie dochodzi do neurodegeneracji, czyli brak biatka nie
powoduje $mierci komérek nerwowych (105). Zauwazono rOwniez, ze agregaty biatka tau
sprzyjaja powstawaniu nowych nierozpuszczalnych form tau 1 rozprzestrzenianie si¢ stanu
patologicznego. Po rozpadzie neuronu depozyty biatka fau znajduja si¢ w przestrzeni
miedzykomérkowej i moga by¢ wchtaniane na drodze endocytozy przez nastgpna komorke

nerwowa (106-108).

2.2. Choroby zwigzane z agregatami biatka tau

Wszystkie choroby neurodegeneracyjne, w ktérych wystepuja agregaty biatka tau
nazywamy tauopatiami. Na podstawie obserwacji modelu zwierzgcego mozna powiedzie¢, ze
patogeneza wywolana agregatami biatka tau rozpoczyna si¢ od mikroglejozy i patologii
synaps (109). Depozyty biatka tau wykryto w chorobie Alzheimera (AD), jako agregaty
towarzyszace ptytkom starczym z 3 amyloidu. Oprécz AD do tauopatii zaliczamy otgpienia
czotowe (FTD), do ktérych mozemy zaliczy¢: otgpienie czotowo-skroniowe z zespotem
parkinsonowskim sprz¢zonym z chromosomem 17, FTDP-17, chorobg Picka PD (ang. pick
disease), zwyrodnienie korowo-podstawne, CBD (ang. corticobasal degeneration), postgpujace
porazenie nadjadrowe, PSP (ang. progressive supranuclear palsy) oraz encefalopati¢ bokserska,

DP (ang. dementia pugilistica) (99, 110, 111).

Mozna wysnu¢ przypuszczenie, ze agregaty bialka fau w chorobie Alzheimera i w

otgpieniach czotlowych maja inng genezg. W AD agregaty biatka tau wystgpuja najpierw w
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korze $rédwechowej i dopiero pdzniej rozprzestrzeniaja si¢ do hipokampu i kory mézgowe;,
sa to obszary mézgu odpowiedzialne za uczenie si¢ i pamig¢¢ (/12-116). Przypadki FTD
charakteryzuja si¢ depozytami biatka tau wystgpujacymi w placie czolowym
odpowiedzialnym za zachowanie i funkcje wykonawcze, dlatego pierwszymi objawami FTD
sa irracjonalne decyzje i nieodpowiednie zachowanie (99). U chorych na Alzheimera nie
znaleziono mutacji w genie kodujacym biatko frau, co moze wskazywaé, ze agregaty
B amyloidu sa inicjatorem agregacji biatka tau (117). Dodatkowe badania na myszach
potwierdzity, ze biatko tau nie wptywa na ekspresje APP (ang. amyloid precursor protein) i
produkcje¢ P amyloidu, a takze nie przyczynia si¢ do formowania jego agregatéow (I18).
Mozna przypuszczaé, ze agregaty biatka tau w chorobie AD wystgpuja najprawdopodobnie;j
w wyniku pojawienia si¢ agregatow [ amyloidu. Sytuacja ma si¢ zupelnie inaczej, jezeli
chodzi o FTD. Do tej chwili zidentyfikowano 40 mutacji w genie MAPT powodujacych
powstanie stanu patologicznego i powstanie choroby FTDP-17 (110).

Przez wiele lat analizowano problem depozytéw biatka tau w patogenezie choroby
Alzheimera. Zastanawiano sig¢ czy ich wystgpowanie jest swoiste dla tej choroby, czy tez jest
wynikiem pojawienia si¢ nierozpuszczalnej formy P amyloidu. Jedna z teorii méwi, ze
pojawienie si¢ agregatow biatka tau w komodrce jest ochrona przeciwko prawdziwym
neurotoksycznym czynnikom pojawiajacym si¢ w chorej komoérce nerwowej. Koncepcja ta
ma swoje potwierdzenie w wynikach wskazujacych, ze obecnos$¢ B amyloidu nie koreluje
dobrze z wystapieniem neurodegeneracji, lepsza korelacja zostala uzyskana dla depozytow
biatka tau (119, 120). U chorych na FTDP-17 utrata neuronéw 1 zaburzenia w zachowaniu
wystgpuja wraz z pojawieniem si¢ rozpuszczalnych oligomeréw biatka tau, znacznie
wczesniej niz pojawienie si¢ PHFs i NFTs. Moze podobnie, jak w przypadku AD
rozpuszczalne formy amyloidu zwigzane sa z patogeneza, tak rozpuszczalne formy biatka rau

sa sygnalem stanu patologicznego w FTDP-17 (121).

Zaobserwowano degradacj¢ dojrzalych form biatka ftau u chorych na AD. Kilka
kaspaz zwiazanych jest z cigciem tau w miejscu D421 (liczac aminokwasy w izoformie
2N/4R) co prowadzi do powstania biatka o 5 kDa krétszego (122). Takie skrécone biatko
zostalo zidentyfikowane w neurofibrylarnych splotach u chorych na Alzheimera. Sugeruje sig,
ze to ptytki B amyloidu wystgpujace u chorych na AD moga powodowaé aktywacj¢ kaspaz. Z
drugiej strony wigkszo$¢ neuronéw zawierajacych neurofibrylane sploty nie zawiera

aktywnych enzyméw mogacych skréci¢ biatko tau (123).
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W roku 1998 odkryto pierwsze mutacje w genie kodujacym biatko tau i zostaly one
skorelowane z choroba FTDP-17 (74, 124, 125). Bardzo cieckawym aspektem mutacji w genie
MAPT jest fakt, ze r6zne mutacje moga prowadzi¢ do réznego fenotypu choroby (726).
Niektére mutacje moga prowadzi¢ do typowych objawéw dla FTDP-17, inne do objawow
zgodnych z choroba Picka, zwyrodnieniem korowo-podstawnym, postgpujacym porazeniem
nadjadrowym lub choroba Alzheimera. Jeszcze wigksze zaskoczenie budzi fakt, ze r6znice w
fenotypie moga wystgpowac¢ u chorych posiadajacych taka sama mutacje w genie MAPT.
Mutacje moga powodowaé powstawanie niefunkcjonalnego biatka rfau lub wptywaé na
alternatywny splicing eksonu 10, a rtéwnowaga pomigdzy izoformami biatka tau jest wazna w

jego patogenezie (99, 110).

Zauwazono, ze gen MAPT moze by¢ skorelowany ze sporadycznym wystgpowaniem
choroby Parkinsona, co dziwi, poniewaz w zadnym przypadku PD nie zaobserwowano
neurofibrylarnych splotéw. Dla kontrastu, w chorobie Alzheimera gen MAPT nie jest
wyrézniony jako ten, ktéry jest sprz¢zony z powyzsza choroba mimo wyst¢powania
agregatéw (127, 128). Przeprowadzono wiele badan polegajacych na probie wyeliminowania
nierozpuszczalnych form tau przez blokowanie kinaz odpowiedzialnych za fosforylacj¢ biatka
tau, blokowanie agregacji biatka tau, stymulowanie komérek do pozbywania si¢ Zzle
sfatdowanych i agregujacych biatek, wykorzystano przeciwciata anty tau, uzyto

oligonukleotydéw antysensowych i stabilizatoréw biatka tau (129-134).

3. Otegpienie czotowo-skroniowe potqczone z zespotem parkinsonowskim sprzeione z

chromosomem 17

3.1. Objawy, diagnoza, leczenie FTDP-17

Otgpienie  czolowo-skroniowe z  zespolem parkinsonowskim sprzgzonym z
chromosomem 17, FTDP-17, jako osobna jednostka chorobowa zostata sklasyfikowana na
konferencji w Ann Arbor w Michigan w 1996 roku (/35). Jest to choroba dziedziczna

autosomalna. Charakteryzuja ja trzy gtdwne objawy:

» zaburzenia w zachowaniu i osobowosci: odhamowanie, apatia, niekontrolowane zachowanie,
nadmierna religijno$¢, brak higieny osobistej, alkoholizm, bezpodstawne przyjmowanie lekow,

werbalna i fizyczna agresja,
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* zaburzenia funkcji poznawczych: problemy z mowa, nieptynna afazja (bezmowa), pogorszenie
pamigcei, orientacji 1 funkcji wzrokowo przestrzennych, echolalia (automatyczne powtarzanie
stow 1 zdan), palilalia (gwaltowne powtarzanie stow 1 zdan), powtarzanie werbalne 1 wokalne,
agresywna demencja i mutyzm (brak lub ograniczenia méwienia przy rozumieniu mowy),

e syndrom parkinsonizm plus: symetryczne spowolnienie ruchowe, niestabilna postawa,
sztywno$¢ migsni konczyn, brak spoczynkowego drgania, brak odpowiedzi na leki na PD
(levedopa), nadjadrowe porazenie galek ocznych, wigksze lub mniejsze dysfunkcje neuronéw
ruchowych, mioklonia (zrywania mig§niowe), uposledzenie precyzyjnych ruchéw powiek,
utrudnienia w potykaniu, uposledzenie mowy (/35).

FTDP-17 ze wzgledu na objawy chorobowe mozemy podzieli¢ na dwie podgrupy.
Pierwsza dotyczy przypadkéw, dla ktérych poczatkowe objawy to typowe symptomy otgpienne
charakterystyczne dla mutacji w rejonie eksonéw 1, 9, 11, 12, 13 i 10, powodujacych
powstawanie niefunkcjonalnego biatka fau. Druga podgrupg stanowia chorzy z pierwszymi
oznakami FTDP-17 w postaci objawow typowych dla syndromu parkinsonizm plus i dotycza
mutacji zmieniajacych proces alternatywnego splicingu eksonu 10 genu MAPT (136). Wywiad
lekarski oparty jest o szereg kryteriow, ktére powinny wystapi¢ u chorych na FTDP-17.
Symptomy choroby powinny wystapi¢ miedzy 30 a 50 rokiem zycia i obejmowac: widoczne
zmiany w osobowosci 1 zachowaniu oraz czotowo-skroniowe otgpienie, syndrom
parkinsonizm-plus, pogarszajace si¢ trudnoSci w mowieniu, brak poprawy po terapii
standardowymi lekami przeciwpadaczkowymi. Ponadto pozytywna historia rodzinna choréb

otgpiennych takze sugeruje FTPD-17 (137).

Do tej pory zidentyfikowano 100 rodzin z FTDP-17 w réznych krajach, takich jak: USA,
Wielka Brytania, Japonia, Holandia, Francja, Kanada, Australia, Wtochy, Niemcy, Izrael,
Irlandia, Hiszpania i Szwecja. Jednak wydaje sig, ze epidemiologia tej choroby jest znacznie
niedoszacowana (/38). Sklasyfikowano 40 mutacji, z czego 60% zidentyfikowanych
przypadkéw dotyczyto mutacji P301L, N279K i mutacji 16U w 5’ miejscu splicingowym (/37).
Bardzo ciekawy jest fakt, ze objawy choroby FTDP-17 moga rézni¢ si¢ pomiedzy osobnikami z
ré6znymi mutacjami, ale takze zauwazono odmienno$ci symptoméw pomig¢dzy chorymi z tej
samej rodziny posiadajacymi ta sama mutacje. Diagnoza choroby obejmuje najpierw dobry
wywiad lekarski, zawierajacy objawy i wystgpowanie rodzinne choroby, nast¢pnie badanie
wystgpowania w moézgu patologicznych form biatka fau (wykorzystanie tomografu
komputerowego czy rezonansu magnetycznego), a nastgpnie analiz¢ genetyczna. Obecnie nie

istnieje prosta i efektywna metoda leczenia FTDP-17. Ogélnie leczenie opiera si¢ na paliatywnej
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pomocy skierowanej na poszczegdlne objawy. Bardzo przydatna jest terapia ruchowa, terapia
mowy, stosuje si¢ leki na psychozy oraz antydepresanty. Uwaza sig, Ze pacjenci z pierwszymi
objawami FTDP-17 moga zy¢ od kilku miesigcy do nawet kilku lat, zaleznie od rodzaju i
nasilenia objawow. Czgsto S$mier¢ pacjenta nie jest wynikiem bezposrednio otgpienia

czotowo-skroniowego, ale na przyktad urazéw w wyniku upadkéw (137).

3.2. Mutacje w genie MAPT
Mutacje w genie MAPT kodujacym biatko tau mozemy podzieli¢ na dwie grupy.

Pierwsza dotyczy mutacji zmiany sensu (ang. missense mutation) powodujacej modyfikacje
aminokwasowa w bialku fau. Zmiany takie powoduja powstanie niefunkcjonalnego biatka,
niemogacego przylacza¢ si¢ do mikrotubul, co powadzi do agregacji biatka rau. Druga grupg
stanowia mutacje powodujace zaburzenia w alternatywnym splicingu eksonu 10 genu MAPT.
Mutacje te znajduja si¢ gléwnie w rejonie spinki regulatorowej obejmujacej 5° miejsce

splicingowe, ale takze moga znajdowac si¢ w dalszych rejonach wptywajacych na alternatywne

sktadanie eksonu 10 genu MAPT (Rysunek 11) (126).
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Rysunek 11. Zidentyfikowane mutacje w genie MAPT. Czerwonymi punktami zaznaczono mutacje

majace wplyw na alternatywny splicing eksonu 10.

Mutacjami, ktére wpltywaja gléwnie na alternatywne sktadanie genéw sa mutacje
znajdujace si¢ na granicy 10 i intronu 10-11, czyli w 5’ miejscu splicingowym, ktére jest
sekwencyjnie samokomplementarne. Badania NMR wykazaty, ze fragment ten przyjmuje postac
spinki do wtoséw, co powoduje, ze jest stabym miejscem splicingowym (/39). Czasteczka

39



CZESC LITERATUROWA

bioraca udzial w oddziatywaniu z tym rejonem, czyli Ul snRNP ma utrudniona mozliwo$¢
wigzania si¢ do tego fragmentu. Jesli chodzo o formg dzika to miejsce akceptorowe za
eksonem 10 jest rozpoznawane tylko w przypadku 50% powstajacych czasteczek pre-mRNA
genu MAPT (Rysunek 12 A). Dlatego mniej wigcej tyle samo powstaje izoformy biatka fau bez
eksonu 10, czyli 3R, jak i izoformy z eksonem 10, czyli 4R. U zdrowego cztowieka stosunek
izoform 3R do 4R bliski jest jednosci. Mutacje 3A (G—A), 11C (U—C), 12U (C—-U),
13G (A—G), DD-PAC (C—U), 16U (C—U), 19G (C—G), S305S (U—C) oraz S305N (G—A)
w obrgbie spinki powoduja zmiany w alternatywnym splicingu eksonu 10. Prawie wszystkie
mutacje w rejonie regulatorowej spinki skutkuja podwyzszonym poziomem izoformy 4R
(Rysunek 12 B). Mutacja 19G znajdujaca si¢ w obrgbie spinki regulatorowej,
najprawdopodobniej stabilizuje badana spinke, nie pozwalajac wiazac sig czasteczce Ul snRNP
do miejsca splicingowego, co skutkuje powstawaniem w przewadze izoformy 3R biatka rau
(Rysunek 12 C). Sadzi sig, ze tylko réwnowaga pomiedzy izoforma 3R i 4R nie powoduje
agregacji biatka rau. Wszystkie odstgpstwa czy to w strong podwyzszonej ilosci izoformy 3R czy
to 4R powoduja powstawanie nierozpuszczalnych filamentéw biatka fau 1 degradacj¢ neuronéw

(124, 139-145).
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[ INTRON 9-10___| EKSON 10 INTRON 10-11 ]
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Rysunek 12. Alternatywny splicing eksonu 10 genu MAPT. A-forma dzika, czasteczka Ul snRNP
przytacza si¢ do miejsca 5’ss za eksonem 10 z 50% wydajnoscia, powstaje tyle samo izoformy 3R i 4R
biatka tau, B-mutacje destabilizujace powoduja, ze czasteczka U1 snRNP przylacza sig gtéwnie do 5’ss
za eksonem 10 i powstaje w przewadze izoforma 4R biatka tau, C-mutacja stabilizujaca (19G) moze
zablokowa¢ dostgp do regulatorowej spinki, powstaje gtéwnie izoforma 3R.
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Regulacja alternatywnego splicingu eksonu 10 genu MAPT odbywa si¢ dzigki obecnosci
siedmiu rejonéw regulatorowych SRE dziatajacych w uktadzie cis, z ktérymi moze oddziatywac
wiele czynnikéw biatkowych dziatajacych w uktadzie trans (146, 147). Motyw strukturalny
spinki do wloséw na granicy eksonu 10 i intronu 10-11 ma najwigkszy wptyw na alternatywne
wycinanie eksonu 10, obejmuje on sekwencj¢ regulatorowa, jaka jest intronowy wyciszacz
splicingu ISS (ang. intronic splicing silencer). Pozostale mutacje, nielezace w obrgbie wczesniej
wymienionej spinki do wloséw, a takze wplywajace na alternatywny splicing, moga zaburzaé
oddzialywanie czynnikéw biatkowych z innymi regulatorowymi sekwencjami. Oprécz ISS
alternatywny splicing eksonu 10 genu MAPT reguluja nastgpujace sekwencje: wmacniacz
oddziatujacy z SC35 (ang. SC35-like  enhancer), wzmacniacz polipurynowy PPE
(ang. polypurine enhancer), wzmacniacz bogaty w A/C ACE (ang. A/C rich enhancer),
eksonowy wyciszacz splicingu ESS (ang. exonic splicing silencer), eksonowy wzmacniacz
splicingu ESE (ang. exonic splicing enhancer), intronowy modulator splicingu ISM
(ang. intronic splicing modulator) (147, 148). Wydaje si¢, ze mutacje powodujace zmiany w
alternatywnym sktadaniu genu MAPT, a nielezace bezposrednio w motywie spinki do wioséw,
powoduja zmiany w oddziatywaniu czynnikdw splicingowych z regulatorowym rejonem.
Mutacje P301L, P301T, P301S ulokowane sa w obrgbie ESE, mutacje N296N i N296H znajduja
si¢ w rejonie ESS, mutacje N279K oraz delecja dwoch nukleotydow AK280 obecna jest w PPE,
mutacja L284L znajduje si¢ pomigdzy dwoma elementami cis PPE i ACE. W intronie 10-11
zidentyfikowano polimorfizm jednego nukleotydu +29A, nie ma on jednak wplywu na

alternatywny splicing eksonu 10 genu MAPT (124, 146, 149-154).

Prawie wszystkie wyzej wymienione mutacje powoduja wzrost ilosci izoformy 4R w
komoérkach, czyli wzmacniaja miejsce splicingowe na koncu eksonu 10. Jedynym wyjatkiem jest

podwdjna delecja AK280, ktéra skutkuje catkowitym brakiem izoformy 4R (153).

3.2.1. Mutacje zmieniajace alternatywny splicing eksonu 10 znajdujace si¢ w
regulatorowej spince

Ponizej oméwiono badania nad mutacjami wywotujacymi FTDP-17. I tak:

S305N Rodzina, w ktérej znaleziono mutacje S305N wywodzita si¢ z malej
izolowanej spolecznosci japonskiej. Trzech cztonkéw rodziny, w dwéch pokoleniach posiadato
objawy FTDP-17, a $redni wiek pojawienia si¢ pierwszych symptoméw wynidst 35 lat. U

chorych obserwowano zmiany w zachowaniu, dezorientacjg, problemy z moéwieniem, atrofie
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ptata czotowego. Badania histopatologiczne potwierdzily obecno$¢ nierozpuszczalnych form
biatka fau w mézgu chorych. Pézniejsze badania ujawnily, ze mutacja S305N wplywa na
alternatywny splicing eksonu 10 genu MAPT i powoduje powstawanie w przewadze izoformy

4R biatka rau (144).

S305S Mutacja S305S zostala zidentyfikowana u 55 letniego chorego, ktory
wykazywal uposledzenie funkcji poznawczych. U pozostatych cztonkéw rodziny wykazujacych
objawy chorobowe zostaty takze przeprowadzone badania genetyczne. Siostra w wieku 48 lat
wykazywatla objawy postgpujacego porazenia nadjadrowego PSP (ang. progressive supranuclear
palsy), matka zostala umieszczona w szpitalu dla psychicznie chorych. Wyniki badan
jednoznacznie stwierdzaja, ze mutacja ta prowadzi do zmiany w alternatywnym splicingu

eksonu 10 genu MAPT 1 zwigkszonej iloSci izoformy 4R (143).

3A W 2000 roku Tolnay i wspdlpracownicy zidentyfikowali mutacje 3A w
intronie 10-11 u 44 letniej kobiety z Wielkiej Brytanii. Osoba ta nalezata do rodziny SOT 254, z
pozytywna historia w strong¢ choroby FTDP-17. Badania zostaly wykonane po s$mierci.
Eksperymenty innej grupy badawczej potwierdzity wptyw tej mutacji na alternatywny splicing i

powstawanie gtéwnie formy 4R biatka rau (141).

11C U 51 letniego pacjenta z Japonii wykryto intronowa mutacje 11C. Wykazywat
niedorozw6j umystowy, otgpienie 1 parkinsonizm. Na poczatku zdiagnozowany zostal, jako
chory na PSP. Jego brat, siostra, matka i dziadek takze posiadali podobne objawy. Badania
wykazaly, ze nowo znaleziona mutacja powoduje wzrost izoformy 4R u badanego

pacjenta (140).

12U Mutacje 12U zidentyfikowano u rodziny z Japonii, z dobrze znana historia
choroby. Siedem czlonkéw tej rodziny posiadato objawy chorobowe takie jak: parkinsonizm,
otepienie, brak kontroli nad zachowaniem, agresja. Sredni wiek pojawienia si¢ pierwszych
symptoméw wynidst 53 lata. Yasuda i wspotpracownicy wykonali analizy, ktére potwierdzity
istnienie agregatéw biatka tau w mézgu chorego z mutacja 12U, ponadto udowodnili, ze mutacja

ta powoduje syntez¢ prawie wylacznie izoformy 4R biatka tau (/42).

13G  Mutacje 13G zaobserwowano u trzech cztonkéw rodziny z Wielkiej Brytanii.
Posmiertne badania dwoch oséb potwierdzity zmiany w stosunku izoform 3R i 4R. Badania
obejmowaty dwa pokolenia tej rodziny, a wiek pojawienia si¢ pierwszych objawéw wynidst

65 lat (124).
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DD-PAC (14U) W 1994 roku Wilhelmsen i wspétpracownicy wyodrebnili zesp6t
chorobowy charakteryzujacy si¢ brakiem zahamowan, otgpieniem, parkinsonizmem i zanikiem
mig$ni okreslony mianem DD-PAC (ang. disinhibiton-dementia-parkinsonism-amyotrophy
complex). Wystgpowanie tej choroby skorelowali z chromosomem 17q21-22. Hutton i
wspotpracownicy po zidentyfikowaniu mutacji 14U w tej samej rodzinie, mutacj¢ ta nazwali
DD-PAC i ta nazwa dalej funkcjonuje w literaturze. Zbadano 3 pokolenia rodziny pochodzacej z
Irlandii i w przypadku 7 o0s6b potwierdzono agregaty biatka rau skladajace si¢ gltéwnie z
izoformy 4R. Sredni wiek pojawienia si¢ objawéw chorobowych w tej rodzinie wynidst 44

lata (124, 155).

16U Mutacje 16U Hutton i wspotpracownicy zidentyfikowali u czterech rodzin.
Pierwsza rodzina z Australii z korzeniami angielskimi liczyla az 28 czlonkéw z objawami
FTDP-17 w pigciu pokoleniach. U pigciu 0s6b po smierci wykonano badania histopatologiczne,
ktére potwierdzity istnienie zlogéw biatka rau. Wiek, w ktérym nastgpowaty pierwsze objawy
chorobowe w tej rodzinie to 53 lata. Druga rodzina z mutacja 16U pochodzita z USA, trzech
cztonkéw rodziny w dwéch pokoleniach chorowato na FTDP-17. Sredni wiek zachorowania to
40 lat. Ostatnie dwie rodziny z mutacja 16U pochodzity z Wielkiej Brytanii. W pierwszej
zdiagnozowano 2 osoby w jednym pokoleniu, a $redni wiek zachorowania wynidst 48 lat. Druga
rodzina z Wielkiej Brytanii posiadata 10 cztonkéw rodziny z objawami FTDP-17 w trzech
pokoleniach, a $redni wiek zachorowania wynidst 51 lat. Analiza tej mutacji przez Hutton’a

wykazatla, ze we wszystkich przypadkach nastgpuje przewaga izoformy 4R (124).

19G Mutacje 19G zidentyfikowano u dwdch 52 letnich oséb z réznych rodzin. Jeden z
pacjentow posiadal pozytywna histori¢ rodzinng oparta na wystgpowaniu FTDP-17 w czterech
pokoleniach. U drugiego pacjenta historia ta nie byta wyrazna, ale oboje wykazywali zaburzenia
funkcji poznawczych i zmiany w zachowaniu. W odréznieniu od pozostatych mutacji w spince
regulatorowej, mutacja 19G powoduje podwyzszenie ilosci izoformy 3R w neuronach, w

stosunku do izoformy 4R (/45).

3.2.2. Pozostale mutacje zmieniajgce alternatywny splicing eksonu 10

Ponizej oméwiono tego typu mutacje wywotujace FTDP-17. I tak:

N279K Mutacja N279K zostala zidentyfikowana przez Delisle’a 1
wspotpracownikéw w 1999 roku. Mutacja N279K zostala znaleziona u chorych wcze$niej

okreslanych jako chorych na PPND (ang. pallido-ponto-nigral degeneration). Wéréd nich 17
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posiadato mutacje N279K, gdzie wiek pacjentéw z pierwszymi objawami wahat si¢ od 32 do
58 lat. Dodatkowo udowodniono, ze mutacja ta powoduje przewage izoformy 4R w

agregatach biatka rau (154).

AK280 Mutacja w postaci delecji kodonu 280 zostata zidentyfikowana u
jednego pacjenta wsréd 90 chorych na FTDP-17 z Holandii, ktéry nie posiadat pozytywne;j
historii rodzinnej choroby. Jedynie ojciec wykazywal objawy choroby Parkinsona.
Eksperymenty wykazaly, ze delecja ta powoduje uposledzenie funkcji biatka rau zwiazanego
z oddziatywaniem z mikrotubulami. Dalsze badania wykazaty, ze w przypadku tej mutacji w

mozgu chorego nie ma izoformy 4R (/53).

L.284L Mutacje L284L wykryto u 53 letniego pacjenta, u ktérego pierwsze
objawy takie jak zapominanie ostatniej rozmowy czy wrazenie nieobecno$ci w czasie jazdy
samochodem pojawily si¢ w wieku 49 lat. Tak jak wigkszo$¢ mutacji zmieniajacych
alternatywny splicing eksonu 10 genu MAPT, mutacja L284L powoduje powstawanie w

przewadze izoformy 4R biatka tau (146).

N296H Mutacja N296H zostata zidentyfikowana w 2001 roku u 62 letniego
Japonczyka. Posiadal on objawy parkinsonizmu, a jego ptat czolowy wykazywat atrofig.
Udowodniono, ze nierozpuszczalna forma biatka tau, wyizolowana od chorego z mutacja

N296H zawiera zwigkszona ilos¢ izoformy 4R (152).

N296N W 2000 roku znaleziono mutacj¢ N296N u pacjenta z rodzinnym
wystegpowaniem FTDP-17, az 10 cztonkéw jego rodziny cierpiato na ta chorobg. Pierwsze
objawy wystgpowaty w wieku 43-59 i obejmowaty zmiany osobowosci, problemy z pamigcia,
otgpienie 1 dysfunkcje plata czolowego. Badania wykazaly, ze mutacja ta powoduje

powstawanie wigkszej ilosci izoformy 4R biatka tau (151).

P301L Mutacja P301L zostala zidentyfikowana po raz pierwszy przez
Hutton’a 1 wspotpracownikéw w 1998 roku u dwoéch rodzin. Pierwsza rodzina pochodzita z
Holandii, gdzie 49 cztonkéw rodziny posiadato objawy FTDP-17. Badania obejmowaty pigc
pokolen tej rodziny i $redni wiek pojawienia si¢ pierwszych symptoméw choroby wynidst 50
lat. Druga byta rodzina z USA, gdzie chorobg stwierdzono u 3 cztonkéw, w dwoéch

pokoleniach. Sredni wiek chorych z poczatkowymi objawami choroby wynidst 45-50 lat. W
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obu przypadkach badania post mortem agregatow biatka tau wykazaly, ze zawieraja one w

przewadze ilosciowej izoformg 4R (124).

P301S Mutacja P301S zostala zaobserwowana przez Sperfeld’a i
wspotpracownikéw u pacjenta z pozytywnym wywiadem medycznym co do rodzinnego
wystgpowania FTDP-17. Pierwsze symptomy choroby pojawily si¢ juz w 25 roku zycia i
przez pierwszy okres choroba postgpowala powoli i objawiata si¢ zespolem czolowym z
otgpieniem, brakiem zahamowan, problemami z moéwieniem i euforia. W pdzniejszym
stadium wystgpowaly typowe objawy parkinsonizmu. Co ciekawe, fenotyp choroby w
przypadku tej rodziny znacznie si¢ roznit migdzy soba, czgsto w pdzniejszym stadium
wystgpowata epilepsja. Pierwsze objawy FTDP-17 w tej rodzinie wystgpowalty dosy¢
wczesnie w wieku 28-34 lat. W tym samym roku ukazata si¢ praca pokazujaca, ze mutacja
P301S wptywa na alternatywny splicing eksonu 10 i powoduje zwigkszenie izoformy 4R w

komérkach nerwowych (150).

P301T U pacjenta majacego problemy z chodzeniem, méwieniem, zmianami
w zachowaniu, cierpiacego na apati¢ zidentyfikowano mutacj¢ w genie MAPT P301T.
Analiza historii rodziny wykazala, ze czterech cztonkéw posiadato podobne objawy. Badania
obrazowe moézgu pacjenta wykazaly atrofi¢ plata czotowo-skroniowego. Wplyw tej mutacji
na alternatywny splicing eksonu 10 genu MAPT udowodniono w pdzniejszych

badaniach (/49).

3.3. Regulacja alternatywnego skladania eksonu 10 genu MAPT przez czynniki

dzialajace w ukladzie trans

Regulacja alternatywnego splicingu eksonu 10 biatka fau jest procesem ztozonym.
Miejsce akceptorowe i donorowe sa miejscami stabymi i niewystarczajacymi do zaj$cia
konstytutywnego splicingu. Dodatkowo, regulacja wycinania intronu 10-11 oparta jest na
kilku elementach dziatajacych w ukladzie cis, do ktérych moga wiazaé si¢ elementy
dziatajace w uktadzie trans, czyli czynniki splicingowe. Jak juz wspomniano wcze$niej, u
ludzi potrzebne jest ponad 170 biatek, aby mogto dojs¢ do powstania aktywnego spliceosomu.
Trzeba zaznaczy¢, ze rekrutacja czynnikéw splicingowych jest r6zna w konstytutywnym

splicingu i alternatywnym splicingu oraz réznice te sa tkankowo specyficzne (156).

Jak do tej pory nie przeprowadzono kompleksowych badan pozwalajacych na

okreslenie wszystkich czynnikéw biatkowych bioracych udziat w alternatywnym sktadaniu
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eksonu 10 genu MAPT. Doniesienia literaturowe dotycza zazwyczaj pojedynczych bialek i
ich wptywu na alternatywny splicing eksonu 10 biatka fau. Kilka z nich jest oméwionych

ponizej.

Czynnik splicingowy PSF (ang. polypyrimidyne tract binding protein associated
splicing factor) bierze udzial w regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 biatka tau (157).
Biatko to wiaze si¢ specyficznie do intronu za eksonem 10 biatka rau. PSF
najprawdopodobniej oddzialuje z motywem spinkowym ISS i chroni 5’ miejsce splicingowe
przed wiazaniem si¢ czasteczki Ul snRNP. Nadekspresja tego biatka powoduje wzrost ilosci
izoformy 3R, ponadto hamowanie splicingu jest zalezne od st¢zenia PSF. Poza tym,
wylaczenie ekspresji tego czynnika splicingowego skutkowato wzrostem izoformy 4R. Co
ciekawe, biatko PSF nie oddzialuje ze spinka posiadajaca mutacje DD-PAC (wptyw innych
mutacji nie byl badany). Najprawdopodobniej kluczowym elementem wigzania si¢ tego
czynnika splicingowego jest stabilno$¢ termodynamiczna spinki. PSF wiaze si¢ do stabilne;j
spinki typu WT i dodatkowo ja stabilizuje. Biatko PSF ulega ekspresji w tkance nerwowej w
tych samych czgsciach mézgu cztowieka, gdzie wystepuja agregaty biatka tau w chorobie
FTDP-17.

Helikaza p68 bierze udziat w wielu procesach odbywajacych si¢ w komérce takich
jak: aktywacja transkrypcji, skladanie pre-mRNA, biogeneza rRNA, mikroRNA i
rybosoméw (158). Reguluje réwniez sktadanie eksonu 10 biatka rau (159). Nadekspresja
aktywne] helikazy p68 przyczynila si¢ do wzrostu izoformy 4R, czyli biatko to promuje
wigzanie si¢ Ul snRNP do miejsca akceptorowego. Regulacja alternatywnego splicingu
eksonu 10 biatka rau przez helikaz¢ p68 odbywa si¢ przez udziat w aktywnym rozplataniu
fragmentu dwuniciowego spinki zalezne od hydrolizy ATP. Zmutowana helikaza p68 bez
aktywnosci ATPazy wiaze si¢ do rejonu spinki ISS, lecz powoduje obnizenie ilosci izoformy
4R. Co za tym idzie, nie nastgpuje rozplecenie trzonu spinki i czasteczka Ul snRNP nie moze
oddzialywac z 5° miejscem splicingowym. Tak jak w przypadku biatka PSF, helikaza p68 nie
oddzialuje ze spinka posiadajaca mutacje DD-PAC (wptyw innych mutacji nie byl badany).
Wplyw helikazy p68 na splicing eksonu 10 jest zalezny od oddzialywan tego biatka z RBM4
(ang. RNA binding motif protein 4). Wylaczenie ekspresji tego intronowego aktywatora
splicingu skutkowalo brakiem widocznego wptywu helikazy p68 na alternatywny splicing
eksonu 10 biatka rau. Biatko RBM4 najprawdopodobniej wiaze si¢ do elementu regulujacego

znajdujacego si¢ 100 nukleotydéw ponizej eksonu 10.
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Zidentyfikowano specyficzny aktywator splicingu Tra2p, ktéry bierze udziat w
regulacji alternatywnego skladania eksonu 10 pre-mRNA genu MAPT (/60). Oddziatluje on
ze wzmacniaczem polipurynowym zlokalizowanym w eksonie 10. Mutacje w sekwencji
elementu regulatorowego dziatajacego w uktadzie cis PPE moga zaburza¢ lub promowac
wiazanie si¢ Tra2p do tego rejonu, tym samym wplywaja na redukcj¢ lub wzrost ilosci
izoformy 4R biatka tau.

Biatko SC35 wiaze si¢ do rejonu wzmacniajacego splicing eksonu 10, co skutkuje
powstawaniem zwigkszonej ilosci izoformy 4R (/617). Biatko to posiada dwie domeny
wiazace si¢ do RNA i obie biora udzial w oddziatywaniu z rejonem regulujacym alternatywne
sktadanie pre-mRNA genu MAPT (162, 163). Aktywnos¢ SC35 regulowana jest przez
fosforylacj¢ z udzialem biatka DyrklA (/61). Oddziatywanie SC35 z DyrklA powoduje
zmniejszenie zdolno$ci wiazania si¢ SC35 do regulatorowego rejonu i w konsekwencji
powstaje wigcej izoformy 3R biatka rau.

Takze biatko SRp75 moze regulowac¢ alternatywny splicing eksonu 10 biatka rau.
Wiaze si¢ ono do blizej nieokreslonego rejonu w intronie 10-11 i powoduje hamowanie
splicingu i tym samym powstaje wigcej izoformy 3R (/64). Dwa biatka, a mianowicie
hnRNPG i hnRNP2, oddziatuja z SRp75, przy czym hnRNPG wzmacnia aktywnos¢ SRp75 i
hamuje splicing, a hnRNPN?2 aktywuje splicing.

Kolejnym biatkiem bioracym udziat w sktadaniu eksonu 10 biatka rau jest biatko 9GS.
Nadekspresja tego czynnika splicingowego skutkuje powstaniem wigkszej ilosci izoformy 3R,
czyli biatko to hamuje splicing eksonu 10 (/65). Rejon, z ktérym oddziatuje to biatko nie jest
znany, wiadomo za to, ze jego aktywnos¢ jest regulowana przez fosforylacj¢ z udziatem
biatka Dyrk1A.

Pierwsze badania nad regulacja splicingu eksonu 10 biatka rau przez SFRS7
wykazywaly, ze powoduje zahamowanie sktadania genéw (/66). Kolejne eksperymenty z
uzyciem komorek glejowym przecza wezesniejszym doniesieniom (/67). Nadekspresja biatka
STOX1A, ktoére indukuje ekspresj¢ SFRS7 powoduje wzrost splicingu i pojawienie si¢
wigkszej ilosci izoformy 4R biatka rau.

Czynnik splicingowy SRp20 hamuje alternatywne sktadanie eksonu 10 biatka tau w
formie dzikiej pre-mRNA genu MAPT, jak réwniez w przypadku mutacji wystepujacych w
chorobie FTDP-17 takich jak: N279K i S305N (/68). Mechanizm dziatania tego biatka nie
jest poznany, prawdopodobnie wiaze si¢ do sekwencji regulatorowych lub oddziatywac z

innym czynnikiem biatkowym.
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Wang zaproponowat trzy biatka, ktére moga wiazac si¢ do eksonowego wyciszacza
splicingu ESS. Sugeruje, ze SRp55, SRp30c oraz hnRNPG prawdopodobnie oddziatuja z
regulatorowym elementem ESS eksonu 10 genu MAPT, co skutkuje hamowaniem wycinania
tego eksonu i powstaniem w wigkszej ilosci izoformy 3R (/69).

Czynniki splicingowe biorace udziat w sktadaniu pre-mRNA genu MAPT sa
regulowane przez fosforylacj¢. Nadekspresja ubikwitynowanego biatka CLK-2
(ang. cdc2-like kinase 2) obniza ilo$¢ syntetyzowanej izoformy 4R (/70). Przypuszcza sig, ze
biatko to reguluje aktywno$¢ czynnikéw splicingowych z grupy biatek SR. Natomiast
hamowanie aktywnosci kinazowej GSK-33 w neuronowych liniach komérkowych powoduje
wzrost splicingu eksonu 10 (/71).

U pacjentéw z mutacjami powodujacymi wzrost ilosci izoformy 4R biatka rau
wykryto mniejsza ilo$¢ czasteczki miR-132 1 zwigkszona ilo§¢ biatka PTBP2
(ang. polipyrimidyne trackt binding protein 2) (172). Nadekspresja miR-132 lub wylaczenie
ekspresji PTBP2 skutkuje powstaniem podobnego stosunku izoform 3R/4R jaki wystepuje u
zdrowych ludzi. Sugeruje to, ze miR-132 oddziatuje z PTBP2 i hamuje jego aktywnos$¢
promujaca splicing eksonu 10 biatka tau.

Wptyw wszystkich, opisanych wyzej, czynnikéw dziatajacych w ukladzie trans na

alternatywne sktadanie eksonu 10 genu MAPT zostal przedstawiony w tabeli 1.

Tabela 1. Biatka biorace udzial w regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 pre-mRNA genu
MAPT.

Nazwa biatka Wplyw na splicing Mechanizm dzialania
PSF ! Stabilizacja spinki ISS
helikaza p68 1 Destabilizacja ISS
RBM4 1 Rekrutacja helikazy p68
Tra2p 1 Wiazanie si¢ z PPE
SC35 1 Wiazanie si¢ ze wzmacniaczem SC35
Dyrk1A T Fosforylacja SC35 1 9G8
SRp75 l Wiazanie si¢ do intronu 10-11
hnRNPG ! Oddziatywanie z SRp75, wiazanie si¢ do ESS
hnRNP2 1 Oddziatywanie z SRp75
9G8 ! Nieznany
SFRS7 T Nieznany
STOX1A 1 Aktywacja ekspresji SFRS7
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SRp20 1 Nieznany

SRp55 ! Wiazanie si¢ do ESS

SRp30c l Wiazanie si¢ do ESS

CLK-2 ! Fosforylacja biatek SR

GSK-3p ! Fosforylacja SC35

PTBP2 ! Wiazanie do polipirymidynowych traktéw
miR-132 1 Oddziatywanie z PTBP2

Podsumowujac, w czgsci literaturowej opisano proces splicingu pre-mRNA oraz jego
uwarunkowania. Ponadto przedstawiono choroby zwiazane z agregatami biatka tau skupiajac
si¢ na otegpieniu czolowo-skroniowym =z zespotem parkinsonowskim sprz¢zonym z
chromosomem 17 (FTDP-17). W szczeg6lnosci przedstawiono: 1) proces konstytutywnego
skladania gendéw, 2) schemat reakcji transestryfikacji w trakcie splicingu, 3) rejony
decydujace o konstytutywnym splicingu, 4) budowe i sktadniki spliceosomu, 5) regulacje
alternatywnego splicingu, 6) procesy komoérkowe sprz¢zone ze sktadaniem pre-mRNA, 7)
alternatywny splicing w komodrkach nerwowych, 8) przyklady wptywu struktury
drugorzgdowej na alternatywny splicing, 9) choroby zwiazane z agregatami biatka tau, 10)
depozyty biatka tau jako czynnik powodujacy neurodegeneracje¢, 11) objawy, diagnoze i
leczenie FTDP-17, 12) mutacje w genie MAPT, 13) czynniki splicingowe regulujace

alternatywny splicing eksonu 10 biatka tau.
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V. WYNIKI I DYSKUSJA

1. Badanie parametrow termodynamicznych regulatorowej spinki i jej mutantow

Do badania wpltywu mutacji na stabilnos¢ termodynamiczna modelowych spinek
regulatorowych RNA wykorzystano jedenascie oligorybonukleotydéow o dlugosci 25 i 26
nukleotydéw. Modelowe spinki RNA zawieraty fragment eksonu 10 (6 nukleotydéw) i
intronu 10-11 (19 i 20 nukleotydéw) z czasteczki pre-mRNA genu MAPT. Z wcze$niejszych
doniesien wiadomo, ze region ten przyjmuje strukturg spinki do wioséw i zaangazowany jest
w regulacje alternatywnego splicingu eksonu 10 biatka fau (139). W eksperymentach topnien
UV wykorzystano jedenascie czasteczek RNA, w tym spinke odpowiadajaca formie typu
dzikiego 5’GGCAGUGUGAGUACCUUCACACGUC, szes¢ czasteczek RNA z mutacjami
wystgpujacymi w chorobie FTDP-17, a takze dodatkowe 4 czasteczki RNA z mutacjami
zaproponowanymi przez Donahue 1 wspotpracownikow (Rysunek 13) (/00). Parametry

termodynamiczne zostaly przedstawione w tabeli 2.

Uu C u C
GU G U WT-10C DD-10C
A U1ICR AU
G C12u« GC
U A13GR UA
INTRON10-11 (3 C14U DD-PAC4r  WTRON10:11 G C14U DD-PAC
EKSON 10 U A EKSON 10 U A
G C16U4R G C/WTM?T DDI-17T
cec ® Cuc cec® Cyc

19G
3R

Rysunek 13. Modelowe spinki RNA z zaznaczonymi mutacjami. A-mutacje wystgpujace w chorobie
FTDP-17. B-dodatkowe mutacje zaproponowane przez Donahue i wspoétpracownikéw (/00). Symbole
3R i 4R oznaczaja przewage izoformy biatka fau, ktéra powstaje w wyniku pojawienia si¢ mutacji.
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Tabela 2. Parametry trwato$ci termodynamicznej modelowych spinek i ich komplekséw z antybiotykami

. -AH® -AS° -AG°3; Ty -AAG’3; -AAG’3; ATy
Nazwa Sekwencja RNA (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) | (°C) | (kcal/mol) | (kcal/mol) °O)
WT GGCAGUGUGAGUACCUUCACACGUC 69,2+2.1 202,4+6,0 | 6,39+0,26 68,6 0 0 0
+ neomycyna’ 75,5+5,3 213,7+15,9 | 9,16%0,46 79,9 2,77 -11,3
+ kanamycyna 65,2443 187,7+13,6 | 7,00+0,32 | 74,3 -0,61 -5,7
+ tobramycyna® 65,8+4,7 192,5+14,1 | 6,10+0,38 69,7 +0,29 -1,1
+ mitoksantron® 68,6+3,8 197,3+£12,2 | 7,35+0,33 74,3 -0,96 -5,7
11C GGCAGUGUGAGUACCUCCACACGUC 54,4439 161,7£11,4 | 4,23+0,35 63,2 2,16 0 0
+ neomycyna 78,0+4,8 224 8+14,6 | 8,26+0,51 73,8 -4,03 -10,6
+ kanamycyna 62,4+2,8 180,5+8,1 6,46+0,28 73,4 -2,23 -10,2
+ tobramycyna 56,6+7,4 168,2+23,2 | 4,41+0,28 63,2 -0,18 0
+ mitoksantron 65,4+5,4 188,4+17,3 | 6,96+0,55 71,5 -2,73 -8,3
12U GGCAGUGUGAGUACCUUUACACGUC 53,0+£2,2 162,8+6,8 | 2,54+0,14 52,6 3,85 0 0
+ neomycyna 57,945,1 169,8+15,3 | 5,28+0,38 68,1 -2,74 -15,5
+ kanamycyna 58,7+8.6 176,5+27,1 | 3,94+0,33 59,3 -1,40 -6,7
+ tobramycyna 52,7%£3,2 160,2+9,7 | 3,00%0,25 55,7 -0,46 -3,1
+ mitoksantron 52,443.5 155,4+11,0 | 4,16+0,41 63,7 -1,62 -11,1
13G GGCAGUGUGAGUACCUUCGCACGUC 63,1+3,7 188,2+10,7 | 4,27+0,38 62,0 2,12 0 0
+ neomycyna 78,1+4,7 225,7+¢14,7 | 8,13+0,37 73,0 -3,86 -11,0
+ kanamycyna 71,649,2 | 209,9+28,7 | 6,55+0,31 68,2 -2,28 -6,2
+ tobramycyna 60,8+3,1 181,5+84 | 4,56+0,48 62,1 -0,29 -0,1
+ mitoksantron 70,4+5,1 | 206,1+16,2 | 6,45+0,40 69,9 -2,18 -7,9
DD-PAC | GGCAGUGUGAGUACCUUCAUACGUC 58,7+4,3 179,3+13,3 | 3,10+0,14 54,3 3,29 0 0
+ neomycyna 66,9+4,7 | 200,7+x14,8 | 4,73%0,60 60,5 -1,63 -6,2
+ kanamycyna 59,757 178,9+17,7 | 4,24+0,43 60,7 -1,14 -6,4
+ tobramycyna 61,6+5,9 186,8+17,7 | 3,65+0,44 56,5 -0,55 2,2
+ mitoksantron 73,4+16,2 | 2154523 | 6,44+0,24 61,8 -3,34 -1,5
16U GGCAGUGUGAGUACCUUCACAUGUC 56,1£2.9 169,5+£8,8 | 3,57+0,21 58,1 2,82 0 0
+ neomycyna 63,9+4,6 185,1£14,6 | 6,46+0,19 71,9 -2,89 -13,8
+ kanamycyna 56,6+4,3 166,9+£14,0 | 4,84+0,30 66,0 -1,27 -7.9
+ tobramycyna 55,0+3,3 165,6+10,0 | 3,61+0,23 58,8 -0,04 -0,7
+ mitoksantron 65,7+7,2 194,5+22.5 | 5,33+0,37 64,4 -1,76 -6,4
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19G GGCAGUGUGAGUACCUUCACACGUG 64,3+£3,2 188,2+9,5 | 5,93+0,27 68,5 0,46 0 0
+ neomycyna 97,4+0,5 276,0£2,2 | 11,83x0,41 | 79,8 -5,90 -11,3
+ kanamycyna 64,4+3.9 183,9+10,9 | 7,39+0,51 77,2 -1,46 -8,7
+ tobramycyna 67,0£2.4 195,8+7,1 6,28+0,26 69,1 -0,35 -0,6
+ mitoksantron 71,243,8 | 205,5+11,1 | 7,48+0,36 | 73,4 -1,55 -4,9
WT-10C | GGCAGUGUGAGUACCCUCACACGUC 64,1+1,6 184,6+4,7 | 6,84+0,20 | 74,0 -0,45 0 0
+ neomycyna 79,7+8,7 | 228,1+24,6 | 8,95+1,20 | 76,2 2,11 2,2
+ kanamycyna 75,3+6,2 | 214,8+18,7 | 8,67+0,66 | 77,4 -1,83 -3.4
+ tobramycyna 70,4+4,4 | 202,5+12,9 | 7,57+0,40 | 74,4 -0,73 -0,4
+ mitoksantron 71,1+1,7 203,0+4,8 | 8,18+0,38 77,3 -1,34 -3,3
WTI-17T | GGCAGUGUGAGUACCUUCACACUGUC 77,0£2,0 220,9+6,5 | 8,52+0,24 | 75,6 -2,13 0 0
+ neomycyna 91,3+3,3 260,7+10,3 | 10,40+0,75 | 76,9 -1,88 -1,3
+ kanamycyna 83,5+4,9 236,8+15,5 | 10,03+0,80 | 79,4 -1,51 -3,8
+ tobramycyna 88,2+6,0 | 252,8x17,6 | 9,79+0,58 75,7 -1,27 -0,1
+ mitoksantron 88,8+4,0 | 253,9+11,8 | 10,03x£0,42 | 76,5 -1,51 -0,9
DD-10C GGCAGUGUGAGUACCCUCAUACGUC 49,6+4,4 | 148,8+13,3 | 3,44+0,29 60,1 2,95 0 0
+ neomycyna 68,0+2,8 202,2+8.4 5,29+0,40 63,1 -1,85 -3,0
+ kanamycyna 53,5+6,2 157,6£18,5 | 4,58+0,61 66,0 -1,14 -5,9
+ tobramycyna 60,8+1,5 182,1+4,5 4,30+0,26 60,6 -0,86 -0,5
+ mitoksantron 63,0+2,3 188,7+7,2 | 4,51+0,25 60,9 -1,07 -0,8
DDI-17T | GGCAGUGUGAGUACCUUCAUACUGUC 69,5+6,6 | 206,4+19,7 | 5,51%£0,40 63,7 0,88 0 0
+ neomycyna 82,8+4,9 | 243,0+14,1 | 7,43+0,68 67,6 -1,92 -3,9
+ kanamycyna 74,3£5,9 | 216,8+18,9 | 7,09+0,66 69,5 -1,58 -5,8
+ tobramycyna 75,443,8 | 223,4+11,4 | 6,17+0,27 64,6 -0,66 -0,9
+ mitoksantron 92,1+4,2 | 269,5+13,8 | 8,47+0,31 68,8 -2,96 -5,1

Bufor do topnien: 100 mM NaCl, 20 mM kakodylan sodu, 0,5 mM Na,EDTA, pH 7,0. Stosunek molowy RNA i antybiotykéw byl nastgpujacy:
neomycyna 1:10, kanamycyna 1:350, tobramycyna 1:50, mitoksantron 1:1. Fragment eksonu 10 zaznaczono podkresleniem, kursywa zaznaczono petle
w spince RNA, na czerwono zaznaczono mutacje.
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1.1. Parametry termodynamiczne badanych spinek RNA

Badania termodynamiczne pokazaty, ze wszystkie badane oligonukleotydy oraz ich
kompleksy ze zwiazkami niskoczasteczkowymi tworza wylacznie strukturg spinki, o czym
swiadczy fakt, ze temperatury topnienia dla réznych ich stgzen byly takie same. Taka
zalezno$¢ obserwowana jest dla topnien struktur jednoczasteczkowych (jakim sa spinki), w
przeciwienstwie do topnien struktur dwuczasteczkowych (jakimi sa dupleksy), dla ktérych
temperatury topnienia rosna liniowo wraz ze wzrostem st¢zenia oligonukleotydéw.

Tak jak si¢ spodziewano, badania termodynamiczne modelowych spinek z mutacjami
w niekodujacym rejonie intronu 10-11 genu MAPT wykazaty znaczace réznice w ich
stabilnosci. W poréwnaniu ze spinka RNA wystepujaca w formie dzikiej osiem mutacji
powodowato obnizenie stabilnosci termodynamicznej spinki. Destabilizacja wynosita:
2,16 kcal/mol (11C), 3,85 kcal/mol (12U), 2,12 kcal/mol (13G), 3,29 kcal/mol (DD-PAC),
2,82 kcal/mol (16U), 0,46 kcal/mol (19G), 2,95 kcal/mol (DD-10C) oraz 0,88 kcal/mol
(DD-10C). W przypadku mutantéow WT-10C oraz WTI-17T zaobserwowano podwyzszenie
stabilnosci termodynamicznej odpowiednio o 0,45 i 2,13 kcal/mol (Tabela 2, Rysunek 14).

Z danych literaturowych wiadomo, ze mutacja 19G funkcjonuje, jako ta, ktora
skutkuje powstaniem w przewadze izoformy 3R, co mogloby wskazywac¢, ze powinna ona
zwigksza¢ stabilno$¢ termodynamiczna modelowej spinki (/45). Niestety, przeprowadzone
badania nie potwierdzily tej hipotezy. Z termodynamicznego punktu widzenia bardzo
ciekawym przypadkiem jest mutant DD-10C zawierajacy dwie mutacje. Pierwsza mutacja to
DD-PAC naturalnie wystgpujaca w chorobie FTDP-17 oraz druga mutacja 10C. Poréwnanie
stabilnosci termodynamicznej spinki WT z DD-10C (AAG®3; = 2,95 kcal/mol) oraz DD-PAC
(AAG®37 = 3,29 kcal/mol) i WT-10C (AAG®3; = -0,45 kcal/mol) pokazuje, ze efekty
termodynamiczne sa addytywne. Mutant DD-17T takze posiada dwie mutacje; oprécz mutacji
DD-PAC posiada insercj¢ U w pozycji 17. Pordwnanie stabilnosci termodynamicznej WT i
DD-I17T (AAG®3; = 0,88 kcal/mol) oraz WTI-17T (AAG®3; = -2,13 kcal/mol) i DD-PAC
(AAG®37 = 3,29 kcal/mol) takze potwierdza fakt, ze zmiany termodynamiczne spowodowane
mutacjami maja charakter addytywny. Termodynamiczne zmiany dotyczace pojedynczych
mutantow oraz addytywny charakter zmian stabilnoSci termodynamicznej w przypadku
podwdjnych mutantéw w modelowych spinkach pokazuja, ze stabilnos¢ badanych spinek jest

zgodna z zasadami termodynamicznymi dotyczacymi kwaséw nukleinowych.
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6,39

WT 11C T 13G¢  DD-PAC 16U 19G¢ DD-10C DD-II7T WT-10C WT-I17T
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-3,85

WwT 11C 12U 136G DD-PAC 16U 19G DD-10C DD-I17T WT-10C WT-117T

Rysunek 14. A-energia swobodna modelowych spinek RNA, B-réznica w stabilno$ci
termodynamicznej pomigdzy czasteczkami RNA z mutacjami, a forma dzika.

Obserwowany efekt destabilizacyjny spowodowany zamiang pary G-C na G-U
(mutacje: 12U, DD-PAC, 16U) wahat si¢ w granicach 2,8-3,9 kcal/mol i byt zalezny od
miejsca wystgpowania w spince, orientacji i par sasiadujacych. Co ciekawe, zastapienie pary

zamykajacej spink¢ G-U para G-C (WT-10C) powodowato wzrost stabilnosci
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termodynamicznej tylko o 0,5 kcal/mol. Wskazuje to, ze para G-U jest wazna w innym
aspekcie niz jedynie stabilno$¢ termodynamiczna (/73, 174). Sparowanie wybrzuszonej
adenozyny w pozycji 3 (mutant WTI-17T) powoduje wzrost stabilno$ci termodynamicznej o
2,1 kcal/mol, co jest spodziewane przy powstaniu dwoch wiazan wodorowych dla pary A-U.
Wynik ten sugeruje, ze w mutantach z wybrzuszona adenozyna, nukleotyd ten nie bierze
udzialu w zadnych silnych wigzaniach wodorowych z innym fragmentem modelowe;j

spinki (175, 176).

1.2. Widma dichroizmu kolowego badanych spinek RNA

Badania trwatosci termodynamicznej spinek RNA wykazaly znaczacy wptyw mutacji
na ich stabilno$¢. Ponadto, wykonano widma dichroizmu kotowego CD (ang. circular
dichroism) w celu uzyskania dodatkowych informacji o strukturze badanych spinek RNA.
Otrzymane widma CD pokazuja, ze zmiany strukturalne wywolane obecnoscia réznych
mutacji w badanych spinkach RNA nie sa znaczace (Rysunek 15).

Na widmach CD spinek RNA pokazanych na rysunku 15 wida¢ dwa pozytywne
sygnaly: intensywny przy dlugosci fali ~260 nm i umiarkowany przy ~280 nm. Ponadto, we
wszystkich widmach CD pojawiaja si¢ rowniez dwa negatywne sygnaly: pierwszy, o stabej
intensywnos$ci, wystepujacy przy dlugosci fali ~230 nm oraz drugi, intensywny przy
~210 nm. Generalnie, negatywne sygnaly obserwowane przy dtugosciach fali ~210 nm i
~230 nm oraz pozytywny przy ~260 nm sa charakterystyczne dla struktur helikalnych o
geometrii A-RNA (w tym przypadku trzonéw badanych spinek RNA), natomiast o
wystgpowaniu struktury spinki moze $wiadczy¢ obecnos¢ swoistego, pozytywnego sygnatu
przy dtugosci fali okoto 285 nm (/77). Dane literaturowe dotyczace widm CD dupleksow i
spinek w serii DNA wskazuja, ze pojawienie si¢ pozytywnego sygnalu przy dlugosci fali
okoto 285 nm, oprécz innego pozytywnego przy dtugosci fali wynoszacej okoto 260 nm,
$wiadczy o tworzeniu struktury spinki. Jakkolwiek trudno jest znalez¢ podobne metodyczne
analizy widm CD dla spinek i duplekséw w serii RNA.

Wzgledna intensywno$¢ sygnatéow przy ~260 1 ~280 nm zmienia si¢ w pewnym
zakresie dla spinek z réznymi mutacjami, a ich maksyma przesuwaja si¢ o okoto 3-5 nm,
zaleznie od rodzaju spinki, co najprawdopodobniej zwiazane jest z obecnoscia w badanych
mutantach réwniez innych oddziatywan niz wytacznie kanoniczne typu Watson’a-Crick’a.
Pomigdzy obydwoma sygnatami obserwuje si¢ rodzaj przegigcia przesuwajacego si¢ takze o

kilka nm zaleznie od modyfikacji (mutacji) spinki RNA. W tym momencie trudno wyjasni¢ w
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spos6b jednoznaczny niewielkie réznice w obserwowanych widmach CD, ale wida¢, ze
wszystkie one tworza podobng strukturg, a badane mutacje nie wptywaja znaczaco na zmiang
geometrii helisy A-RNA jaka przyjmuja trzony badanych spinek. Ponadto, widma CD dobrze
koreluja z wynikami topnien UV, ktére réwniez wykazuja obecno$¢ podobnych struktur,
jakkolwiek ich trwato$¢ termodynamiczna zmienia si¢ w pewnym zakresie zaleznie od

rodzaju mutacji

1.3. Parametry termodynamiczne badanych spinek z ligandami niskoczasteczkowymi

Dane literaturowe pokazuja, ze do spinki regulujacej splicing eksonu 10 genu MAPT
moga wiaza¢ si¢ ligandy niskoczasteczkowe (178, 179). Wykonano seri¢ badan
termodynamicznych wszystkich jedenastu modelowych spinek z wybranymi ligandami
niskoczasteczkowymi, aby okresli¢ ich wplyw na stabilnos¢ komplekséw modelowych RNA.
Wybrano trzy antybiotyki aminoglikozydowe: neomycyng, kanamycyng, tobramycyng oraz
antybiotyk z grupy antracenodionéw jakim jest mitoksantron (Rysunek 16) (/78-180).
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Rysunek 16. Antybiotyki uzyte w badaniach stabilnosci modelowych spinek RNA.
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Rysunek 15. Widma dichroizmu kotowego jedenastu spinek RNA.
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Wyniki przeprowadzonych badan jednoznacznie wskazuja, ze niskoczasteczkowe
ligandy wptywaja na stabilno$¢ termodynamiczng badanych spinek RNA. W przypadku
trzech antybiotykéw nastapita znaczna stabilizacja modelowych spinek. Zmiana stabilizacji
termodynamicznej zalezala od natury ligandu i rodzaju mutacji, jaka zawiera badana spinka.
Eksperymenty topnien UV zostaly tak zaprojektowane, aby do 90% spinki przytaczony byt
antybiotyk. W przypadku mitoksantronu stosunek molowy RNA-ligand wyniést 1:1 ze
wzgledu na to, ze wyzsze st¢zenie antybiotyku powodowato btedy w monitorowaniu procesu
topnienia przy 260 nm.

Ponizej zostal oméwiony wplyw wszystkich badanych niskoczasteczkowych ligandow

na trwatos¢ termodynamiczng 11 modelowych spinek regulatorowych

1.3.1. Parametry termodynamiczne kompleksu RNA-neomycyna

Wyniki topnien UV modelowych spinek z neomycyna pokazuja, ze antybiotyk ten
wzmacnia stabilno$¢ termodynamiczna (AAG°®3;) w granicach 1,6-5,9 kcal/mol (Tabela 2,
Rysunek 17). Uwaza sig, ze stabilnos$¢ regulatorowej spinki powinna by¢ podobna do tej, jaka
wystepuje u formy dzikiej, aby nie doszlo do stanu patologicznego i choroby FTDP-17.
Z danych literaturowych wynika, ze przewaga izoformy 4R bialka rau, ale takze przewaga
ilosciowa izoformy 3R prowadza do powstania nierozpuszczalnych agregatéw biatka
tau (124). Wyniki topnien UV wszystkich jedenastu mutantéw z neomycyna wskazuja, ze
najlepsze wyniki udato si¢ uzyskac¢ dla czasteczki 16U. Energia swobodna kompleksu tej
spinki z neomycyna wyniosta -6,46 kcal/mol i jest to trwato$¢ poréwnywalna ze stabilno$cia
spinki typu dzikiego (WT). Réznica w stabilnosci termodynamicznej (AAG®3;) pomigdzy
kompleksem 16U/neomycyna, a WT wyniosta tylko 0,07 kcal/mol. W 7 z 11 przypadkéw
neomycyna powodowata wzrost stabilnos$ci termodynamicznej na poziomie wyzszym niz

stabilno$¢ formy dzikiej (Tabela 2, Rysunek 17).
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Rysunek 17. Zestawienie energii swobodnej spinek RNA i ich komplekséw z neomycyna.

Szczegbétowe badania struktury spinki regulujacej alternatywny splicing eksonu 10
genu MAPT formy dzikiej z neomycyna zostaly przeprowadzone przez Varani’ego i
wspotpracownikéw (179). Z badan tych wynika, ze czasteczka neomycyny wiaze si¢ do
motywu spinki w jej duzej bruzdzie, w pozycji apikalnej petli (Rysunek 18). Badania grupy
Varani’ego wykazaty réwniez, ze terminalna para G-U najprawdopodobniej jest czgscia petli,
a nie trzonu spinki RNA. Poréwnanie stabilnosci termodynamicznej mutanta DD-PAC
(AG®37 = -3,10 kcal/mol) zawierajacego terminalna par¢ G-U z czasteczka DD-10C
(AG®37 =-3,44 kcal/mol) z terminalng para G-C wskazuje na istnienie stabych wigzan
wodorowych terminalnych nukleotydéow w spince (AAG°3; = 0,34 kcal/mol). Poréwnanie
czasteczki WT (AG®3; = -6,39 kcal/mol) z mutantem WT-10C (AG°3; = -6,84 kcal/mol)
pokazuje, ze substytucja terminalnej pary G-U na G-C powoduje wzrost stabilno$ci jedynie o
0,45 kcal/mol. Wyniki stabilnosci termodynamicznej kompleksOw neomycyny z czasteczka
WT RNA oraz z mutantami sa zbiezne z obserwacjami grupy Varani’ego (/79). Wiazanie si¢
neomycyny do WT powoduje wzrost stabilnosci termodynamicznej o 2,8 kcal/mol, w
przypadku czasteczki WT-10C (zawiera terminalna par¢ G-C zamiast G-U) wzrost stabilnosci
wynidst 2,1 kcal/mol. Mutanty DD-PAC, DD-10C, DD-117T, WT-10C, WT-I17T i 16U sa
stabilizowane przez neomycyn¢ w podobnym stopniu jak czasteczka WT, to znaczy o
1,6-2,9 kcal/mol. Czasteczki z mutacjami w trzonie spinki w rejonie zaangazowanym w
oddzialywanie z neomycyna (11C, 12U, 13G) sa stabilizowane przez neomycyng o
2,7-4,0 kcal/mol. Bardzo ciekawym przypadkiem jest czasteczka 19G, gdzie zmiana
nukleotydu wystgpuje w pozycji 3’ terminalnej. W tym przypadku wzrost stabilizacji

termodynamicznej pod wptywem neomycyny wyniost 5,9 kcal/ mol, co jest prawdopodobnie
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suma wplywu dwoch czasteczek neomycyny wiazacych si¢ do tej spinki. Pierwsza
neomycyna wiaze si¢ w pozycji apikalnej (stabilizacja o 2,8 kcal/mol), a druga

prawdopodobnie w rejonie terminalnym (stabilizacja o 3,1 kcal/mol).

Rysunek 18. Struktura trzeciorzgdowa regulatorowej spinki eksonu 10 biatka fau w kompleksie z
neomycyng (179).
1.3.2. Parametry termodynamiczne kompleksu RNA-kanamycyna

Drugim badanym antybiotykiem byta kanamycyna. Takze w tym przypadku stabilno$¢
termodynamiczna badanych spinek wzrosta w zakresie 0,6-2,3 kcal/mol (Tabela 2,
Rysunek 19). Dane uzyskane z topnien UV wykazaly, ze kanamycyna moze powodowac
wzrost stabilnosci termodynamicznej badanych mutantéw do poziomu poréwnywalnego ze
stabilnoscia spinki formy dzikiej. Energia swobodna kompleksu 11C/kanamycyna wyniosta -
6,46 kcal/mol 1 réznita si¢ tylko o 0,07 kcal/mol od formy dzikiej. Podobna sytuacja ma
miejsce dla kompleksu 13G/kanamycyna. Energia swobodna tego kompleksu wyniosta -

6,55 kcal/mol i byta r6zna, w poréwnaniu z energia swobodna formy dzikiej, o 0,16 kcal/mol.
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Rysunek 19. Zestawienie energii swobodnej spinek RNA i ich komplekséw z kanamycyna.

1.3.3. Parametry termodynamiczne kompleksu RNA-tobramycyna

Tobramycyna okazatla si¢ antybiotykiem, ktéry w najmniejszym stopniu wptywat na
stabilnos¢ modelowych spinek RNA. Oprécz czasteczki WT, tobramycyna powodowata
wzrost stabilno$ci termodynamicznej, jednak efekt byt raczej maty, w zakresie 0-1,3 kcal/mol
(Tabela 2, Rysunek 20). Kompleks tobramycyny z czasteczkami 19G 1 DDI-17T wzmacniat
stabilno$¢ termodynamiczng badanych spinek do poziomu poréwnywalnego do stabilnos$ci
formy dzikiej. Z drugiej strony mutacje w tych dwdch czasteczkach nie powodowatly duzej
réznicy w stabilnosci pomigdzy nimi i forma WT (19G AAG°3; = 0,46, DDI-17T
AAG®37 = 0,88 kcal/mol).
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Rysunek 20. Zestawienie energii swobodnej spinek RNA i ich komplekséw z tobramycyna.
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1.3.4. Parametry termodynamiczne kompleksu RNA-mitoksantron

Ostatnim ligandem niskoczasteczkowym uzywanym w eksperymentach UV byt
mitoksantron, oryginalnie uzywany w chemioterapii w leczeniu réznych typ6w nowotworow.
Udowodniono, ze czasteczka ta moze oddzialywaé z motywem regulatorowej spinki
eksonu 10 pre-mRNA genu MAPT (/78). Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze
mitoksantron wzmacnia stabilnos¢ wszystkich jedenastu spinek RNA w zakresie
1,0-3,3 kcal/mol (Tabela 2, Rysunek 21). Termodynamiczna stabilnos¢ komplekséw
mitoksantronu z mutantami 13G oraz DD-PAC jest poréwnywalna ze stabilnoscia spinki
formy dzikiej. Zheng i wspdtpracownicy okreslili za pomoca spektroskopii NMR strukture
kompleksu WT/mitoksantron (/78) (Rysunek 22). Zaobserwowali oni, ze czasteczka
mitoksantronu interkaluje do trzonu spinki RNA w rejonie wybrzuszonej adenozyny.
Kompleks WT/mitoksantron jest o 1,0 kcal/mol bardziej stabilny niz sama czasteczka formy
dzikiej. Dla wigkszo$ci mutantéw oddziatywanie z mitoksantronem powoduje wzrost
stabilnos$ci termodynamicznej w zakresie 0,7-1,8 kcal/mol. Z niewyjasnionych powodéw, w
przypadku czasteczek DD-PAC, 11C 1 13G wzrost stabilnosci wyniést odpowiednio
3,3 kcal/mol, 2,7 kcal/mol oraz 2,2 kcal/mol. Sugeruje to, ze w przypadku powyzszych
mutacji w spince RNA, mitoksantron moze wigza¢ si¢ w sposéb odmienny lub wigcej niz

jedna czasteczka mitoksantronu moze wigzac si¢ do tych spinek.

100
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Rysunek 21. Zestawienie energii swobodnej spinek RNA i ich komplekséw z mitoksantronem.
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Rysunek 22. Struktura trzeciorzgdowa regulatorowej spinki eksonu 10 biatka fau w kompleksie z
mitoksantronem (/78).

Podsumowujac, analiza stabilnosci termodynamicznej ligandéw niskoczasteczkowych
z modelowymi RNA wykazata, ze: 1) kompleksy spinek wraz z antybiotykami sa bardziej
stabilne niz same czasteczki RNA, 2) efekty termodynamiczne sa zalezne od natury ligandu i
wzmacniaja stabilno$§¢ w szeregu: neomycyna > mitoksantron > kanamycyna > tobramycyna,
3) wzrost stabilno$ci termodynamicznej jest zalezny od rodzaju mutacji w czasteczce RNA,
4) kazdy badany ligand niskoczasteczkowy w sposéb indywidualny wptywa na stabilnos¢
termodynamiczna zmutowanych fragmentéw pre-mRNA genu MAPT.

Wyniki topnien UV pokazuja, ze ligandy niskoczasteczkowe oddziatuja z
modelowymi spinkami RNA, powodujac w prawie wszystkich przypadkach wzrost ich
trwatosci. Jednak stabilno$¢ kompleksu RNA/antybiotyk powinna by¢ jak najbardziej
zblizona do stabilnosci formy dzikiej, aby wywota¢ oczekiwany wpltyw na stabilno$¢
termodynamiczna zmutowanej spinki RNA. W takim przypadku mozna spodziewac sig, ze
spinka bedzie spetnia¢ prawidtowo swoje funkcje w alternatywnym sktadaniu eksonu 10 genu
MAPT prowadzac do powstania réwnych ilosci izoform 3R i1 4R biatka fau. Wyniki
stabilno$ci termodynamicznej wszystkich czasteczek, z badanymi antybiotykami zostaty
poréwnane do formy dzikiej, dla ktérej warto$¢ energii swobodnej zostata przyjeta jako 100%

(Rysunek 23).

Najbardziej interesujace wydaja si¢ by¢ wyniki dla czasteczek z mutacjami naturalnie
wystgpujacymi w chorobie FTDP-17 1 powodujacymi destabilizacj¢ badanej spinki, takie jak:
11C, 12U, 13G, DD-PAC oraz 16U (124, 140, 142). W przypadku neomycyny najlepszy efekt
stabilizacyjny zostat uzyskany dla czasteczki 16U. Warto réwniez wspomnie¢, Zze neomycyna

spowodowata najwigksza stabilizacj¢ mutanta 12U (dla tego mutanta obserwowana jest
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najwigksza jej destabilizacja w stosunku do formy dzikiej). Kanamycyna pozwolila na
uzyskanie stabilnosSci zmutowanej spinki na poziomie poréwnywalnym do trwatosci formy
dzikiej dla dwoch czasteczek 11C 1 13G. W przypadku tobramycyny, zadna spinka RNA z
mutacja destabilizujaca, zwiazang z FTDP-17 nie spowodowata zwigkszenia stabilnosci do
poziomu poréwnywalnego z forma dzika spinki RNA. Za to mitoksantron okazal sig
wyjatkowo dobrym stabilizatorem, ktérego kompleksy z 11C, 13G oraz DD-PAC posiadaja

zblizong stabilnos$¢ termodynamiczng do czasteczki WT.

w0 NEOMYCYNA ¥

zn KANAMYCYNA

b @ 0 b =

Rysunek 23. Poréwnanie wynikéw topnien UV réznych mutantéw spinki RNA do energii swobodne;j
czasteczki WT RNA (AG°3; WT = 100%.). Czerwone kropki oznaczaja najlepsze wartosci stabilizacji,
tzn. zblizajace trwalo$¢ kompleksu spinka RNA/ligand niskoczasteczkowy do stabilnosci formy
dzikiej.
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1.4. Poréwnanie stalych dysocjacji modelowych spinek RNA i ich kompleksow z
badanymi ligandami

Z zaleznoSci stalej dysocjacji oraz energii swobodnej wyrazonej wzorem K=e A67RD
wyliczono dla czasteczki formy dzikiej i wszystkich badanych mutantéw ich state wiazania
si¢ z neomycyna, kanamycyna, tobramycyna oraz mitoksantronem (Tabela 3). Najbardziej
znaczacy jest wzrost stalej dysocjacji, w poréwnaniu do formy dzikiej, w nastgpujacych
kompleksach spinka RNA/ligand: WT/neomycyna, 11C/neomycyna, 13G/neomycyna,
19G/neomycyna, WT-10C/neomycyna, WT-10C/kanamycyna, ~WT-10C/mitoksantron,
WTI-17T/wszystkie antybiotyki oraz DDI-17T/mitoksantron. Poréwnujac state dysocjacji
mozemy wskaza¢ takze kompleksy RNA/ligand, ktérych wartosci sa zblizone do formy

dzikiej i sa  to: 11C/kanamycyna, 13G/kanamycyna, 13G/mitoksantron,
DD-PAC/mitoksantron, 16U/neomycyna, 19G/tobramycyna oraz DDI-17T/tobramycyna.

Zestawienie wpltywu poszczegdlnych antybiotykdw na trwalo$¢ termodynamiczna
wszystkich modelowych spinek RNA zostalo pokazane w tabeli 2. W przypadku czasteczki
WT, w kompleksie z neomycyna stata dysocjacji wzrosta az o 90 razy. Takze w przypadku
mutantéw 11C, 12U, 13G, 16U, 19G, WT-10C, WTI-17T oraz DD-10C neomycyna okazata
si¢ najlepszym stabilizatorem spinek RNA, powodujac wzrost stalej dysocjacji odpowiednio
694, 85, 527, 109, 14449, 31, 21 oraz 20 razy. W dwoch przypadkach mitoksantron okazat si¢
by¢ najlepszym stabilizatorem. Zmiana statej dysocjacji w czasteczce DD-PAC pod wplywem

oddzialywan z mitoksantronem wyniosta 226 razy, a dla czasteczki DDI-17T 122 razy.
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Tabela 3. Stale dysocjacji dla wszystkich modelowych spinek RNA oraz ich komplekséw z antybiotykami. Poréwnanie wszystkich wartos$ci statej dysocjacji

do wartos$ci Kd formy typu dzikiego.

o Kd o Kd o Kd
Spinka RNA (k'cgﬁ;:ﬂ) xll((?'s K%I;d' /K(lll ;ﬁinki Spinka RNA (k'cgﬁ;:ﬂ) xliod's K%I;d' /K(ll1 sN[xlinki Spinka RNA (k'cgﬁ;:ﬂ) xliod's K‘VIV’I;“' /K(ll1 sN[xlinki
WT 6,39 0,32 1,00 1,00 DD-PAC 3,10 0,01 0,01 1,00 WT-117T 8,52 10,16 31,75 1,00
+ neomycyna 9,16 28,73 89,74 89,74 + neomycyna 4,73 0,02 0,07 14,10 + neomycyna 10,40 215,08 671,86 21,16
+ kanamycyna 7,00 0,86 2,69 2,69 + kanamycyna 4,24 0,01 0,03 6,36 + kanamycyna 10,03 117,96 368,48 11,60
+ tobramycyna 6,10 0,20 0,62 0,62 + tobramycyna 3,65 0,01 0,01 2,44 + tobramycyna 9,79 79,89 249,57 7,86
+ mitoksantron 735 1,52 4,75 4,75 + mitoksantron 6,44 0,35 1,08 226,41 + mitoksantron 10,03 117,96 368,48 11,60
11C 4,23 0,01 0,03 1,00 16U 3,57 0,01 0,01 1,00 DD-10C 3,44 0,00 0,01 1,00
+ neomycyna 8,26 6,66 20,82 694,04 + neomycyna 6,46 0,36 1,12 109,05 + neomycyna 5,29 0,05 0,17 20,15
+ kanamycyna 6,46 0,36 1,12 37,35 + kanamycyna 4,84 0,03 0,08 7,86 + kanamycyna 4,58 0,02 0,05 6,36
+ tobramycyna 4,41 0,01 0,04 1,34 + tobramycyna 3,61 0,01 0,01 1,07 + tobramycyna 4,30 0,01 0,03 4,04
+ mitoksantron 6,96 0,81 2,52 84,10 + mitoksantron 5,33 0,06 0,18 17,41 + mitoksantron 4,51 0,02 0,05 5,68
12U 2,54 0,01 0,01 1,00 19G 5,93 0,15 0,47 1,00 DD-117T 5,51 0,08 0,24 1,00
+ neomycyna 5,28 0,05 0,16 85,48 + neomycyna 11,83 2191,97 6847,23 14449,12 + neomycyna 7,43 1,73 5,41 22,58
+ kanamycyna 3,94 0,01 0,02 9,71 + kanamycyna 7,39 1,62 5,07 10,70 + kanamycyna 7,09 1,00 3,12 13,00
+ tobramycyna 3,00 0,01 0,00 2,11 + tobramycyna 6,28 0,27 0,84 1,77 + tobramycyna 6,17 0,22 0,70 2,92
+ mitoksantron 4,16 0,01 0,03 13,87 + mitoksantron 7,48 1,88 5,87 12,38 + mitoksantron 8,47 9,37 29,28 122,17
13G 4,27 0,01 0,03 1,00 WT-10C 6,84 0,66 2,08 1,00
+ neomycyna 8,13 5,40 16,86 526,65 + neomycyna 8,95 20,43 63,82 30,74
+ kanamycyna 6,55 0,41 1,30 40,51 + kanamycyna 8,67 12,97 40,51 19,51
+ tobramycyna 4,56 0,02 0,05 1,60 + tobramycyna 7,57 2,17 6,79 3,27
+ mitoksantron 6,45 0,35 1,10 34,44 + mitoksantron 8,18 5,85 18,28 8,81
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2. Analiza struktury fragmentu pre-mRNA genu MAPT

Jednym z gtéwnych celéw pracy doktorskiej byto okreslenie struktury drugorzedowe;j
fragmentu pre-mRNA genu MAPT. W badaniach wykorzystano rejon pre--mRNA
zawierajacy spinke do wloséw, ktéra jest gléwnym regulatorem alternatywnego splicingu
eksonu 10 biatka fau. Badania strukturalne przeprowadzono na fragmentach 194- lub 195-
nukleotydowych (dtugos$¢ zalezata od rodzaju mutacji w badanym RNA) i zawierajacych
wszystkie mutacje w rejonie modelowej spinki, ktére wykorzystano w badaniach trwatosci
termodynamicznej. Z uwagi na kotranskrypcyjny charakter splicingu wydaje si¢, ze wybrany
fragment jest wystarczajacy do badania struktury pre-mRNA. Poza tym, zawiera wszystkie
elementy regulujace alternatywny splicing eksonu 10 genu MAPT. Wybrany fragment pre-
mRNA zawieral 194 nukleotydy dla formy dzikiej oraz wariantéw posiadajacych mutacje
11C, 12U, 13G, DD-PAC, 16U, 19G, DD-10C, WT-10 oraz 195 nukleotydy w przypadku
czasteczek DDI-17 i WTI-17T. Modelowy pre-mRNA genu MAPT wybrany do badan
strukturalnych zawierat 39 nukleotydéw fragmentu intronu 9-10, caly 93 nukleotydowy

fragment eksonu 10 oraz 63/64 nukleotydowy fragment intronu 10-11.

2.1. Analiza struktur fragmentu pre-mRNA genu MAPT przy pomocy programu

komputerowego stuzacego do przewidywania struktury drugorzedowej RNA

Przed przystapieniem do badan strukturalnych wykonano modelowanie struktury
drugorzgdowej za pomoca programu RNAstructure 5.6. Program ten przewiduje struktury
drugorzgdowe RNA na podstawie parametréw termodynamicznych modelu najblizszego
sasiedztwa (/81). Uzyskano 26 ré6znych struktur drugorzedowych przy zatozeniu, ze r6znica
w energii swobodnej wynosi do 20%, a parametr mowiacy o mozliwym przesunigciu
nukleotydéw w czasteczce wynosi 5 (window size = 5) (Rysunek 24). Energia swobodna
uzyskanych struktur wahata si¢ od -55,7 do -44,6 kcal/mol. Program RNAstructure pozwala
takze na okreslenie prawdopodobienstwa wystapienia okreslonych par zasad w
wygenerowanych strukturach. Najbardziej interesujacym fragmentem jest oczywiscie rejon
wystgpowania regulatorowej spinki, co w przypadku modelowej czasteczki RNA obejmuje
fragment okoto od 127 do 151 nukleotydu. Analiza 26 wygenerowanych struktur
drugorzedowych pozwolita ustali¢, ze regulatorowa spinka przybiera w nich 3 warianty
strukturalne. Pierwsza struktura to petna spinka, w ktérej prawdopodobienstwo wystapienia
zdefiniowanych par nukleotydéw w dolnej czgsci spinki wynosi 60-70%, a w jej gérnym

fragmencie 90-100% (rysunek 25 A). Oddziatywanie terminalnej pary G-U okreslono w
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spince regulatorowej na 50-60%. Taka sytuacja wystgpuje w strukturach oznaczonych jako:
WT-1. WT-2, WT-4, WT-5, WT-7, WT-10, WT-16, WT-17, WT-19. Drugi wariant tego
fragmentu to wystgpowanie kroétkiej spinki, w ktérej prawdopodobienstwo parowania sig
zdefiniowanych par zasad wynosi 90-100% (rysunek 25 B). Taka sytuacja miata miejsce w
strukturach: WT-6, WT-8, WT-9, WT-11, WT-13, WT-15, WT-20, WT-22, WT-23, WT-24,
WT-25, WT-26. W przypadku pozostatych struktur wygenerowanych przez RNAstructure
(WT-3, WT-12, WT-14, WT-18, WT-21) interesujacy fragment nie tworzyt motywu spinki do
wloséw, ale prawdopodobienstwo wystapienia takich par zasad wynosilo ponizej 50%
(rysunek 25 C).

Analiza strukturalna wybranego fragmentu w programie RNAstructure dodatkowo
przekonuje, ze fragment 194/195 nukleotydowy pre-mRNA genu MAPT jest optymalny do
zaplanowanych badan strukturalnych i funkcjonalnych. Z wcze$niejszych badan wiadomo, ze
gtéwny element regulujacy alternatywny splicing eksonu 10 biatka fau przybiera strukture
spinki do wloséw (139). Z badan in silico wynika, ze rejon regulatorowy w wybranym

fragmencie z prawdopodobienstwem 95-100% przybiera motyw spinki do wioséw.
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Rysunek 24. Wygenerowane przez program RNAstructure 26 struktur drugorzegdowych 194-
nukleotydowego fragmentu pre-mRNA genu MAPT wystepujacego w przypadku formy typu
dzikiego.
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Rysunek 25. Przewidziane struktury drugorzedowe fragmentu regulujacego alternatywny splicing
eksonu 10 genu MAPT, wsréd 26 struktur wymodelowanych przez program RNAstructure. Kolory
oznaczaja nastgpujace prawdopodobienstwo tworzenia si¢ par nukleotydowych: czerwony >99%,
pomaranczowy 95-99%, z6ttozielony 90-95%, oliwkowy 80-90%, zielony 70-80%, niebieski 60-70%,
granatowy 50-60%, r6zowy<50%.

2.2. Otrzymywanie czgsteczek RNA uzywanych do badan strukturalnych

Wszystkie 11 czasteczek RNA o dtugosci 194/195 nukleotydéw otrzymano w reakcji
transkrypcji in vitro. Matryce DNA uzyskano w szeregu reakcji PCR. Niestety, uzyskane w
ten sposob matryce nie wykazywaty homogennosci. Selekcja czasteczek o odpowiedniej
sekwencji wymagata wklonowania fragmentéw do plazmidu pUCI19 1 wybraniu
odpowiednich klonéw. Uzyskane matryce posiadaty dodatkowo na koncu 5’ promotor dla
polimerazy T7 RNA. Amplifikacja matryc DNA odbywata si¢ w oparciu o standardowa
reakcj¢ PCR z uzyciem dwoch starterow. W wyniku probleméw z radioaktywnym
znakowaniem czasteczek RNA na obu koncach zdecydowano si¢ na znakowanie czasteczek
RNA w czasie transkrypcji z uzyciem [o’’P]ATP. Uzyskane RNA oczyszczano metoda
elektroforezy w warunkach denaturujacych.

Przebadano warunki denaturacji i renaturacji badanych czasteczek RNA w réznych
buforach, aby okresli¢ ich homogennos¢ strukturalng. Profile migracji badanych czasteczek
RNA w niedenaturujacych zelach poliakrylamidowych w 4°C pokazane sa na rysunku 26.

Analiza faldowania si¢ modelowego dla formy dzikiej pre-mRNA w réznych
warunkach denaturacji 1 renaturacji pokazata, ze czasteczka posiada jedna, gléwna strukture.
Jakkolwiek dla uzyskania w pelni homogennego strukturalnie RNA wymagana jest

denaturacja i renaturacja czasteczki przed kazdym prowadzonym eksperymentem.
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Rysunek 26. Rozdzial w warunkach natywnych na zZelu poliakrylamidowym modelowej czasteczki
WT pre-mRNA w réznych buforach i warunkach faldowania: (1) 1 M NaCl, 4 mM MgCl,, bez
denaturacji, (2) 1 M NaCl, 4 mM MgCl,, denaturacja 3 min. w 95°C, chtodzenie na lodzie, (3) 1 M
NaCl, 4 mM MgCl,, denaturacja 3 min. w 95°C powolne schtadzanie w temperaturze pokojowej, (4)
200 mM NaCl, 4 mM MgCl,, bez denaturacji, (5) 200 mM NaCl, 4 mM MgCl,, denaturacja 3 min. w
95°C, chtodzenie na lodzie, (6) 200 mM NaCl, 4 mM MgCl,, denaturacja 3 min. w 95°C, powolne
schtadzanie w temperaturze pokojowej, (7) 100 mM NaCl, 15 mM MgCl,, bez denaturacji, (8) 100
mM NaCl, 15 mM MgCl,, denaturacja 3 min. w 95°C, chtodzenie na lodzie, (9) 100 mM NacCl, 15
mM MgCl,, denaturacja 3 min. w 95°C powolne schtadzanie w temperaturze pokojowej, (10) 100 mM
NaCl, 0,5 mM Na,EDTA, bez denaturacji, (11) 100 mM NaCl, 0,5 mM Na,EDTA, denaturacja 3 min.
w 95°C, chtodzenie na lodzie, (12) 100 mM NaCl, 0,5 mM Na,EDTA, denaturacja 3 min. w 95°C,
powolne schladzanie w temperaturze pokojowe;j.

2.3. Wykorzystanie izoenergetycznych macierzcy RNA do badania struktury

drugorz¢dowej fragmentéw pre-mRNA genu MAPT

Wykorzystanie izoenergetycznych mikromacierzy RNA, jako metody badania
struktury drugorzgdowej RNA oraz oddzialywan pomigdzy czasteczkami RNA zostato
opracowane w naszym laboratorium. Idea tej metody polega na oddziatywaniu krétkich 5-7
nukleotydowych sond hybrydyzacyjnych z jednoniciowymi fragmentami badanej czasteczki
RNA z utworzeniem dupleksu hybrydyzacyjnego. Jednak, aby mozliwa byta jego detekcja na
macierzy, energia swobodna duplekséw hybrydyzacyjnych musi by¢ korzystniejsza niz -6
kcal/mol. Do stworzenia sond oligonukleotydowych o warto$ci energii swobodnej duplekséw
hybrydyzacyjnych  niezaleznej od sekwencji (sond izoenergetycznych) uzyto
modyfikowanych oligonukleotydéw. Podstawa kazdej sondy byly 2’-O-metylowane
nukleotydy. Do dodatkowej stabilizacji zostaly wykorzystane nukleotydy LNA
(ang. locked nucleic acid), 2’-O-metylo-2,6-diaminopurynorybozyd oraz
LNA-2,6-diaminopurynorybozyd. Dzigki zastosowaniu modyfikowanych nukleotydow

wymagana energia swobodna zostata uzyskana dla duplekséw hybrydyzacyjnych o dtugosci
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5- czy 6- nukleotydéw. Niektore sondy zawieraja na koncu 3° dodatkowa guanozyng w serii
LNA, aby wzmocni¢ trwato$¢ termodynamiczng duplekséw hybrydyzacyjnych. W bibliotece
znajduje si¢ 855 sond oligonukleotydowych, co stanowito 83,4% wszystkich mozliwych

pentamerow (182).

Izoenergetyczne macierze RNA zostaly z powodzeniem uzyte do badania struktury
wielu czasteczek RNA. Wykonano mapowanie macierzowe dla czasteczki o regulatorowe;j
funkcji R2Bm 5’RNA (R2 Bombyx mori 5’RNA). Wyniki tych eksperymentéw byly zgodne z
wynikami z mapowan chemicznych i pozwolity na zaproponowanie struktury drugorzedowe;j
tego RNA. Ponadto zaproponowano struktury kolejnych czasteczek R2 5’RNA dla
organizméw blisko spokrewnionych z Bombyx mori (183, 184). Macierze izoenergetyczne
zostaly réwniez uzyte do badan nad czasteczkami tRNA™ z Sacharomyces cerevisiae.
Mapowanie izoenergetyczne pozwolilo na dostrzezenie roznic w fatdowaniu si¢ czasteczek
tRNA z modyfikowanymi nukleotydami. Ponadto, badano strukture tRNAM® inicjatorowego i
elongacyjnego 1 obserwowano réznice w ich wigzaniu si¢ z mikromacierzami
izoenergetycznymi (/85, 186). Omawiana metoda badania struktury drugorzgedowej zostata
takze wykorzystana do badania struktury dwoéch bakteryjnych czasteczek regulatorowych
RNA DsrA oraz OxyS. Ponadto, wykonano mapowania macierzowe komplekséw RNA-
biatko dla czasteczek DsrA RNA-Hfq oraz OxyS RNA-Hfq. Wyniki pozwolily na
wyznaczenie struktury drugorzegdowej RNA w takich kompleksach oraz na okreslenie miejsc
wigzania si¢ bialka do czasteczki RNA. Z tych samych badan wynika, Ze macierze

izoenergetyczne RNA sa dobrym narzedziem do badania oddzialywan RNA-RNA (187).

Spinka regulatorowa na granicy eksonu 10 1 intronu 10-11 petni giéwna funkcje w
regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 genu MAPT. Jednak wiadomo, zZe nie jest
jedynym rejonem wptywajacym na ten proces. W sasiedztwie motywu spinki do wloséow
znaleziono inne elementy dziatajace w uktadzie cis 1 majace wptyw na alternatywne sktadanie

genu MAPT (146, 147).

Do tej pory nie jest znana struktura drugorzedowa rejonu przylegajacego do spinki
regulatorowej. Jak dotychczas badano jedynie struktur¢ samej spinki stosujac metode
wysokorozdzielczego NMR (739). Oprocz sekwencji formy dzikiej, jako modelowe
czasteczki wybrano RNA z mutacjami, ktére bezposrednio nie wptywaja na wiazanie si¢
czasteczki Ul snRNP do 5’ miejsca splicingowego. Badania termodynamiczne pokazuja, ze

mutacje w obregbie spinki regulatorowej nie zmieniaja motywu strukturalnego, jedynie
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stabilnos$¢ spinki RNA jest r6zna. Nasuwa si¢ pytanie czy badane mutacje zmieniaja strukture
drugorzgdowa fragmentu sasiadujacego z regulatorowa spinka? Warto réwniez poznaé

strukturg innych regulujacych elementéw. Czy badane mutacje wplywaja na ich strukturg?

2.3.1. Przygotowanie izoenergetycznych macierzy dedykowanych 11 czasteczkom
fragmentu pre-mRNA genu MAPT

Pierwszym etapem przygotowania izoenergetycznych macierzy RNA byla selekcja
odpowiednich sond spos$réd biblioteki znajdujacej si¢ w naszym laboratorium. Pomocny
okazal si¢ program RNAstructure, ktéry dzigki funkcji ‘OligoWalk’ pozwolit na selekcjg 188
pentameréw charakterystycznych dla sekwencji formy dzikiej i dodatkowych 13 pentameréw
obejmujacych fragmenty z mutacjami. W przypadku 9 sond posiadaly one dwa miejsca
wiazania, a 3 sondy wiazaly si¢ do trzech miejsc w badanej czasteczce. Ze wzgledu na niska
stabilnos$¢ dupleksow hybrydyzacyjnych 32 sondy specyficzne dla badanej czasteczki nie byly
dostegpne w bibliotece. Pokrycie fragmentu pre-mRNA genu MAPT przez sondy z biblioteki
wynosito 79,6%, dlatego postanowiono dotaczy¢ do macierzy dodatkowe sondy heptamerowe
(188). Sekwencje wybranych sond oligonukleotydowych oraz metody drukowania oméwione

zostaly w rozdziale MATERIALY I METODY.

2.3.2. Mapowanie mikromacierzowe fragmenté6w pre-mRNA genu MAPT

Czasteczki RNA WT, 11C, 12U, 13G, DD-PAC, 16U, 19G, DD-10C, DDI-17T,
WT-10C oraz WTI-17T byly znakowane radioaktywnie w czasie transkrypcji, a nastgpnie
oczyszczane na zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Do hybrydyzacji
wykorzystywane byty trzy bufory hybrydyzacyjne: (1) 1 M NaCl, 4 mM MgCl,, 10 mM Tris-
HCI pH 7.5, (2) 200 mM NacCl, 4 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI pH 7.5, (3) 100 mM NacCl, 15
mM MgCl,, 10 mM Tris-HCl pH 7.5. Przy czym przed kazdym eksperymentem
macierzowym czasteczki byly denaturowane i renaturowane. Czas hybrydyzacji na

izoenergetycznych macierzach wynosit 18 godzin, a temperatury hybrydyzacji to 4°C i 22°C.

Ilosciowe opracowanie wynikow hybrydyzacji byto mozliwe dzigki programowi
Array Gauge 2.1. Chcac pordwnywa¢ wyniki mapowan macierzowych migdzy soba, wyniki
hybrydyzacji byly normalizowane. Sygnaly hybrydyzacyjne sklasyfikowano, jako mocne

(warto$¢ pomigdzy 1-3) oraz $rednie (warto$¢ pomigdzy 3-9), reszta zostata odrzucona. Na
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podstawie przeprowadzonych hybrydyzacji mozna stwierdzi¢, ze uzycie réznych buforéw
hybrydyzacyjnych i réznej temperatury nie wptywa znaczaco na profil hybrydyzacji, dlatego
wyniki mapowania mikromacierzowego kazdej czasteczki to srednia z intensywnosci sygnatu
w réznych buforach i temperaturach. Zestawienie wszystkich wynikow z mapowania

mikromacierzowego znajduje si¢ w Tabeli 4.

Mapowanie mikromacierzowe wykazato, ze wszystkie 11 badanych czasteczek RNA ma
bardzo podobny profil hybrydyzacyjny. Niestety, pojawity si¢ problemy z analiza danych.
Uzyskano 48 sygnatéw hybrydyzacyjnych, jednak 28 z nich posiadalo alternatywne miejsce
wiazania si¢ sondy z energia swobodna nizsza niz -5,0 kcal/mol. Do analizy struktury
drugorzgdowej badanego fragmentu wykorzystano jedynie te sygnaty hybrydyzacyjne, dla
ktérych byla pewnos$¢, ze nie posiadaja innych (alternatywnych) miejsc wiazania si¢ do
badanego RNA.

Dane uzyskane z mapowania mikromacierzowego pozwolily na zaproponowanie
rejonéw jednoniciowych w nastepujacych rejonach czasteczki RNA: od 7 do 12 nukleotydu
(sonda 71, 530), od 15 do 28 nukleotydu (sonda 569, 164, 41, S-1, 129), od 37 do 41
nukleotydu (sonda 96), od 53 do 61 nukleotydu (sonda S-6, S-7, 638), od 67 do 71 nukleotydu
(sonda 451), od 105 do 109 nukleotydu (sonda 909), od 118 do 125 nukleotydu (sonda 347,
855, 470, 374), od 141 do 145 nukleotydu (sonda 899), od 174 do 179 nukleotydu (sonda
S-13) oraz od 185 do 189 nukleotydu (sonda 328) (Tabela 4, Rysunek 27). Dane te byty
pomocne w opracowaniu struktury drugorzedowej, jednak niewystarczajace. Chcac uzyskaé
petniejsze dane strukturalne przeprowadzono takze mapowania chemiczne metoda SHAPE i

DMS.

MAPOWANIE MACIERZOWE

RELATYWNA INTENSYWNOSC
SYGNALU
N
p—
p—
—

Rysunek 27. Wyniki mapowania macierzowego.
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Tabela 4. Zestawienie wynikéw mapowania mikromacierzowego wszystkich modelowych czasteczek pre-mRNA genu MAPT.

sekwencja AG°3; Pozycja Alterna- AG®
Nazwa modyfikowjanej w w czis{e- WT | 11C | 12U | 13G DD- 16U | 19G DD- DDI- WI- WTI- - tywne w 7
sondy sondy 100mM -czce PAC 10€ 17T 10C 17T miejsce 100mM

od5'do 3' NaCl RNA wigzania NaCl

91 -7.89

594 GCcDC -7,89 5 19 | 72 3,6 4,1 2,1 5,8 34 4,2 6,2 39 39 168 -7.89

188 -7.89
71 dCdCg -7,81 9 3,6 3.8 3,8 3.8 3,7 7,9 8,0 32 8,9 39 32
530 GdCdCg -11,04 10 2,0 24 2,7 29 1,9 2,5 2,7 2.4 2,8 24 2,7

185 dGuGdg -8,56 13 4,1 7,5 3.8 3,9 6,4 0 3 3 0 0 0 145 -9.37
569 GdUGdg -11,39 17 2,8 2,5 1,6 1,1 1,5 2,5 2,1 2,0 1,8 1,7 2,2
164 DgGdUg -12,06 19 4,1 6,2 5,3 5.3 3,6 39 6,2 5,6 6,2 4,7 5,2
41 dDgGdg -9,09 20 4,7 64 | 73 6,3 3,7 7,0 5,3 3.8 4,5 3,5 6,1
S-1 GdAdAdAP -8,64 24 46 | 54 | 33 5,5 3,6 4,1 5,5 73 8,2 4,5 4,8
129 dGdDdg -11,10 26 3,1 2,5 2,7 2,7 3,0 5,1 3,0 4,0 4,3 3,7 4,9

149 AgCcDg -12,63 30 26 | 59 | 44 4,1 1,9 7,6 4,3 5,1 8,4 4,8 73 19629 ZH
96 dCcUug -6,42 39 6,0 | 62 8,4 74 3,6 4,6 8,1 73 8,9 7,1 8,2

89 -8.14

280 CdCcUg -8,14 40 6,9 4,7 8,0 8,1 4,5 4,6 4,8 3,7 5.5 4,0 4,9 133 -11.60

189 -5.90

S-2 AUUdUcUP -8,15 47 2,5 1,7 2,0 2,1 2,5 2,8 2,3 2,7 1,4 2,6 1,4 103 -8.15
S-6 UcUuAuUP -8,17 55 2,0 1,3 2,0 1,1 1,0 2.4 2,6 1,7 2,8 2,8 1,7
S-- AUuCuUAP -6,59 57 1,8 2,6 1,5 1.4 2,6 2,2 1,7 1,1 2,7 2,0 1,4
638 gCulUcg -7,69 59 30 | 63 5,0 4,0 8,0 34 7,6 8,7 6,8 8,8 6,7
451 CuDdGg -10,09 69 1,6 1,7 2,7 2,2 2,9 1,8 1,5 1,1 24 2,5 2,6

5 -6.19

625 GcUdDg -11,32 70 7,1 50 | 56 5,7 39 74 32 6,7 8,6 6,8 52 91 -6.19

168 -6.19

72 dCdCug -6,26 88 3,5 7,1 8,3 8,9 1,5 14 | 19,8 5,1 11,1 4,7 16,1 190 -6.26

133 -7.03

274 CdCdCg -7,03 89 16 | 65 24 1,9 1.4 5,8 35 33 4,7 2,9 6,0 163 -7.03

191 -7.03

325 CCdCDg -6,66 90 3,5 6,1 2,8 2,9 3,5 2,6 7,0 2,3 6,5 2,0 7,1 167 -10.20

5 -7.89

594 GCcDC -7,89 91 1,9 8,4 3,6 2,5 2,1 5,8 34 4,2 6,2 39 4,5 168 -7.89

188 -7.89

30 -12.6

149 AgCcDg 9,11 92 26 | 59 | 41 4,1 1,9 7,6 8,0 5,1 6,8 4,8 7,7 169 911
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SO |UdUUdUCP | -846 103 74 ] 87 | 89 | 105 84 | 40 ] 26 | 36 1.6 32 195 47 637
909 WGdUdg 8,65 107 20 | 17 | 28 | 26 | 20 | 20 | 18 | 28 2.0 22 19

s12 | ACG g GUU | 733 113 56 | 32| 49 | 47| 37 | 31|79 56 6.5 6.2 9.0 145 -6.39
347 CCcGG 29.09 120 54 ] 50 | 55 | 74 | 47 | 61| 58 | 55 38 50 4
855 uCcCyg 0.6 121 19 120 | 1727 20 | 21| 16| 20 17 18 15
470 CUcCec .16 122 38 | 34 | 75 | 89 | 32 | 15 | 18 | 44 33 4.0 8.7
374 CcUcC 9,51 123 81 | 35 | 49 | 42 | 62 | 44 | 47 | 34 48 5.8 5.0

122 DcUgCg 8,77 130 58 | 67 | 33 | 33 | 34 | 33 | 40 | 53 49 5.0 52 188 877

80 7,03

274 cdcdcCe 7,03 133 35 | 65 | 69| 83| 15 | 68| 35| 33 47 29 6.0 163 7.03

191 7.03

9% Ky

837 uCdCdg 872 134 16| 20 | 24 | 21| 14 | 14] 20| 21 18 18 22 167 710,90

192 Ry

466 CUcDecg 11,30 135 21 | 16 | 20 | 14 | 18 | 27 | 52| 65 6.8 538 45 188 3.09
899 uGdDgg 017 143 55 | 65 | 44 | 45 | 31 | 19 | 25 | 28 82 24 5.1

953 WGuGdg 11,60 145 | 159 | 41 | 56 | 57 | 63 | 74 | 37 | 50 34 43 40 13 574

89 537

146 AgCdCg 11,48 163 si |61 | 47 | 43| 49 |34 | 69| 80 72 7.7 6.2 133 537

191 537

89 5.08

275 CdCdGg 7,48 166 36 | 89 | 33 | 290 | 38 | 54| 39| 37 6.6 33 6.0 133 5.08

191 5.08

325 CCdCDg 10,18 167 35 | 50 | 28 | 29 | 35 | 26 | 70 | 23 26 2.0 71 ) 26,66

5 789

594 GCcDC 7,89 168 19 | 80 | 36| 18| 21 | 58| 34| 42 62 39 6.0 o1 789

183 789

149 AgCcDg 10,61 169 26 | 62 | 14 | 38| 19 |76 |22 51 36 48 64 gg '_ﬁff
S13 | AuAdUuCP | 929 176 80 | 49 | 35 | 87 | 60 | 67 | 64 | 39 3.0 i 75
38 | CCdCugP 6,70 187 56 | 22 | 66 | 52 | 41 | 41| 62 | 89 290 86 41

o1 789

82 DcCdCeg 8,09 188 1432023 11 | 25|50/ 12 6.8 37 28 135 8.09

168 789

277 CdCcAg 7,85 189 32 | 88 | 53 | 54 | 23 | 38 | 78 | 23 46 20 63 30 5.93

7 dCdCoc 76,26 190 28 | 45 | 49 | 52 | 28 | 30 | 42 | 88 9.0 84 6.9 88 76,26

89 7,03

274 cdcdCe 7,03 191 16| 65| 24|20 14 |58]|35]| 33 47 29 6.0 133 7.03

163 7.03

) 722

837 uCdCdg 72 192 35 |29 | 53| 69| 45 | 52| 40| 21 33 18 35 134 872

167 7109

Duze litery oznaczaja reszty nukleotydowe typu LNA, male litery oznaczaja reszty 2’-O-metylo-RNA, litera D oraz d oznaczono 2,6-diaminopurynorybozyd odpowiednio w serii LNA i 2’-O-metylo-RNA
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2.4. Mapowanie chemiczne 11 czasteczek fragmentu pre-mRNA genu MAPT

Mapowanie chemiczne polega na modyfikowaniu okreslonych miejsc we fragmentach
jednoniciowych RNA. Dwie metody mapowania chemicznego zostaly uzyte do udoktadnienia
struktury drugorzedowych fragmentéw pre-mRNA genu MAPT, a mianowicie metoda
SHAPE oraz modyfikacja z uzyciem DMS.

Siarczan dimetylu (DMS) jest odczynnikiem, ktory uzywany jest w mapowaniu
chemicznym od wielu lat. W 1980 roku zostat wykorzystany po raz pierwszy w badaniach
nad struktura drugorzedowa RNA (/89). DMS metyluje N1 w adenozynie, N3 w cytydynie
oraz N7 w guanozynie, przy czym modyfikacja guanozyny nie jest identyfikowana. Do tej
pory DMS z powodzeniem zostal uzyty do mapowan rybosomalnych czasteczek RNA,
intronéw grupy I 1 II oraz RNazyP (/90-193). W przypadku mapowania DMS na
reaktywno$¢ ma wptyw nie tylko dostgpnos¢ zasad heterocyklicznych, ale takze lokalne
oddzialywania elektrostatyczne (/94).

Coraz wigksza popularnos¢ w badaniach nad struktura drugorzedowa RNA zyskuje
metoda SHAPE  zaproponowana przez Weeks’a. Wykorzystuje ona NMIA
(ang. N-methylisatoic anhydride) lub 1M7 (ang. [-methyl-7-nitroisatoic anhydride) do
acylacji grupy 2’-hydroksylowej reszt nukleotydowych rybozy wystepujacych w rejonie
jednoniciowym RNA. Wysokoprzepustowa metoda SHAPE pozwolita na zmapowanie cate;j
czasteczki HIV-1 (195-197).

Obie metody pozwalaja na uzyskanie wynikow mapowan z rozdzielczoscia jednego
nukleotydu. Miejsce modyfikacji jest analizowane dzigki przeprowadzeniu reakcji z odwrotna
transkryptaza z zastosowaniem startera DNA. W miejscu, gdzie wystepuje modyfikowany
nukleotyd nastgpuje przerwanie syntezy DNA. W mapowaniach chemicznych 11 fragmentéw
pre-mRNA genu MAPT zastosowano starter DNA znakowany na koncu 5’ fluoresceing, co
pozwolito na analiz¢ powstalych fragmentéw za pomoca elektroforezy kapilarnej.
Udowodniono, ze w reakcji wydluzania startera (ang. primer extention) przez odwrotna
transkryptaz¢ mozliwe jest uzycie startera DNA z nukleotydami w serii LNA (7/98).
Pozwolito to na skrdocenie startera w celu uwidocznienia jak najwigkszej liczby modyfikacji
bez zmiany warunkéw reakcji. Dane uzyskane z rozdzialu metoda elektroforezy kapilarne;j
byly analizowane w programie Peak Scanner, nastgpnie normalizowane. W obu przypadkach
mapownia chemicznego warto$ci wynikéw pomiedzy 0,3-0,7 uznawano za reaktywnos¢

srednia, a wartosci powyzej 0,7 za reaktywno$¢ mocna.
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2.4.1. Mapowanie metoda SHAPE 11 czgsteczek fragmentu pre-mRNA genu MAPT
Podobnie, jak w przypadku mapowania izoenergetycznymi macierzami RNA, po
wykonaniu mapowan chemicznych metoda SHAPE nie zauwazono znaczacych r6znic migdzy
wszystkimi jedenastoma czasteczkami RNA (Tabela 5). Zdecydowano, ze wyniki mapowan,
ktére beda uwzgledniane w przewidywaniu struktury drugorzegdowej pre-mRNA genu MAPT,
beda warto$ciami srednimi wszystkich badanych czasteczek RNA. Reaktywno$s¢ SHAPE na
poziomie $rednim i wysokim wykazywaly nukleotydy: 24-25, 39, 49-55, 58, 85-87, 95,
105-109, 123-124, 131, 139-142, 154-156, 161 i 165-166 (Rysunek 28). Jedynie niewielkie
réznice pomiedzy badanymi czasteczkami RNA mozemy zauwazy¢ w przypadku

nukleotydow: 49, 54, 55, 86, 95, 109 1 156.

2.4.2. Mapowanie siarczanem dimetylu (DMS) 11 czasteczek fragmentu pre-mRNA genu
MAPT

Mapowanie chemiczne pozwolilo na okreslenie nukleotydéw o Sredniej i wysokiej
reaktywnosci z DMS (Tabela 6). Reaktywne okazaly si¢ nukleotydy w pozycji: 37, 55, 56, 58,
85, 86, 95, 104, 106, 108, 109, 123, 130, 139, 140, 141, 152 i 153 (Rysunek 29). Uzyskane
wyniki dobrze koreluja z danymi uzyskanymi z mapowania macierzowego i metoda SHAPE.
Analizowane czasteczki RNA wykazuja charakterystyczny wzoér mapowania. Jedynie w
przypadku nukleotydéw 85 1 109 wida¢ réznice w reaktywnosci DMS. Tak jak w przypadku
wczesniejszych mapowan, do analizy struktury drugorzedowej brano pod uwage $rednie

wartosci reaktywnosci DMS dla wszystkich badanych czasteczek RNA.
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Tabela 5. Zestawienie wynikéw mapowania chemicznego metoda SHAPE modelowych RNA.

modyfikowany | W | 1c | 120 | 136 | poo | aeu | 196 | WO owreazr | D0 pprar $rednia
nukleotyd RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA reaktywnos$¢
2% 040 | 042 | 040 | 044 | 033 | o042 | 037 | 045 0,63 0,40 0,30 041
25 031 | 041 | 036 | 037 | o046 | 037 | 034 | 036 031 0,32 0,36 0,36
39 054 | 063 | 067 | 048 | 060 | 043 | 044 | 063 0,58 0,56 0,48 0,55
49 046 | 030 | 037 | 034 | o038 o | 053 | os6 0,60 0,40 0,35 0,39
50 045 | 055 | 052 | 044 | 031 | 057 | 036 | 059 0.71 0,37 0,40 0,48
51 036 | 031 | 054 | 030 | 050 | 039 | 040 | 047 0,49 031 0,38 0,40
5 046 | 050 | 111 | os5 | 065 | 038 | 049 | 050 0.67 0.29 0,38 0,55
53 043 | 040 | o061 | 036 | 041 | 031 | 030 | 039 0,54 0,30 0,35 041
54 036 | 041 | 056 | o0 0,49 o | 043 | 045 0,52 0,32 0,46 0,36
55 031 | 039 | o 0 047 | 032 | 035 | 037 0,49 0,33 041 031
58 055 | 035 | 088 | 068 | 054 | 063 | 063 | 080 095 031 0.64 0.63
85 040 | 073 | 033 | 035 | 057 | o061 | 054 | 047 0,39 0 047 0,44
86 032 | 035 | 038 | 035 0 058 | 048 | 035 042 0,37 0,38 0,36
87 050 | 037 | 035 | 034 | 040 | 039 | 084 | 042 0,34 047 042 0,44
95 031 | 065 | 048 | 030 | 047 | 034 | 031 | 036 042 0 0,83 042
105 033 | 037 | 038 | 034 | 056 | 033 | 034 | 089 0,40 0,35 0,33 0,40
106 035 | 032 | 058 | 042 | 030 | 044 | 038 | 031 0,39 0,49 0,82 0,44
107 061 | 037 | 041 | 030 | 041 | 035 | 050 | 039 0,51 0,40 0,69 045
108 035 | 048 | 034 | 081 | 040 | 040 | 049 | 072 0.48 045 0,70 0,51
109 048 | 053 | 032 | 031 | 137 | 032 | 036 | 037 0 0,56 0,48 047
123 129 | 096 | 070 | 054 | 087 | 079 | 052 | w10 1,00 0.89 1,16 0.89
124 097 | 088 | 087 | 052 | 071 | 063 | 0g0 | 096 0,93 1,04 091 0,84
131 118 | 124 | 076 | 080 | 095 | 047 | 048 | 087 0,58 092 0,71 0.82
139 089 | 126 | 128 | 070 | 070 | 085 | 1o1 | o084 0,57 0,69 0,59 0,85
140 095 | 036 | 088 | 047 | o068 | 098 | 121 | 083 0,81 0.92 045 0.78
141 067 | 040 | 031 | 121 | 041 | 037 | 106 | 045 0.89 0.73 0,93 0.68
142 082 | 140 | o6t | 073 | 076 | 085 | 097 | 168 0,58 0,58 0.57 0,87
154 046 | 073 | 176 | 049 | 060 | 082 | 047 | 045 | 155 | 036 | 089 | 155 | 056 0,69
155 127 | 098 | 031 | 050 | 052 | 148 | 115 | 110 | 156 | 032 | 065 | 156 | 044 0,79
156 Lo | o | 040 | o 0,35 o | 15t | 117 | 157 | 100 | o064 | 157 | 097 0.66
161 094 | 130 | 232 | 081 | 254 | 211 | 09 | 09 | 162 | 110 | 095 | 162 | 057 132
165 054 | 043 | 031 | 037 | 043 | 037 | 033 o | 166 | 043 | 051 | 166 | 030 0,40
166 081 | 090 | 130 | 107 | 045 | 095 | 072 | 241 | 167 | 096 | 074 | 167 | 101 1,03
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Rysunek 28. Wyniki mapowania chemicznego metoda SHAPE.

Tabela 6. Zestawienie wynikéw mapowania chemicznego z uzyciem DMS modelowych RNA.

modyfikowany | W | 1c | 120 | 136 | poo | aeu | 196 | WO | wreazr | D0 pprar érednia
nukleotyd RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA reaktywnos$¢
37 038 | 040 | 036 | 034 | 044 | 049 | 032 | 034 0.38 037 0.50 0.39
55 135 | 100 | 101 | 079 | 049 | 133 | 130 | 099 145 142 1.87 1,18
56 033 | 033 | 042 | 053 | 039 | 138 | 060 | 049 0,37 0,30 0,52 0,51
58 079 | 048 | 032 | 071 | 055 | 056 | 042 | 045 0,39 1,00 0.59 0.56
85 045 | 058 | o | 060 | 043 0 0 0,59 0,66 0.57 0 0,35
86 080 | 074 | 052 | 073 | 078 | 059 | 050 | 050 0.87 0.80 1,09 0.71
95 035 | 038 | 042 | 040 | 050 | 042 | 041 | 049 0,58 0,49 047 045
104 078 | 072 | 072 | 077 | 070 | 077 | 091 | 072 0.79 0.75 0.75 0.75
106 059 | 048 | 036 | 039 | 041 | 037 | 040 | 086 1,00 0.49 0.88 0.57
108 087 | 074 | 088 | os1 | 039 | 069 | 054 | 046 0,51 0.46 0.67 0,61
109 051 | 043 | o | 039 0 049 | 0 0.54 0.65 042 0.63 0.37
123 060 | 070 | 046 | 060 | 050 | 074 | 059 | 040 0.63 0,52 0,80 0,60
130 108 | 060 | 301 | 159 | 147 | 093 | 093 | 174 0,90 0.97 1,01 1,29
139 067 | 057 | 034 | 039 | 047 | o064 | 041 | 036 0,70 0,30 0,32 047
140 123 | 133 | 160 | 175 | 275 | 097 | 171 | os7 1,68 1,40 1,80 1,56
141 097 | 121 | 110 | 117 | oes | 073 | 130 | 116 0,99 1,06 1,17 1,04
152 051 | 042 | 033 | 040 | 044 | 041 | 032 | 068 | 153 | o | 043 | 153 ] o 0,36
153 095 | 094 | 062 | 049 | 054 | 078 | 069 | 085 | 154 | 057 | 083 | 154 | 054 0.71
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Rysunek 29. Wyniki mapowania chemicznego z uzyciem siarczanu dimetylu.

2.5. Struktura drugorzedowa fragmentu pre-mRNA genu MAPT zaproponowana w

oparciu o program RNAstructure

Dane eksperymentalne uzyskane z mapowania mikromacierzowego oraz mapowan
chemicznych zostaly wprowadzone do programu przewidujacego struktury drugorz¢dowe
RNAstructure 5.6. W programie tym wykorzystano funkcj¢ ‘Maximum Expected Accuracy’,
ktéra pozwala na wuzyskanie jednej struktury z najwyzszym prawdopodobienstwem
wystapienia par nukleotydow. Do programu wprowadzono dane dla wszystkich badanych
czasteczek RNA oraz wyniki usrednione z poszczegdlnych mapowan. Zaproponowane
struktury dla modelowych RNA WT, 11C, 12U, 13G, DD-PAC, 16U, 19G, WT-10C,
WTI-17T, DD-10C, DDI-17T nie r6znity si¢ miedzy soba. Ponadto, struktura z usrednionych
wynikéw mapowan byla taka sama, a mutacje nie zmienity struktury drugorzg¢dowe;j
modelowych RNA. Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne w dalszej czgsci rozprawy

postugiwano si¢ usrednionymi wynikami mapowan (Rysunek 30).

W strukturze drugorz¢gdowej zaproponowanej przez program RNAstructure konce 5’ 1
3’ znajduja si¢ blisko siebie. Strukturg tworzy pig¢ motywow spinek do wtoséw, jedna na
koncu 5 i cztery w rejonie od 60 do 153 nukleotydu. Ponadto mozemy wyrézni¢ dlugi
odcinek dwuniciowy z wieloma niesparowaniami, ktéry tworza nukleotydy 18-44 oraz

155-184. W rejonie 45-59 zostat zaproponowany odcinek jednoniciowy.

Po wnikliwej analizie struktury drugorzegdowej RNA, zaproponowanej przez
RNAstructure, wiele argumentéw przemawiato za tym, ze wygenerowana struktura nie jest
optymalna. Pierwszym, jaki nasuwa si¢ po analizie tej struktury to kilka fragmentéw

dwuniciowych, ktére posiadaja sygnaly mapowan. Wiele sygnatéw z mapowania
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Rysunek 30. Struktura drugorz¢dowa fragmentu
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pre-mRNA genu MAPT zaproponowana przez

program RNAstructure z naniesionymi mapowaniami: czerwony kwadrat-silny sygnat hybrydyzacji do
macierzy, zielony kwadrat-Sredni sygnal hybrydyzacji do macierzy, czarny okrag-wysoka reaktywnos¢

SHAPE, szary okrag-§rednia reaktywno$¢ SHAPE,

czarny kwadrat-wysoka reaktywno$¢ DMS, szary

kwadrat-§rednia reaktywno$¢ DMS. Czcionka czerwona zaznaczono miejsce, z ktérym oddziatuje
Ul snRNA. Mutacje wykorzystane w badaniach zaznaczone sa na niebiesko, pozostate na szaro.
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mikromacierzowego zostalo odrzuconych przez obecno$¢ alternatywnych miejsc wiazania.
Do analizy wykorzystano te sygnaly hybrydyzacyjne, co do ktérych byta 100% pewnos¢, ze
odpowiadaja jednemu miejscu wigzania w badanej czasteczce. Warto takze dodac¢, ze wyniki
mapowania mikromacierzami pokazuja tylko srodkowy nukleotyd, z ktérym wiaze si¢ sonda
hybrydyzacyjna, a nie caty fragment jej oddzialywania. Dlatego dziwi fakt, ze nukleotydy z
sygnatami hybrydyzacyjnymi 19, 20, 120, 121, 122 w zaproponowanej strukturze znajduja si¢
w rejonach dwuniciowych (Rysunek 30). Drugi argument dotyczy umiejscowienia waznych
funkcjonalnie elementéw w proponowanej strukturze drugorzedowej modelowych RNA. W
czesci teoretycznej przedstawiono wszystkie rejony w obrebie eksonu 10, ktére biora udziat w
regulacji alternatywnego splicingu tego eksonu (/46, 147). Gtéwna regulacja jest mozliwa
dzigki motywowi spinki do wloséw w rejonie 5° miejsca splicingowego. Rejon ten tworzy
intronowy wyciszasz splicingu (ISS). Ponadto, ekson 10 posiada dodatkowych 6 elementéw
regulujacych: wmacniacz oddzialujacy z SC35, wzmacniacz polipurynowy (PPE),
wzmacniacz bogaty w A/C (ACE), eksonowy wyciszacz splicingu (ESS), eksonowy
wzmacniacz splicingu (ESE) oraz intronowy modulator splicingu (ISM). D’Souza i
wspotpracownicy wyznaczyli eksperymentalnie te rejony (/46, 147). Zaprojektowali 17
mutantéw, ktére posiadatly delecje 3 nukleotydowe Ilub 9 nukleotydowe Kkolejnych
fragmentéw w eksonie 10 lub intronie 10-11 genu MAPT. Wszystkie zmutowane czasteczki
byly wykorzystane do badah na liniach komérkowych w celu ustalenia stosunku transkryptéw
zawierajacych ekson 10 (4R) i pozbawionych tego eksonu (3R). Analiza stosunku izoformy
3R do 4R pozwolila wyznaczy¢ elementy odpowiedzialne za regulacje alternatywnego
splicingu eksonu 10. Warto jednak wspomnie¢, ze badania te opieraly si¢ na zalozeniu, ze
poszczegdlne delecje wptywaja jedynie na wigzanie si¢ czynnikéw biatkowych. Zmiany
struktury drugorzedowej pre-mRNA genu MAPT nie byly w tych badaniach brane pod
uwage. Rejony biorace udziat w alternatywnym splicingu eksonu 10 zostaty naniesione na

strukturg drugorzedowa zaproponowana przez program RNAstructure (Rysunek 31).
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Rysunek 31. Fragment pre-mRNA genu MAPT z zaznaczonymi elementami regulujacymi
alternatywne sktadanie eksonu 10 biatka tau.

Intronowy wyciszacz splicingu ISS, czyli gtéwny element regulujacy alternatywny
splicing eksonu 10 obejmuje caly region spinki do wloséw. Struktura tego motywu jest
potwierdzona badaniami strukturalnymi przy pomocy NMR (/39). W tym przypadku
mozemy powiedzie¢, ze to motyw strukturalny pelni t¢ regulacyjna funkcj¢. Wyznaczony
element regulujacy catkowicie zawiera si¢ w motywie spinki do wloséw. Analogicznie
rozwazajac mozna sadzi¢, ze kolejne elementy funkcjonalne regulujace alternatywny splicing
pre-mRNA genu MAPT takze powinny tworzy¢ odrgbne motywy strukturalne w badanej
czasteczce. W przypadku zaproponowanej przez program RNAstructure struktury
drugorz¢gdowej nie zauwazamy takiego rozdziatu (Rysunek 31). Elementy SC35 i PPE
czgSciowo znajduja si¢ w rejonie dwuniciowym i jednoniciowym. Element ACE obejmuje
niepelng spink¢ H2 oraz czg¢s¢ H3. Najbardziej zadziwiajace jest umiejscowienie dwdch
elementéw ESS i ESE na tej samej spince H4, poniewaz jeden z tych elementéw wzmacnia, a
drugi obniza splicing eksonu 10. Takze intronowy modulator splicingu umiejscowiony jest w

dwoch motywach strukturalnych.

Brak réznic w mapowaniu mikromacierzowym i chemicznym wszystkich jedenastu
modelowych czasteczek RNA bylo zaskoczeniem, szczegdlnie dotyczy to mutanta 19G. Z
danych literaturowych wynika, ze mutacja ta powoduje powstawanie gléwnie izoformy 3R

(143). Wszystkie pozostate mutacje w obregbie regulatorowej spinki powoduja zwigkszona

87



WYNIKI I DYSKUSJA

ilos¢ izoformy 4R bialka rau, przez obnizenie stabilno$ci termodynamicznej regulatorowe;j
spinki (74, 124, 125). Analogicznie sadzac, mutacja 19G powinna stabilizowa¢ badang spinke
1 ograniczy¢ wiazanie si¢ czasteczki Ul snRNA do tego miejsca. Badanie termodynamiczne
modelowej spinki z mutacja 19G nie potwierdzito tego zalozenia. Moglo by¢ to wynikiem
umiejscowienia tej mutacji w spince (na samym koncu 3’) lub zmiany w strukturze blokujace;j
5’ miejsce splicingowe. Zaproponowana struktura w zaden spos6b nie ttumaczy wptywu tej
mutacji na alternatywny splicing. Zamiana C na G w pozycji 151 powoduje wypetlenie si¢ C

zamiast G, co nie powinno mie¢ znaczacego wplywu na stabilno$¢ spinki.

Wszystkie wyzej wymienione watpliwosci pozwolily przypuszczaé, ze badany

fragment moze mie¢ inng struktur¢ niz ta zaproponowana przez program RNAstructure.

2.6. Struktura drugorzedowa fragmentu pre-mRNA genu MAPT zaproponowana w

oparciu o program vsfold5

Ze wzgledu na pewne watpliwosci co do struktury drugorzegdowej modelowych RNA
wygenerowanej przez program RNAstructure, wykonano modelowanie struktury w réznych
programach do przewidywania struktury drugorzedowej RNA, z naciskiem na te programy,
ktére pozwalaja na przewidywanie pseudoweztow. Migdzy innymi wykorzystano
RNAmetaserver opracowany na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, ktéry
pozwala na jednoczesne modelowanie struktury w 20 programach do przewidywania
struktury drugorzgdowej: Afold, CentroidFold, ContextFold, Contrafold, DotKnot, Fold,
HotKnots, IPknot, MaxExpect, McQFold, PknotsRG, ProbKnot, RNASLOpt, RNAfold,
RNAshapes, RNAsubopt, RNAwolf, Sfold, UNAFold, Meta-prediction. Z uwagi na to, ze
wigkszo$§¢ z tych programéw nie pozwala na wprowadzenie danych z mapowan
macierzowych i chemicznych, szukano takiego modelu struktury drugorzgdowej, ktéry bedzie

zgodny z uzyskanymi danymi eksperymentalnymi.

Interesujace dane zostaly uzyskane z wykorzystaniem programu vsfold5. Jest to
program do przewidywania struktury drugorzedowej wraz z pseudowegztami. Zostat
stworzony przez japonskich naukowcOw z The High Technology Research Center Chiba
Institute of Technology (www.rna.it-chiba.ac.jp). Po wprowadzeniu sekwencji do programu
vsfold5 uzyskano serie danych o przewidywanych strukturach drugorzedowych. Program

wyznacza najkrotszy fragment od konca 5°, ktéry tworzy trwaly motyw strukturalny,
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nastgpnie dodaje kolejno trzy nukleotydy i przewiduje strukture drugorzedowa kazdego
takiego fragmentu (Rysunek 32).
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Rysunek 32. Uzyskane struktury drugorzgdowe wymodelowane przez program vsfold5. Liczby
oznaczaja dtugo$¢ analizowanego fragmentu pre-mRNA genu MAPT.

Analiza wszystkich uzyskanych danych pozwala na zaproponowanie kolejnych
etapow fatdowania si¢ badanej czasteczki. Zwazywszy na fakt, ze proces alternatywnego
splicingu zachodzi w czasie transkrypcji, sktadniki spliceosomu oraz czynniki splicingowe
moga oddziatywac z pre-mRNA natychmiast po pojawieniu si¢ transkryptu (37-40). Dlatego
wydaje sig, ze analiza danych z programu vsfold5 pozwala na uwidocznienie struktury, jaka
moze pojawi¢ si¢ w czasie syntezy pre-mRNA. Struktura drugorzedowa dla petnego
fragmentu pre-mRNA, zaproponowana przez program vsfold5 zostata przedstawiona na

rysunku 33.
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Rysunek 33. Struktura drugorzgdowa fragmentu pre-mRNA genu MAPT zaproponowana przez
program vsfold5 z naniesionymi mapowaniami oraz z zaznaczonymi elementami regulujacymi
alternatywne sktadanie eksonu 10 biatka trau. Czerwony kwadrat-silny sygnat hybrydyzacji do
macierzy, zielony kwadrat-Sredni sygnal hybrydyzacji do macierzy, czarny okrag-wysoka reaktywnos¢
SHAPE, szary okrag-§rednia reaktywno$¢ SHAPE, czarny kwadrat-wysoka reaktywno§¢ DMS, szary
kwadrat-§rednia reaktywno$¢ DMS. Czerwona czcionka zaznaczono miejsce, z ktérym oddziatuje
Ul snRNA. Mutacje wykorzystane w badaniach zaznaczone sa na niebiesko.

Program vsfold5 zaproponowal catkowicie inng struktur¢ niz wymodelowana przez
program RNAstructure. Konce 5’ 1 3’ nie znajduja si¢ blisko siebie. GIéwna struktur¢ tworzy
dziewi¢¢ motywow spinek do wloséw, z czego spinki H3 i H4 tworza pseudowezet w rejonie
od 53 do 80 nukleotydu. Drugi zaproponowany pseudowegzet tworzy spinka H9 w rejonie
53-87 oraz fragment jednoniciowy 152-158. Warto rowniez zauwazy¢, ze spinka, do ktorej
wigze si¢ czasteczka Ul snRNP znajduje si¢ w jednej linii z fragmentem jednoniciowym

tworzacym pseudowezet i spinke H7.

Naniesione sygnaly ze wszystkich mapowan obrazuja, ze struktura jest zgodna z
danymi eksperymentalnymi, poza dwoma wyjatkami. Silne mapowania w rejonie od 49 do 57
nukleotydu sugeruja motyw jednoniciowy w tym miejscu. Silne sygnaty mapowania
chemicznego znajduja si¢ réwniez w rejonie 152-156, co takze wskazuje na jednoniciowy

charakter tego miejsca. Analiza wszystkich fragmentow regulujacych alternatywny splicing
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eksonu 10 genu MAPT pokazala, ze w zaproponowanej strukturze obejmuja one

wyodrgbnione motywy strukturalne.

2.7. Udokladnianie struktury drugorzedowej fragmentu pre-mRNA genu MAPT

zaproponowanej przez program vsfolds.

Dzigki uprzejmosci profesora Davida Mathews’a oraz jego doktoranta, Stanislava
Bellaousov’a (Department of Biochemistry and Biophysics, University of Rochester, USA),
dane uzyskane z mapowania metoda SHAPE zostalty wprowadzone do nowego programu
Shapeknots, ktéry niebawem bedzie dostgpny w pakiecie RNAstructure. Program ten pozwala
na wyszukanie mozliwych pseudoweztow w czasteczce RNA zgodne z wynikami mapowania
SHAPE. Analiza w programie Shapeknots ujawnila mozliwo$¢ powstania pseudowezia

pomigdzy rejonami 87-92 oraz 109-114 (Rysunek 34).

Ostateczna wersja struktury fragmentu pre-mRNA genu MAPT, zaproponowana na
podstawie programéw vsfold5 1 Shapeknots, jest zgodna z danymi ekperymentalnymi
mapowan macierzowych i chemicznych. Oddalenie przestrzenne konca 5° i 3> wydaje si¢ by¢
poprawne, biorac pod uwage fakt, ze fatdowanie badanej czasteczki nast¢puje rownoczesnie z
powstawaniem transkryptu (37-40). Zaproponowana struktura drugorzedowa sktada si¢ z
dziewigciu motywow spinek do witoséw, przy czym spinki H4.1 i H4.2 oddzialuja ze soba
tworzac motyw pseudowegzta. W czasteczcce RNA mozemy wyrdzni¢ cztery rejony
jednoniciowe, pierwszy od 17 do 25 nukleotydu, drugi od 47 do 61 nukleototydu, trzeci od
103 do 108 nukleotydu oraz czwarty od 152 do 157 nukleotydu. Wszystkie wymienione
fragmenty jednoniciowe posiadaja wyrazne sygnaly mapowan macierzowych lub

chemicznych
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Rysunek 34. Model struktury drugorzedowej fragmentu pre-mRNA genu MAPT z naniesionymi mapowaniami chemicznymi i mikromacierzowymi oraz z
zaznaczonymi elementami regulujacymi alternatywne sktadanie eksonu 10 biatka fau. Czerwony kwadrat-silny sygnal hybrydyzacji do macierzy, zielony
kwadrat-§redni sygnat hybrydyzacji do macierzy, czarny okrag-wysoka reaktywno$s¢ SHAPE

kwadrat-wysoka reaktywno$s¢ DMS, szary kwadrat-Srednia reaktywno$¢ DMS. Fragment zaznaczony na czerwono to miejsce, z ktéorym oddziatuje
Ul snRNA. Mutacje wykorzystane badaniach zaznaczone sa na niebiesko, pozostate na szaro.

, szary okrag-Srednia reaktywno$¢ SHAPE, czarny
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Pseudowezet obejmujacy rejon od 81 do 114 nukleotydu takze ma potwierdzenie w
uzyskanych danych eksperymentalnych. Rejony dwuniciowe tworzace ten motyw
strukturalny, a mianowicie (81-84)-(99-104) oraz (87-92)-(109-114), oprécz jednego
przypadku (chodzi o A111, ktéra tworzy terminalng par¢ z G92; z r6znych badan wiadomo,
ze niekanoniczne pary, zwlaszcza w pozycjach terminanych zachowuja si¢ inaczej niz
kanoniczne pary w pozycjach wewngtrznych fragmentéw helikalnych (799, 200)), nie
posiadaja sygnatéw mapowan. Za to nukleotydy nie tworzace par zasad, wystgpujace we
fragmentach jednoniciowych pseudowezta, posiadaja liczne miejca modyfikacji chemicznych
i jedno miejsce wiazania si¢ sondy macierzowej. Tylko w przypadku spinki H3 dziwi fakt
braku mapowan chemicznych w rejonie pgtli. Mozemy takze zauwazy¢ wyodrgbnienie
strukturalne poszczegdlnych elementéw regulujacych alternatywne sktadanie eksonu 10 genu
MAPT. Warto réwniez zauwazy¢, ze mutacje znajdujace si¢ w elemetach regulatorowych, a
nie obejmujace spinki H6 znajduja si¢ w rejonach jednoniciowych. Mozna wysnué
przypuszczenie, ze mutacje te moga zmienia¢ powinnowactwo czynnikéw splicingowych do

tych elementow.

2.8. Struktura trzeciorzedowa fragmentu pre-mRNA genu MAPT

Struktura drugorzedowa fragmentu pre-mRNA genu MAPT pokazana na rysunku 34
jest zgodna z wynikami eksperymentalnymi mapowania izoenergetycznymi macierzami RNA
oraz z mapowaniami chemicznymi (SHAPE i DMS). Modelowanie tej struktury
drugorzedowej bylo mozliwe dzigki zastosowaniu dwoch programéw do przewidywania
struktury drugorzgdowej RNA, a mianowicie vsfold5 i Shapeknots. Do sprawdzenia
poprawnosci  struktury drugorzedowej oraz dla uzyskania dodatkowych informacji o
strukturze przeprowadzono modelowanie struktury trzeciorzedowej fragmentu pre-mRNA

genu MAPT.

Program RNAComposer pozwala na w pelni automatyczne przewidywanie struktur
trzeciorzgdowych czasteczek RNA o dlugosci do 500 nukleotydéw (201). Zasada dziatania
tego programu polega na znalezieniu poszczegélnych motywoéw strukturalnych w czasteczce
RNA, ktéra modeluje. Nastgpnie, program poréwnuje wybrane motywy z homologicznymi
strukturami dostgpnymi w bazie danych oraz sktada i dopasowuje strukturalnie cala badana

czasteczk¢ RNA. Oznacza to, ze wygenerowana struktura trzeciorzgdowa oparta jest o
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homologiczne motywy strukturalne RNA, ktorych struktura zostata potwierdzona metodami

krystalograficznymi lub za pomoca spektroskopii NMR.

Struktura trzeciorzgdowa fragmentu pre-mRNA genu MAPT wygenerowana przez
program RNAComposer zostala przedstawiona na rysunku 35. Catkowita energia uzyskanej
struktury trzeciorzgdowej ma warto$¢ ujemna (rzgdu -3500 kcal/mol) i jest optymalna dla tej
dtugosci czasteczki RNA (201). Wygenerowana przez program RNAComposer struktura
trzeciorzgdowa, oparta o homologiczne struktury RNA wystgpujace w bazie danych,
Swiadczy o tym, ze zaproponowana struktura drugorzegdowa 194 nukleotydowego fragmentu
pre-mRNA genu MAPT nie posiada drugorzgdowych motywéw strukturalnych, ktore

uniemozliwityby czasteczce uzyskanie optymalnej struktury trzeciorzgdowe;.

Oba modele trzeciorzgdowe (wstazkowy i powierzchniowy) pokazuja strukturg tego
fragmentu RNA, jako struktur¢ zwarta w pewnych rejonach (takich, jak rejon otaczajacy
spinkg regulatorowa, pseudowegzet PK3 oraz fragment od konca 5°), ktére potaczone sa
jednoniciowymi regionami. Mozna takze zauwazy¢ rodzaj liniowego ulozenia si¢ spinki
regulatorowej H6, intronowego modulatora splicngu (ISM) oraz spinki H7. Zaproponowany
model struktury trzeciorzgdowej badanego fragmentu pre-mRNA pozwala po raz pierwszy
dostrzec potencjalne miejsce dodatkowych oddziatywan trzeciorzedowych. Chodzi o
mozliwos¢ oddziatywan rejonéw 120-122 (5°GGG3’) 1 151-152 (5’CCC3’). Pierwszy
fragment jest czgscia petli spinki H5 (eksonowy wzmacniacz splicingu, ESE), a drugi czg¢scia
intronowego modulatora splicingu (ISM) i graniczy bezposrednio z trzonem spinki
regulatorowej H6 (intronowy wyciszacz splicingu, ISS). Co prawda mapowanie
mikromacierzowe wykazalo wiazanie si¢ sond oligonukleotydowych do rejonu 120-122, a
mapowanie chemiczne dato sygnat dla C151 i CI152, jakkolwiek, moze dochodzi¢ do
oddzialywan migdzy tymi rejonami przez inne niz kanoniczne parowanie G-C typu
Watson’a-Crick’a lub przez oddziatywania innych grup funkcyjnych oraz przez wigzanie si¢
kationéw metali dwuwartosciowych. Mogloby to $wiadczy¢ o tym, ze ,,jednoniciowosc¢”
intronowego modulatora splicingu (ISM) jest strukturalnie ,,chroniona” na etapach
poprzedzajacych alternatywny splicing ze wzgledu na jego wazna funkcje w regulacji tego

procesu.
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Rysunek 35. Struktura trzeciorzgdowa 194 nukleotydowego fragmentu pre-mRNA genu MAPT wymodelowana przez program RNAComposer na podstawie
eksperymentalnie okreS§lonej struktury drugorzedowej (A-model wstazkowy, B-model powierzchniowy). Kolorami zaznaczono elementy regulujace,
dzialajace w uktadzie cis: rézowy-wzmacniacz SC35, niebieski-wzmacniacz polipurynowy PPE, zétty-wzmacniacz ACE, zielony-eksonowy wyciszacz
splicingu ESES, lososiowy-eksonowy wzmacniacz splicingu ESE, szary-intronowy wyciszacz splicingu ISS, brazowy-intronowy modulator splicingu ISM.
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Podsumowujac, dwa programy do przewidywania struktur drugorzedowych pozwolity
na uzyskanie optymalnej struktury drugorz¢gdowej pre-mRNA genu MAPT, zgodnej ze
wszystkimi danymi eksperymentalnymi. Poza tym zaproponowana struktura drugorzedowa

pozawala na uzyskanie struktury trzeciorzegdowej o optymalnej energii swobodne;j.

3. Badanie alternatywnego splicingu eksonu 10 genu MAPT na liniach komérkowych cos-7

Technika exon-trapping na poczatku wykorzystywana byta do identyfikacji eksonéw
w genomach u réznych organizméw (202). Polega ona na izolacji catkowitego RNA z
komoérek lub tkanek, nastgpnie wykonuje si¢ reakcj¢ odwrotnej transkrypcji, a uzyskane
cDNA liguje si¢ do specjalnych wektoréw umozliwiajacych zachodzenie procesu splicingu w

liniach komérkowych.

Jednym z popularnych wektoréw exon trapping opartych na plazmidach jest pSPL3 i
zmodyfikowana wersja pSPL3b (203, 204). Konstrukcja tych plazmidéw opiera si¢ na
obecnosci dwoch eksonéw, pomigdzy ktérymi znajduje si¢ intron. Miejsce wielokrotnego
klonowania MCS (ang. multi cloning site) znajduje si¢ w rejonie intronu. W plazmidach typu
pSPL3 eksony 1 i 2 to chimeryczne eksony [ globuliny kréliczej z odpowiednio 5’ i 3’
miejscem splicingowym Tat z transkryptu ludzkiego wirusa HIV. Pomigdzy tymi eksonami
znajduje si¢ intron Tat ludzkiego wirusa HIV. Ekspresje takiego kontstruktu reguluje
promotor SV40 (ang. simian virus 40). Za eksonem 2 znajduje si¢ takze sekwencja sygnalna
poli(A) z tego wirusa. Elementy wirusowe sa mocnymi sygnatami dla wszystkich czasteczek

bioracych udziat w sktadaniu genéw.

Do oceny ilosci poszczegdlnych wariantow powstatych w wyniku alternatywnego
splicingu stosuje si¢ trzy gléwne techniki: (i) hybrydyzacje typu northern (ang. northern
blotting), (i1) analiz¢ ochrony przed rybonukleazami (ang. RNAse protection assay) oraz
(i11) analizg¢ oparta na reakcji PCR (ang. polymerase chain reaction). Dwie pierwsze metody
obarczone sa niestety wieloma mankamentami, z ktérych gtéwne to: brak czutosci, dtugi czas
eksperymentu i trudnosci w detekcji matych ilosci transkryptu. Natomiast metoda RT-PCR
(ang. reverse transcription and polymerase chain reaction) jest bardzo uniwersalna i czuta.
Za pomoca dwoch starterow pozwala ona na tatwa analizg produktow powstatych w wyniku
alternatywnego splicingu. Metoda RT-PCR wraz z rozdzialem produktéw na zelu
agarozowym z bromkiem etydyny jest szeroko stosowana technika do oceny iloSciowej

transkryptow powstatych w wyniku alternatywnego sktadania genéw (205, 206).

96



WYNIKI I DYSKUSJA

3.1. Ocena ilosciowa wplywu badanych mutacji na alternatywny splicing eksonu 10 genu
MAPT

Wszystkie jedenascie fragmentow pre-mRNA genu MAPT stosowanych w analizie
struktury drugorzgdowej RNA zostalo wklonowanych do plazmidu pSPL3b. Obecnos¢
mutacji w rejonie regulatorowej spinki 11C, 12U, 13G, DD-PAC, 16U, 19G, DD-10C,
DDI-17T, WT-10C oraz WTI-17T zostala potwierdzona przez sekwencjonowanie. Tak
przygotowane konstrukty postuzyty do transfekcji linii komdrkowej cos-7. Po 24 godzinach
izolowano calkowite RNA 1 wykonano reakcj¢ odwrotnej transkrypcji. Nastgpnie
przeprowadzono reakcje¢ PCR ze starterami wiazacymi si¢ do konstytutywnych eksonéow w
plazmidzie pSPL3b i rozdzielano produkty na 2% zelach agarozowych z dodatkiem bromku

etydyny. Do analizy ilo§ciowej wykorzystano program Mutli Gauge V3.0.

Analiza exon-trapping pozwolita uwidoczni¢ zmiany w ilosci izoformy 3R i 4R biatka

tau spowodowanej obecnoscia mutacji w regulatorowej spince (Rysunek 36).
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Rysunek 36. Analiza ilo§ciowa izoform 3R i 4R biatka tau.

Uzyskane wyniki sa zgodne z danymi literaturowymi i danymi uzyskanymi w
eksperymentach topnien UV. Mutacje, ktére powoduja wzrost procentowy izoformy 4R to
11C (A%4R=20,2%), 12U (A%4R=24,2%), 13G (A%4R=18%), DD-PAC (A%4R=20,5%),
16U (A%4R=21,5%), DD-10C (A%4R=21,8%) oraz DDI-17T (A%4R=8,7%). Mutacje, ktére
powodowaly obnizenie ilosci izoformy 4R w stosunku do formy dzikiej to 19G
(A%4R=38,2%), WT-10C (A%4R=13,9%) oraz WTI-17T (A%4R=14,4%). Eksperymenty na

liniach komérkowych cos-7 udowodnity, ze badany fragment fatduje si¢ w sposéb poprawny i
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jest wystarczajacy do prawidlowego sktadania eksonu 10 biatka tau. Dane o procentowym
stosunku izoformy 3R i 4R poréwnano z danymi pochodzacymi z topnien UV. Wartosci
danych poréwnano do wartosci dla formy dzikiej, gdzie WT AG®3; i WT %3R = 100%
(Rysunek 37).
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Rysunek 37. Poréwnanie danych z topnien UV spinki regulatorowej w danym mutancie oraz
eksperymentéw na liniach komérkowych cos-7 majacych na celu okreslenie ilosci izoformy 3R
biatka fau.

7. przedstawionego wykresu doskonale wida¢ zalezno$¢ pomigdzy stabilnos$cia
regulatorowej spinki, a iloscia powstajacych izoform bialka tau. Obnizenie stabilnos$ci
termodynamicznej regulatorowej spinki prowadzi do zmniejszenia ilosci izoformy 3R biatka
tau, czyli 5 miejsce splicingowe za eksonem 10 jest bardziej dostgpne dla czasteczki
Ul snRNP. Mechanizm zwigkszonej dostgpnosci miejsca akceptorowego moze miec
charakter bezposredni, co oznacza, ze stabilno$¢ spinki wplywa na wiazanie si¢ czasteczki
U1 snRNP lub zmienia powinowactwo czynnikéw splicingowych do tego miejsca. Jedynym
wynikiem poréwnania energii swobodnej i ilosci procentowej 3R, ktéry rézni si¢ od
pozostatych jest mutant 19G. Wida¢ brak zaleznosci pomigdzy stabilno$cia spinki, a ilo$cia
izoformy 3R. Energia swobodna czasteczki 19G poréwnywalna jest z ta dla formy dzikiej,
natomiast wida¢ wyrazna blokad¢ 5’ miejsca splicingowego, przez co w przewadze jest
izoforma 3R. Mutacja 19G nie wplywa na stabilno§¢ motywu spinki do wtoséw, ale powoduje
zwigkszenie ilosci izoformy 3R biatka tau. Analiza tak wielu mutantéw pozwolita stwierdzi¢,
ze wykorzystanie 5’ miejsca splicingowego jest zalezne od stabilnosci termodynamiczne;j
motywu (spinki RNA), w jakim znajduje si¢ to miejsce. Postuzenie si¢ mutantami
sztucznymi, niewystgpujacymi w chorobie FTDP-17, czyli mutantami DD-10C, DDI-17T,
WT-10C oraz WTI-17T ostatecznie udowodnito, ze zmiany sekwencyjne w obregbie spinki nie

maja wptywu na regulacj¢ alternatywnego sktadania eskonu 10 genu MAPT. Przyktadem tego
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jest czasteczka z mutacja DDI-17T, ktéra zawiera destabilizujaca mutacj¢ DD-PAC oraz
stabilizujaca insercj¢ U w pozycji 17. Energia swobodna tej czasteczki byta poréwnywalna do

formy dzikiej, takze wynik ilosciowy izoform 3R i 4R jest podobny do czasteczki WT.

3.2. Regulacja alternatywnego splicingu eksonu 10 genu MAPT z zastosowaniem

niskoczasteczkowych ligandéw

Do badan nad wptywem niskoczasteczkowych ligandéw na alternatywny splicing
eksonu 10 genu MAPT wybrano te same antybiotyki, ktére zostaty uzyte w eksperymentach
topnien UV. Komérki cos-7 transfekowano plazmidem pSPL3b zawierajacym inserty z
sekwencja formy dzikiej i mutantami destabilizujacymi wystgpujacymi w chorobie FTDP-17,
czyli mutacjami: 11C, 12U, 13G, DD-PAC oraz 16U. Po transfekcji w medium hodowlanym
znajdowaly si¢ tylko badane antybiotyki w réznych st¢zeniach, a mianowicie: 50 uM,
0,1 mM, 0,5 mM, 5 mM oraz 10 mM. Po 24 godzinach izolowano catkowite RNA i
przeprowadzano analiz¢ za pomoca RT-PCR. Produkty rozdzielano na 2% zelu agarozowym
z dodatkiem bromku etydyny, a analiz¢ iloSciowa wykonano przy pomocy programu Mutli
Gauge V3.0. Niestety, w przypadku zastosowania mitoksantronu we wszystkich badanych
czasteczkach nie uzyskano zadnych produktéw w analizie RT-PCR. Zwiazek ten nie wptywat
na wzrost komérek; wydaje sig¢, ze mogl inhibowaé¢ proces transfekcji. Dlatego wyniki
przedstawione ponizej obejmuja trzy antybiotyki neomycyng, kanamycyng¢ oraz tobramycyne

(Tabela 7).

W  kazdym zaobserwowanym przypadku wybrane antybiotyki wplywaly na
alternatywny splicing eksonu 10 genu MAPT. Wida¢, ze wraz ze wzrostem stgzenia
niskoczasteczkowego ligandu obniza si¢ ilos¢ izoformy 4R biatka tau. Jest to kolejny dowdd
na to, ze regulacja alternatywnego skladania eksonu 10 biatka tau opiera si¢ o stabilno$¢
termodynamiczng regulatorowej spinki. Warto doda¢, ze w przypadku czasteczki WT rowniez

mozna zaobserwowac roznice w stosunku izoform 3R i1 4R.

W przypadku czasteczki z mutacja 11C zmiana ilosci izoformy 4R wywotana
obecnoscia neomycyny wahata si¢ od 4,8 do 12,8 %, kanamycyny od 1,6 do 8,0 %,
tobramycyny od 8,7 do 20,5 %. W tym przypadku najlepszym antybiotykiem okazala si¢
tobramycyna, gdzie w przypadku st¢zenia S mM 1 10 mM réznica w ilosci izoformy 4R w

stosunku do formy dzikiej r6znita sig tylko o 1,3% 1 0,3%.
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Tabela 7. Analiza w liniach komérkowych cos-7 ilosci izoformy 4R biatka fau indukowanych
antybiotykami.

%4R %4R
Nazwa % 4R A%4R WT Nazwa % 4R A%4R WT
%4R %4R
11C 80,1 +3,8 0,0 20,2 DD-PAC 80,4 +3,7 0,0 20,5
NEO 0,005 mM 75,3 +£2,2 4,8 15,4 NEO 0,005 mM 79,5+4,3 0,9 19,6
NEO 0,1 mM 72,9 £3,7 7,1 13,0 NEO 0,1 mM 72,6 +2,8 78 12,7
NEO 0,5 mM 70,2 +3,0 9,9 10,3 NEO 0,5 mM 71,1 +£2,1 9,3 11,2
NEO 5 mM 70,3 +2,5 9,8 10,4 NEO 5 mM 70,3 +4,6 10,1 10,4
NEO 10 mM 67,2+1,9 12,8 7,3 NEO 10 mM 65,3 +2,0 15,1 54
KAN 0,005mM 78,5+ 1,6 1,6 18,6 KAN 0,005mM 70,8 +2,6 9,6 10,9
KAN 0,lmM 77,1+ 2,1 29 17,2 KAN 0,lmM 64,8 +£3,5 15,6 49
KAN 0,5mM 72,1 3,1 8,0 12,2 KAN 0,5mM 63,7 +3,4 16,7 38
KAN 5mM 72,6 +1,0 74 12,7 KAN 5mM 63,7+0,5 16,7 38
KAN 10mM 72,0 £2,7 8,0 12,1 KAN 10mM 61,6 +2,0 18,8 1,7
TOB 0,005 mM 71,3 +3.2 8,7 114 TOB 0,005 mM 76,3+1,9 4,2 16,4
TOB 0,1 mM 68,8 +3,4 11,3 89 TOB 0,1 mM 72,1 +£3,6 83 12,2
TOB 0,5 mM 68,8 +2,2 11,3 89 TOB 0,5 mM 70,6 +3,5 9,9 10,7
TOB 5 mM 61,2+2,8 18,9 1,3 TOB 5 mM 65,9 +3,8 14,5 6,0
TOB 10 mM 59,6 +3,2 20,5 -0,3 TOB 10 mM 59,8 +2,9 20,6 -0,1
12U 84,1+4,3 0,0 24,2 16U 814 +34 0,0 21,5
NEO 0,005 mM 84,2 +3,1 -0,1 24,3 NEO 0,005 mM 76,3 2,0 51 16,4
NEO 0,1 mM 69,6 +5,4 14,5 9,7 NEO 0,1 mM 65,8 +3,7 15,6 59
NEO 0,5 mM 67,5+5,2 16,6 7,6 NEO 0,5 mM 64,2 +1,9 17,3 4,3
NEO 5 mM 63,8+4,2 20,3 39 NEO 5 mM 63,0 +3,0 18,5 3,1
NEO 10 mM 62,4 +2,1 21,7 2,5 NEO 10 mM 58,5 +34 22,9 -1,4
KAN 0,005mM 84,3+24 -0,2 24,4 KAN 0,005mM 81,0 £2,1 0,5 21,0
KAN 0,imM 66,3 +1,0 17,9 6,4 KAN 0,imM 77,8 +1,7 3,7 17,9
KAN 0,5mM 65,8 +3,9 18,3 59 KAN 0,5mM 76,6 +1,9 4,9 16,7
KAN 5mM 64,0 +0,9 20,1 4,1 KAN 5mM 76,3 +3,0 52 16,4
KAN 10mM 60,1 +1,7 24,0 0,2 KAN 10mM 743+1,8 7,2 14,4
TOB 0,005 mM 79,9+ 3,2 4,2 20,0 TOB 0,005 mM 778+1,5 3,6 17,9
TOB 0,1 mM 66,1 +2,1 18,0 6,2 TOB 0,1 mM 77,2 +£2,7 4,2 17,3
TOB 0,5 mM 64,8 +2,4 19,3 4,9 TOB 0,5 mM 68,4 +2,6 13,0 8,5
TOB 5 mM 56,1 +1,0 28,0 -3,8 TOB 5 mM 61,6 +1,5 19,9 1,7
TOB 10 mM 55,5+2,3 28,6 -4,4 TOB 10 mM 584 +1,9 23,1 -1,5
13G 77,9 £3.2 0,0 18,0 WT 599+1,3 0,0 0,0
NEO 0,005 mM 76,3 +3,1 1,6 16,4 NEO 0,005 mM 59,6 +2,5 0,3 -0,3
NEO 0,1 mM 72,8 +5,1 51 12,9 NEO 0,1 mM 58,5+1,7 14 -1,4
NEO 0,5 mM 68,7+ 2,8 9,2 8,8 NEO 0,5 mM 49,5+1,6 10,5 -10,5
NEO 5 mM 67,5+32 10,4 7,6 NEO 5 mM 48,5 £2,6 11,5 -11,5
NEO 10 mM 59,4+ 4,9 18,5 -0,5 NEO 10 mM 439 +24 16,0 -16,0
KAN 0,005 mM 76,3 +3,0 1,6 16,4 KAN 0,005 mM 58,6 + 3,4 1,3 -1,3
KAN 0,1 mM 74,0 +2,8 4,0 14,1 KAN 0,1 mM 52,4 +3,9 7,5 -7,5
KAN 0,5 mM 73,3+22 4,6 13,4 KAN 0,5 mM 51,5+2,1 84 -8,4
KAN 5 mM 72,6 £2,7 53 12,7 KAN 5 mM 51,0 £2,2 89 -8,9
KAN 10 mM 68,3 +3,2 9,6 84 KAN 10 mM 48,3+2,3 11,6 -11,6
TOB 0,005 mM 71,3+3,1 6,6 11,4 TOB 0,005 mM 56,4 +2,4 3,5 -3,5
TOB 0,1 mM 65,3 +3,0 12,7 54 TOB 0,1 mM 54,6 +2,7 53 -5,3
TOB 0,5 mM 65,3 +2,3 12,6 54 TOB 0,5 mM 54,1+2,5 58 -5,8
TOB 5 mM 57,1+3,8 20,8 -2,8 TOB 5 mM 31,5+29 28,4 -28,4
TOB 10 mM 53,1 +2,1 24,9 -6,9 TOB 10 mM 29,5 2,6 30,4 -30,4
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Wszystkie antybiotyki od st¢zenia 0,1 mM wyraznie zmniejszaty ilo$¢ izoformy 4R w
przypadku czasteczki z mutacja 12U. Réznica w ilosci izoformy 4R wywotlana obecnoscia
neomycyny wyniosta -0,1-21,7%, kanamycyny -0,2-24,0% 1 tobramycyny 4,2-28,6%.
Najwigksza zmiang ilosci 4R mozemy zaobserwowa¢ przy 10 mM tobramycynie, jednak
réznica w stosunku do formy dzikiej wynosi 4,4%. Kanamycyna w st¢zeniu 10 mM
skutkowata zmiang ilosci izoform 3R i1 4R do zblizonego poziomu, co w przypadku WT

(A%4R= 0,2%).

Dla czasteczki z mutacja 13G réznica w ilosci izoformy 4R wyniosta w przypadku
neomycyny 1,6-18,5%, kanamycyny 1,6-9,6% oraz tobramycyny 6,6-24,9%. Optymalny efekt
stabilizacyjny zostal uzyskany dla neomycyny o stezeniu 10 mM (A%4R= 0,5%).

W przypadku mutacji DD-PAC wzrost transkryptéw z eksonem 10 zostat zmniejszony
dzieki neomycynie w granicach 0,9-15,1%, kanamycynie 9,6-18,8% i tobramycynie
4,2-20,6%. Najbardziej zblizona ilos¢ izoformy 4R w stosunku do formy dzikiej uzyskano w

przypadku 10 mM tobramycyny (A%4R= 0,1%).

Ostatnia czasteczka z mutacja destabilizujaca byta czasteczka 16U. Zmniejszenie
ilosci izoformy 4R w przypadku 16U wyniosto dla neomycyny 5,1-22,9%, dla kanamycyny
0,5-7,2% oraz dla tobramycyny 3,6-23,0%. Zblizony do formy dzikiej stosunek izoform
3R/4R zostal zaobserwowany w przypadku 10 mM neomycyny (A%4R= 1,4%) oraz 5 mM i
10 mM tobramycyny (A%4R=1,7% 1 1,5%).

Zastosowane w eksperymentach antybiotyki wptywaty takze na alternatywny splicing
czasteczki z sekwencja dla formy dzikiej. W tym przypadku takze mozemy zaobserwowac
zmniejszenie si¢ ilosci izoformy 4R dla neomycyny 0,3-16%, dla kanamycyny 1,3-11,6%

oraz dla tobramycyny 3,5-30,4%.

Badania na liniach komérkowych cos-7 pokazaty, ze ligandy niskoczasteczkowe moga
regulowac¢ alternatywny splicing eksonu 10 genu MAPT. Poziom stabilizacji motywu
spinkowego jest zalezny od stg¢zenia antybiotyku i ro$nie wraz z jego iloscia. Najwigksza
zmiang ilosci izoformy 4R uzyskano w eksperymentach z tobramycyna, co dziwi, poniewaz
antybiotyk ten w eksperymentach topnien UV najmniej stabilizowat badana spinke. Analiza
wplywu poszczegdlnych antybiotykéw na wszystkie badane czasteczki ujawnita, ze ligandy
niskoczasteczkowe preferencyjnie stabilizowaty poszczegdlne mutanty (Rysunek 38). W

przypadku neomycyny wida¢ wyrazne wigkszy spadek ilosci izoformy 4R biatka rau dla
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czasteczek 12U i 16U. Kanamycyna najbardziej wplywata na ilo$¢ izoform biatka tau w
przypadku czasteczek 12U i DD-PAC. Natomiast najwigksza redukcj¢ transkryptu z eksonem

10 w eksperymentach z tobramycyng zaobserwowano dla czasteczek 12U 1 WT.
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Rysunek 38. Wplyw niskoczasteczkowych ligandéw na alternatywny splicing eksonu 10 genu MAPT.

3.3. Regulacja alternatywnego splicingu eksonu 10 genu MAPT z zastosowaniem

oligonukleotydéw antysensowych

Badania na liniach komoérkowych cos-7 z zastosowaniem niskoczasteczkowych
ligandéw udowodnity, ze mozliwa jest regulacja alternatywnego splicingu eksonu 10 przez
wzrost stabilnosci regulatorowej spinki. W kolejnych eksperymentach postanowiono
sprawdzi¢ czy efekt wywotany mutacjami 11C, 12U, 13G, DD-PAC oraz 16U mozna
zniwelowacé przez oddziatywanie z pozostalymi elementami regulujacymi splicing eksonu 10

biatka tau.

Oligonukleotydy antysensowe ASO (ang. antisense oligonucleotide) sa powszechnie
stosowanym narzg¢dziem w biologii molekularnej. W badaniach nad alternatywnym
splicingiem moga by¢ wykorzystywane do badania elementéw regulatorowych wptywajacych
na splicing. Szacuje sig, ze okoto 15-50% mutacji powodujacych choroby u ludzi prowadzi do
zmian w alternatywnym splicingu (207). Wykonano szereg badan nad takimi chorobami
wykorzystujac oligonukleotydy antysensowe. ASO moga by¢ uzyte do niwelowania
dodatkowych miejsc splicingowych powstatych w wyniku mutacji. Dodatkowo prowadzone
sa badania nad zastosowaniem ASO do przywrdécenia poprawnej ramki odczytu w
zmutowanym transkrypcie lub wylaczeniem danego genu przez zmiang ramki odczytu (208-

211).
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Do regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 wybrano cztery oligonukleotydy
antysensowe, ktore wigzaty si¢ do réznych rejonéw badanego fragmentu pre-mRNA, jak
zaznaczono to na rysunku 39. ASO byly wprowadzane do komoérek cos-7 razem z
odpowiednim plazmidem pSPL3b i po 24 godzinach wykonano izolacj¢ catkowitego RNA.
Reakcja RT-PCR wraz z rozdziatem produktéw na 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny pozwolita na oceng iloSciowa izoformy 3R i 4R za pomoca programu Mutli
Gauge V3.0. Antysensowe oligonukleotydy zostaly wprowadzone do komoérek w jednym
stezeniu wynoszacym 20 pmol na dotek w plytce 24 dotkowej. Uzyskane wyniki

przedstawione sa w tabeli 8.
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Rysunek 39. Rejony we fragmencie pre-mRNA genu MAPT, z ktérymi oddziatujq oligonukleotydy
antysensowe AB1, AB2, AB3 oraz AB4.

Regulacja alternatywnego splicingu eksonu 10 genu MAPT za pomoca
oligonukleotydéw antysensowych pozwolita na redukcjg ilosci izoformy 4R, chociaz réznica
wahata si¢ w przedziale od -5,3 do 19%. W przypadku czasteczki z mutacja 13G
zastosowanie antysensu AB1 spowodowato zwigkszong ilo$¢ izoformy 4R. Dla czasteczki
11C najlepszy efekt regulacyjny zaobserwowano w przypadku antysenséw AB2, AB3, AB4,
dla ktérych spadek 4R wyniést odpowiednio 11,9%, 13,0%, 12,6%. Dla mutanta 12U
obserwowano podobny rezultat, przy czym oligonukleotyd AB3 spowodowal najwigkszy

spadek ilosci izoformy 4R, 0 19%.
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Tabela 8. Analiza w liniach komérkowych cos-7 ilo$ci izoformy 4R biatka fau z antysensowymi
oligonukleotydami.

Nazwa %4R ﬁ% A %4R Nazwa %4R A% A% 4R
R -WT A% 4R 4R - WT A%4R

11C 80,1+ 3,8 0,0 20,2 DD-PAC | 804 +37 0,0 20,5
AB1 78,2+ 1,7 1,9 18,3 AB1 66,7 + 0,8 13,7 6,8
AB2 68,2 +4,8 11,9 8,3 AB2 68,8 + 6,8 11,7 8,9
AB3 67,1 £52 13,0 7,2 AB3 67,3+7,7 13,1 7,4
AB4 67,5+23 12,6 7,6 AB4 66,3+1,2 14,2 6,4
12U 84,1+43 0,0 24,2 16U 81,5 +3,4 0,0 21,5
AB1 82,8+2,1 1,3 22,9 AB1 77,9 +3,7 35 18,0
AB2 71,0 +1,2 13,1 11,1 AB2 71,4 +1,1 10,0 11,5
AB3 65,2 +1,4 19,0 53 AB3 72,7 +1,4 8,7 12,8
AB4 68,6 + 5,4 15,5 8,7 AB4 76,2 +2,5 53 16,3
13G 78,0 +3,2 0,0 18,0 WT 59,9+1,3 0,0 0,0
AB1 833+14 5,3 23,4 AB1 56,1+ 1,4 38 3,8
AB2 70,0+ 1,0 7,9 10,1 AB2 52,6 +2,5 7,3 7,3
AB3 69,8 + 4,2 8,2 9,9 AB3 44,7 +53 15,2 15,2
AB4 72,5 £2,1 54 12,6 AB4 49,2 + 0,6 10,7 -10,7

Najmniejszy efekt regulacyjny zaobserwowano w przypadku czasteczki z mutacja
13G, gdzie najwigksza redukcje izoformy 4R, wynoszaca 8,2% zaobserwowano dla AB3.
Podobny efekt regulacyjny dla wszystkich antysenséw mozemy zaobserwowac¢ dla czasteczki
z mutacja DD-PAC. Skutki mutacji 16U zostaly zniwelowane najlepiej przez AB2, redukujac
ilos¢ izoformy 4R o 10%. Oligonukleotydy antysensowe wplynety réwniez na alternatywny
splicing eksonu 10 z sekwencja dla formy dzikiej powodujac spadek izoformy 4R o 3,8% dla
AB1, 7,3% dla AB2, 15,2% dla AB3 oraz 10,7% dla AB4.

Analiza wplywu poszczegdlnych antysensoOw na badane czasteczki pokazala, ze
najstabiej dzialajacym oligonukleotydem antysensowym byt AB1 (Rysunek 40). Poza
czasteczka DD-PAC stabo wptywat na ilo$¢ izoformy 4R, a w przypadku czasteczki 13G
spowodowal wzrost 4R. Tak jak w przypadku antybiotykdw, poziom regulacji z

zastosowaniem oligonukleotydéw byt zalezny od wystgpujacej mutacji.

Roéznice w alternatywnym splicingu eksonu 10 genu MAPT wywotane ligandami
niskoczasteczkowymi sa rezultatem zmian w stabilno$ci termodynamicznej regulatorowe;j
spinki. Neomycyna, kanamycyna, tobramycyna oddziatuja z duza bruzda przez oddziatywania
elektrostatyczne pomiedzy dodatnio natadowanymi grupami aminowymi antybiotyku, a
ujemnie natadowanymi grupami fosforanowymi w spince RNA (7/79). Mitoksantron

interkaluje pomigdzy nukleotydy tworzace trzon badanej spinki (/78). Ligandy
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niskoczasteczkowe niweluja efekt destabilizacyjny wywotany przez mutacje, ale nie

zmieniajq struktury drugorzedowej badanego fragmentu pre-mRNA genu MAPT.

25
20 m11C
15 = 12U

Z 10 =13G

Z s mDD-PAC
0- = 16U
s 1 AB2 AB3 AB4 LW
10

Rysunek 40. Wptyw oligonukleotydéw antysensowych na alternatywny splicing eksonu 10 genu
MAPT.

Oligonukleotydy antysensowe byly skierowane na cztery rézne rejony regulujace
alternatywny splicing eksonu 10 pre-mRNA genu MAPT. Wyciszanie splicingu eksonu 10
nie powinno by¢ catkowite, poniewaz wystgpowanie u ludzi tylko izoformy 3R prowadzi
takze do stanu patologicznego, dlatego postanowiono, ze regulatorowa spinka nie bedzie
celem dla oligonukleotydéw antysensowych. Pierwszy ASO AB1 oddziatywat z fragmentem
zawierajacym wzmacniacz SC35. Ze wszystkich oligonukleotydéw antysensowych najgorze;j
regulowal alternatywne sktadanie eksonu 10; wyjatek stanowi czasteczka DD-PAC. Drugi
ASO AB2 wiazat si¢ do dwoch wzmacniaczy splicingu PPE i ACE. Wida¢ poréwnywalne
wartosci zmiany ilo$ci izoformy 4R dla wszystkich badanych mutantéw. AB2 przez wiazanie
si¢ do motywu spinkowego moégl zmieni¢ jego struktur¢ drugorzedowa i utrudniad
rozpoznanie tych rejonéw przez czynniki biatkowe. Oligonukleotyd AB4 oddzialywat z
fragmentem ISM, ktéra jest wzmacniaczem splicingu dla motywu spinkowego. ASO AB4
takze zmienial alternatywny splicing eksonu 10, lecz zmiany te byly zalezne od badanego
RNA. Oprécz rejonu ISM oligonukleotyd AB4 oddziatywat ze spinka H7 1 prawdopodobnie
zaburzal jej strukturg. Najciekawszym przypadkiem jest oligonukleotyd antysensowy AB3,
ktéry zostal zaprojektowany jako kontrola do wzmocnienia splicingu eksonu 10. Oddziatywat
on z eksonowym wyciszaczem ESS i w ten sposéb powinien blokowa¢ wiazanie si¢ do tego
rejonu czynnikow biatkowych. W konsekwencji powinien wzmacnia¢ alternatywne skladanie
eksonu 10 genu MAPT i prowadzi¢ do powstawania wigkszej ilosci izoformy 4R. Uzyskane
wyniki nie potwierdzaja jednak tej hipotezy. Tak jak wczes$niej opisane ASO, AB3 takze

powodowat zmniejszenie ilo$ci izoformy 4R w komérkach cos-7.
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4. Proponowany model regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 pre-mRNA genu

MAPT

Wyniki przedstawione w powyzszej rozprawie doktorskiej pozwolily na
zaproponowanie nowego modelu regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 pre-mRNA
genu MAPT. Model ten opiera si¢ na wlasnych badaniach termodynamicznych,
strukturalnych oraz biologicznych prowadzonych na liniach komérkowych z udziatem
fragmentu pre-mRNA genu MAPT. Dodatkowo, model poparty jest wieloma doniesieniami
literaturowymi dotyczacymi réznych czynnikéw determinujacych przebieg alternatywnego

splicingu pre-mRNA genu MAPT.

Alternatywne skladanie genu polega na tworzeniu si¢ dwoch lub wigcej izoform biatka
z jednego pre-mRNA. Czgsto powstawanie réznych izoform biatka ma charakter tkankowo
specyficzny (70). W przypadku izoform 3R i 4R bialka tau, obie syntetyzowane sa
rownoczes$nie w tkance nerwowej. Kluczowym aspektem w opisywanym przypadku jest ilos¢
tworzacych si¢ izoform biatka tau, co sugeruje, ze sktadniki spliceosomu i czynniki
regulujace proces splicingu oddzialuja z pre-mRNA w sposéb dynamiczny. Musi istnie¢
pewna dynamiczna réwnowaga pomi¢dzy kompleksem utworzonym przez czynniki
regulujace splicing, ktére rozpoznaly alternatywne miejsce splicingowe, a kompleksem, ktéry
pominal to miejsce. Taka sytuacja musi mie¢ miejsce w pre-mRNA genu MAPT, w ktérym
zaburzenie tej dynamicznej réwnowagi prowadzi do zmiany ilos$ci izoform 3R i 4R biatka tau,
co determinuje rozwdj FTDP-17. Dla ulatwienia dalszej dyskusji powstajace kompleksy
mozna nazwa¢ K-3R i K-4R i oznacza to, ze pierwszy z nich prowadzi do powstania jedynie
izoformy 3R biatka tau, a drugi izoformy 4R. Ten sam kompleks nie moze tworzy¢ sig

rownoczesnie (Rysunek 41).

W zaleznosci od tego, ktérego z komplekséw w komorce powstanie wigcej, skutkuje
to zwigkszeniem ilosci izoformy 3R lub 4R. Nalezy przypuszczac, ze rownoczesne tworzenie
si¢ komplekséw K-3R i K-4R ma charakter dynamiczny. Oddziatywanie tych komplekséw z
pre-mRNA 1 ich dynamiczna réwnowaga moze by¢ kontrolowana termodynamicznie lub

kinetycznie.
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Rysunek 41. Schemat alternatywnego sktadania eksonu 10 biatka genu MAPT w przypadku formy
dzikiej (WT), mutacji destabilizujacych regulatorowa spink¢ (11C, 12U, 13G, DD-PAC, 16U) oraz
mutacji 19G.

O réwnowadze obu kompleksow decyduje struktura i sekwencja fragmentow
obejmujacych miejsca splicingowe oraz elementéw regulujacych splicing dziatajacych w
uktadzie cis, co determinuje oddzialywanie tych rejonéw ze sktadnikami spliceosomu i z
czynnikami splicingowymi. Informacje na temat czynnikéw splicingowych majacych wptyw
na alternatywne skladanie eksonu 10 bialka tau, zostaty przedstawione w czesci literaturowe;j.
Dotychczasowa wiedza o strukturze drugorzedowej pre-mRNA genu MAPT w rejonie eksonu
10 ograniczata si¢ gtéwnie do spinki zawierajacej 5; miejsce splicingowe. W przedstawione;j
pracy doktorskiej po raz pierwszy okreSlono struktur¢ drugorzegdowa 194/195
nukleotydowego fragmentu formy dzikiej i 10 mutantéw pre-mRNA genu MAPT. Znajomos¢
struktury drugorzedowej tego fragmentu, wyniki badan wlasnych dotyczace regulacji
alternatywnego splicingu, wyniki badan opublikowane przez inne grupy badawcze oraz
ogdlna wiedza o procesie regulacji alternatywnego splicingu innych pre-mRNA pozwolita na
zaproponowanie hipotetycznego modelu regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 genu

MAPT.

Model regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 opiera si¢ o strukture

drugorzgdowa 194/195 nukleotydowego fragmentu przedstawiona na rysunku 34. Jak
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wspomniano wczesniej, jego struktura drugorz¢gdowa osadza si¢ na wynikach mapowan
chemicznych oraz mikromacierzowych i zostata wsparta programami vsfold5 i1 Shapeknots.
Badany fragment pre-mRNA genu MAPT w czasie transkrypcji przybiera zaproponowana
strukturg drugorzgdowa (Rysunek 34). Na rysunku 42-A przedstawiony jest fragment
zaproponowanej struktury obejmujacy rejon z 5° miejscem splicingowym. Postuluje sig, ze do
eksonowego wyciszacza splicingu (ESS) przylaczaja si¢ czasteczki SRp55, SRp30c oraz
hnRNPG (jedna lub kilka) (/69), co powoduje rearanzacj¢ struktury pseudowezta PK3 i
utworzenie si¢ pseudowezta PK2. W wyniku takiej rearanzacji rejon intronowego modulatora
splicingu (ISM) przybiera form¢ dwuniciowa. Aby czasteczka Ul snRNP mogta przytaczy¢
si¢ do 5’ miejsca splicingowego musi przylaczy¢ si¢ biatko, ktére rozplecie spinkg. W
zaproponowanym modelu do fragmentu ISM przytacza si¢ helikaza p68 (159), a do
regulatorowej spinki czynnik splicingowy PSF (157), ktéry stabilizuje regulatorowa spinke
ISS. Gdy do pre-mRNA genu MAPT przylaczy si¢ tylko helikaza p68 to rozplata ona
fragment dwuniciowy 1 czasteczka Ul snRNP oddziatuje z 5 miejscem splicingowym,
dochodzi do wycinania intronu 10-11 1 powstaje izoforma 4R biatka tau (Rysunek 42-B).
Natomiast przytaczenie si¢ biatka PSF do regulatorowej spinki ISS powoduje stabilizacje
struktury spinkowej i mimo obecnosci helikazy p68 nie dochodzi do rozplecenia spinki
regulatorowej 1 wiazania si¢ Ul snRNP do miejsca akceptorowego 1 powstaje izoforma 3R
biatka tau (Rysunek 42-C). Model ten zaklada, ze dla formy dzikiej kontrolowane kinetycznie
lub termodynamicznie wiazanie si¢ bialkka PSF do spinki regulatorowej ISS reguluje
rownowage kompleksow K-3R i K-4R. Obecnos$¢ mutacji w obregbie spinki regulatorowej ISS
wplywa na oddzialywanie biatka PSF ze spinka regulatorowa (poprzez ostabienie trwatosci
termodynamicznej takiego kompleksu lub powolniejsze jego powstawanie), co zmienia
rownowage pomiedzy kompleksami K-3R i K-4R. W nastegpstwie tego powstaja rézne ilosci

izoform 3R i 4R bialka rau.

Ponizej zestawione zostaty rézne aspekty badan wiasnych oraz opublikowanych przez
inne grupy badawcze, ktére wspieraja zaproponowany model regulacji alternatywnego

splicingu eksonu 10 pre-mRNA genu MAPT.
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Rysunek 42. Zaproponowany model regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 biatka rau.

4.1. Model regulacji, a stabilno$¢ termodynamiczna regulatorowej spinki

Badania stabilnosci termodynamicznej regulatorowej spinki RNA formy dzikiej i

wariantOw z mutacjami wykazaty, ze obecnos¢ mutacji nie powoduje rearanzacji struktury
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spinki. W kazdym badanym przypadku 25/26 nukleotydowy fragment pre-mRNA genu
MAPT wykazywat strukturg spinki do wloséw. Prawie we wszystkich przypadkach naturalnie
wystgpujacych w chorobie FTDP-17 mutacji nastapita destabilizacja spinki regulatorowe;j
(dotyczy to mutacji 11C, 12U, 13G, DD-PAC oraz 16U). Spinka RNA zawierajaca mutacje
19G posiadata zblizong stabilno$¢ termodynamiczng do formy dzikiej. Dodatkowo, mutacje
niewystepujace naturalnie u ludzi wykazywaty r6zny wptyw na stabilno$¢ termodynamiczng
motywu spinkowego. Zamiana U->C w pozycji 10 nie wpltywata znaczaco na stabilnos¢
termodynamiczna spinki (dotyczy to mutacji WT-10C i DD-10C), natomiast insercja U w
pozycji 17 intronu stabilizowata badana spink¢ (chodzi o mutacje WTI-17T 1 DDI-17T).
Badania struktury drugorzedowej fragmentu 194/195 nukleotydowego potwierdzily brak
zmian strukturalnych wynikajacych z obecnosci w spince regulatorowej mutacji. Wszystkie
mutacje, oprocz mutacji 19G, umiejscowione sa w trzonie regulatorowej spinki.
Przeprowadzone w trakcie realizacji pracy doktorskiej badania na liniach komorkowych cos-7
wykazaty zalezno$¢ pomigdzy stabilnoscia regulatorowej spinki, a stosunkiem izoformy 3R i
4R biatka rau. Sztuczne mutacje definitywnie pokazaly, ze regulacja alternatywnego
sktadania eksonu 10 genu MAPT jest zalezna od stabilnos$ci termodynamicznej spinki. Mozna
si¢ bylo spodziewaé, ze zmiana sekwencji w spince zaburzy oddziatywanie z czynnikami
biatkowymi regulujacymi alternatywny splicing, jednak w przypadku czasteczki DDI-17T
zawierajacej dwie mutacje zarowno stabilno$¢ termodynamiczna, jak i stosunek izoform 3R i
4R bylty zblizone do tych obserwowanych dla formy dzikiej. Nastgpnym dowodem na wptyw
stabilnosci na alternatywne sktadanie genu biatka tau sa wyniki eksperymentéw na liniach
komérkowych z zastosowaniem ligandéw niskoczasteczkowych. Eksperymenty topnien UV
wykazaly zdolno$¢ wigzania si¢ neomycyny, kanamycyny, tobramycyny i mitoksantronu do
badanej spinki i jej stabilizacje termodynamiczna. Wydaje si¢, ze badane antybiotyki takze
wiaza si¢ do spinki w eksperymentach in vivo (in vitro udowodniono to metodami
spektroskopii NMR (139)), powodujac stabilizacj¢ motywu spinkowego 1 zwigkszajac i1los$¢
izoformy 3R w przypadku mutacji destabilizujacych, jak i w przypadku formy dzikie;j.

W zaproponowanym modelu przebiegu procesu splicingu do regulatorowej spinki
moze przylaczy¢ si¢ bialtko PSF, ktére stabilizuje spinkg regulatorowa i uniemozliwia
wiazanie si¢ Ul snRNA. Wykazano, ze stabilno$¢ regulatorowej spinki ma wplyw na
wiazanie si¢ do niej biatka PSF (brak wiazania si¢ PSF do spinki z mutacja DD-PAC, inne

mutacje nie byly badane) (/57). W zaproponowanym modelu do przytaczenia si¢ do
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regulatorowej spinki biatka PSF konieczna jest termodynamicznie trwata spinka, ktéra po

przytaczeniu PSF dodatkowo sig stabilizuje.

4.2. Model regulacji, a czynniki splicingowe

Opisane w czegs$ci literaturowej czasteczki regulujace proces alternatywnego sktadania
eksonu 10 genu MAPT zostaly naniesione na zaproponowana struktur¢ drugorz¢gdowa
(Rysunek 43). W niektérych przypadkach znane jest doktadne miejsce oddziatywania
czynnika splicingowego z pre-mRNA genu MAPT i dotyczy to biatek: SC35, Tra2f3, SRp20,
SRp30c, SRpS5, hnRNPG, PSF oraz helikazy p68 (157, 159-161, 168, 169). W pozostatych
przypadkach wiadomo, jak dane biatko lub czasteczka miRNA wptywa na alternatywny
splicing eksonu 10 biatka rau, lecz doktadne miejsce oddziatywania z pre-mRNA genu MAPT
jak dotad nie jest poznane (159, 161, 164, 165, 167, 170-172). Wyniki badan wtasnych na
liniach komérkowych cos-7 z zastosowaniem oligonukleotydéw antysensowych pokazuja, ze
do prawidtowego sktadania genu w badanym pre-mRNA konieczna jest obecnos¢ wszystkich
regulatorowych elementéw dziatajacych w ukladzie cis. Wiazanie si¢ antysensowych
oligonukleotydéw do poszczegdlnych rejonéw regulatorowych w kazdym badanym
przypadku powodowato wzrost ilosci izoformy 3R, co oznacza, ze Ul snRNP wiazato sig

gorzej do miejsca akceptorowego w ISS.
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Rysunek 43. Czasteczki regulujace alternatywne skladanie eksonu 10 biatka fau naniesione na
zaproponowana strukturg drugorzedowa. Strzatka w gérg oznacza wzmacnianie splicingu, strzatka w
dot oznacza hamowanie splicingu.
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W zaproponowanym modelu regulacji splicingu rejony, ktére odpowiedzialne sa za
powstawanie dwoéch izoform 3R 1 4R to eksonowy wyciszacz splicingu ESS, intronowy
wyciszacz splicingu ISS oraz intronowy modulator splicingu ISM. Fragment ESS powoduje
obnizenie splicingu przez tworzenie motywu dwuniciowego z intronowym modulatorem
splicingu (ISM). Z danych literaturowych wynika, ze fragment 151-158 obejmujacy ISM jest
wzmacniaczem splicingu, ale tylko wtedy, gdy wystgpuje razem z regulatorowa spinka
bedaca intronowym wyciszaczem splicingu (ISS) (/47). Delecja samego ISM (A19-22
CCCA, A23-26 UGCG) powodowata znaczne obnizenie ilosci izoformy 4R biatka tau, co
moze wskazywa¢ na kluczowa rolg tego fragmentu w rekrutacji czynnikéw biatkowych
pozwalajacych na zaj$cie splicingu. Za to delecja fragmentu inhibitorowej spinki wraz z
fragmentem ISM (A12-24 CACACGUCCCAUG) spowodowata powstawanie zwigkszonej
ilosci izoformy 4R biatka fau. W takim przypadku prawdopodobnie miejsce splicingowe jest
tatwo dostepne dla czasteczki Ul snRNP i wzmacniajaca sktadanie genéw sekwencja ISM nie
jest wymagana. W literaturze mozemy znalez¢ informacje, ze w alternatywnym sktadaniu
genu MAPT bierze udzial helikaza p68. Na poczatku uwazano, ze jej gléwna funkcja jest
rozplatanie dupleksu utworzonego przez rejon z 5’ miejscem splicingowym i Ul snRNP
(212). Badania wskazuja, ze helikaza p68 prawdopodobnie bierze czynny udzial w wiazaniu
si¢ Ul snRNP do 5’ miejsca splicingowego (/59). Kar 1 wspolpracownicy zaproponowali
spink¢ ISS, jako miejsce wiazania si¢ helikazy p68. Jednak wydaje si¢ bardziej
prawdopodobne wiazanie si¢ tego biatka do fragmentu ISM. W zaproponowanym modelu
fragment ten przybiera form¢ dwuniciowa, co powala na wigzanie si¢ helikazy (Rysunek 42).
Poza tym gdyby helikaza wigzata si¢ tylko do spinki ISS usunigcie ISM nie mogloby miec
hamujacego wptywu na alternatywne sktadanie eksonu 10 (/47). Ta sama grupa badawcza
zaproponowata biatko PSF, jako czynnik splicingowy regulujacy alternatywne sktadanie
eksonu 10 genu MAPT (/57). Udowodnili wiazanie si¢ tego biatka w rejonie spinki ISS i
stabilizacj¢ tego motywu strukturalnego. W zaproponowanym modelu biatko to stabilizuje
ISS, przez co helikaza p68 nie jest w stanie rozples¢ spinki regulatorowej na tyle skutecznie,

aby U1 snRNP mogta oddziatywa¢ z miejscem akceptorowym.

4.3. Model regulacji, a rearanzacja struktury fragmentu pre-mRNA genu MAPT

W strukturze drugorz¢dowej fragmentu 194/195 nukleotydowego pre-mRNA genu
MAPT program vsfold5 przewiduje utworzenie dwéch pseudoweztéw, a mianowicie PK1 i

PK2 (Rysunek 33). Jeden ze zidentyfikowanych pseudowegziéw (PK2) znajdowat si¢ w
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rejonie (87-92)-(152-157) (Rysunek 44, struktura B), natomiast program Shapeknots
zaproponowal oddzialywanie fragmentu 87-92 z rejonem 109-157 2z utworzeniem

pseudowezta PK3 (Rysunek 44, struktura A).
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Rysunek 44. A-struktura drugorzedowa fragmentu 81-194 zaproponowana przez program Shapeknots,
B-struktura drugorz¢gdowa fragmentu 81-194 zaproponowana przez program vsfold5.

Rejon od 93 do 113 nukleotydu jest zdefiniowany, jako eksonowy wyciszacz splicingu
(ESS) eksonu 10. W zaproponowanym modelu postuluje sig, ze do tego rejonu wiaza si¢
biatka (SRp55, SRp30c oraz hnRNPG), powodujace lokalna rearanzacj¢ struktury, ktéra
utrudnia dostepnos¢ 5’ miejsca splicingowego w spince regulatorowej. Potwierdzaja to
badania D’Souza i wspétpracownikéw, ktérzy zdefiniowali funkcje rejonu ESS na podstawie
szeregu delecji i mutacji (AE14 TCAAAGGAT, AE15 AATATCAAA, mutl4a AAA—GCT,
mutl5a AA—GT, mutl5b AAA—GCT) (I/46). We wszystkich badanych przypadkach
zauwazyli wzrost ilosci eksonu 10 w transkrypcie. Zmiany, ktére wprowadzili w rejon ESS
moga powodowac brak oddziatywania tego rejonu z czynnikami biatkowymi (SRp55, SRp30c
oraz hnRNPG) i w konsekwencji brak rearanzacji pseudowezia PK3 w pseudowezet PK2.
Wigkszos¢ czynnikéw splicingowych wiaze si¢ do rejonéw jednoniciowych RNA (64). Bez
rearanzacji PK3 w PK2 fragment ISM pozostaje jednoniciowy i moga z tym rejonem

oddzialywac¢ aktywatory splicingu powodujac zwigkszenie ilosci izoformy 4R. Rearanzacja
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PK3 w PK2 sprawia, ze staje si¢ on rejonem dwuniciowym, przez co wiazanie si¢ do niego
aktywator6w splicingu jest zmienione. Model rearanzacji tego fragmentu potwierdzaja
badania na liniach komérkowych z uzyciem oligonukleotydu antysensowego AB3 (szczegoty
oddzialywan antysensowych oligonukleotydéw zostaty opisane w rozdziale 3.3 i zilustrowane
na rysunku 39). Zostat on wybrany w badaniach, jako oligonukleotyd kontrolny i zaktadano,
ze powinien wzmacnia¢ splicing przez zablokowanie miejsca ESS przed mozliwoscia
wigzania si¢ do niego czynnikOw biatkowych hamujacych sktadanie eksonu 10. Jednak
wyniki jednoznacznie pokazuja, ze obecnos¢ oligonukleotydu antysensowego AB3 powoduje
zmniejszony poziom wigzania si¢ Ul snRNP do 5 miejsca splicingowego. Mozna
przypuszczaé, ze czasteczka AB3 wigzac si¢ do ESS powoduje takze rearanzacj¢ struktury,
podobnie jak w przypadku biatek SRp55, SRp30c oraz hnRNPG. Hipoteza ta wyjasniataby
zaistniata sytuacje i prowadzitaby do wniosku, ze brak dostgpu ESS dla inhibitoréw splicingu
takze powoduje zmniejszenie splicingu. Nalezy zauwazyC, ze helisa 87-92/152-157
(5°’GUGUGG3’/5°CCAGCG3’), ktora jest czgscia pseudowegzta PK2 moze oddziatywaé z
jednej strony z helikalnym trzonem spinki H6, a z drugiej strony z trzonem spinki H5 pre-
mRNA genu MAPT. Powoduje to powstanie oddzialtywan wspétosiowych (ang. coaxial
stacking). Co prawda, od strony spinki H5 obie helisy oddziela niesparowana C151, ktéra
moze jednak przyja¢ ulozenie typu bulge-out 1 tym samym wzmocni¢ stabilnos¢ helisy
87-92/152-157 z trzonem spinki HS. Badania modelowe przeprowadzone przez grupg
Turner’a wykazaty, ze w zaleznos$ci od sekwencji i aranzacji terminalnych par oddziatujacych
wspotosiowo fragmentéw helikalnych wzmacniaja one ich stabilno$¢ termodynamiczna
(energig¢ swobodng) o 1-2 kcal/mol dla kazdego tego typu oddziatywania (27/3-215). Znaczy
to, ze trwatos¢ termodynamiczna fragmentu helikalnego 87-92/152-157 moze by¢ wyzsza o
2-4 kcal/mol w poréwnaniu do izolowanego dupleksu 5°’GUGUGG3’/5’CCAGCG3’. Taka
zmiana moze mie¢ duzy wptyw na wiazanie si¢ do tego regionu helikazy p68 oraz wptywac

na zdolnos¢ rozplatania tego regionu.

Dodatkowo, poréwnano takze dwie struktury trzeciorzgdowe fragmentu pre-mRNA
genu MAPT, ktére zostaly wymodelowane przez program RNAComposer na podstawie
struktury drugorzedowej okreslonej dla fragmentu pre-mRNA genu MAPT (Rysunek 45-A)
oraz struktury z rearanzacja pseudowezta PK3 w pseudowegzet PK2 (Rysunek 45-B). W
zaproponowanej w niniejszej pracy doktorskiej strukturze drugorz¢gdowej pseudowezet PK3

spinaja fragmenty 87-92 (kolor zielony rysunek 45-A2) oraz
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A2

PK3

B2

PK2

Rysunek 45. Struktura trzeciorzgdowa fragmentu pre-mRNA genu MAPT obrazujaca rearanzacj¢ jego
oddziatywan. Al-struktura z pseudowegztem PK3, Bl-struktura po zaproponowanej rearanzacji
zawierajaca pseudowezel PK2, A2-lokalizacja pseudowgzta PK3 w odniesieniu do calej struktury,
B2-lokalizacja pseudowezta PK2 w odniesieniu do catej struktury, A3-struktura pseudowegzta PK3,
B3-struktura pseudowegzia PK2. W sektorach A3 i B3 pokazane sa rézne ulozenia oddziatujacych
dwuniciowo fragmentéw odpowiednio pseudowegziéw PK3 i PK2. Kolorem zielonym zaznaczono

fragment 87-92, kolorem czerwonym 109-114, kolorem z6ttym 152-158.
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109-114 (kolor czerwony rysunek 45-A2), natomiast w strukturze po rearanzacji w tworzenie
pseudowezta PK2 zaangazowane sa fragmenty 87-92 (kolor zielony rysunek 45-B2) 1 152-158
(kolor zo6tty rysunek 45-B2). Doktadna struktura fragmentéw pseudowgziéow PK3 1 PK2
zostala przedstawiona na rysunku 45 A3 i B3. W oparciu o przedstawione struktury
trzeciorzegdowe, mozna stwierdzi¢, ze zaproponowana lokalna rearanzacja nie zmienia
drastycznie struktury globalnej fragmentu pre-mRNA genu MAPT. Mozna zauwazy¢ zmiang
potozenia spinki HS w stosunku do regulatorowej spinki H6. Ciekawym aspektem wydaje si¢
takze zmiana potozenia spinek H7 i H8 w stosunku do regulatorowej spinki H6. Przyblizenie
si¢ tych dwoch motywow strukturalnych do spinki ISS moze utrudnia¢ oddziatywanie tego

fragmentu z U1 snRNP i innymi czynnikami splicingowymi.

Jak nalezato si¢ spodziewaé dla struktury przedstawiajacej pofaldowanie prawie
200 nukleotydowego RNA jest ona bardzo ztozona (Rysunek 45). Sklada si¢ z szeregu
motywéw strukturalnych, z ktérych czes¢ moze oddziatywaé z sasiadujacymi rejonami
(dotyczy to zwlaszcza tej czgsci, w ktérej zachodzi proces splicingu czyli okolic spinki H6),
ale sa tez rejony, w ktérych motywy strukturalne raczej nie oddzialuja ze soba (5’ koniec

modelowego pre-mRNA).

4.4. Model regulacji, a mutacje w FTDP-17

U zdrowego cztowieka stosunek izoformy 3R 1 4R jest w przyblizeniu réwny jeden
(216). W wyniku mutacji destabilizujacych (11C, 12U, 13G, DD-PAC oraz 16U)
znajdujacych si¢ w regulatorowej spince zmienia si¢ ten stosunek na rzecz zwigkszonej ilosci
izoformy 4R (74, 124, 125). Odwrotna sytuacja wystepuje, gdy w spince RNA pojawia si¢
mutacja 19G (Rysunek 46) (/45). Zaproponowana rearanzacja struktury i wigzanie si¢ biatka
PSF oraz helikazy p68 wyjasnia mechanizm regulacji alternatywnego splicingu. Badania nad
biatkiem PSF wykazaly, ze nie wiaze si¢ ono do regulatorowej spinki zawierajacej mutacje
DD-PAC (badano jedynie forme¢ dzika i DD-PAC) (157). Najprawdopodobniej wiazanie PSF
jest zalezne od stabilnosci termodynamicznej regulatorowej spinki. Biatko PSF moze
oddzialywac ze stabilng spinka i dodatkowo wzmacniac jej strukturg. Taka wiasciwos¢ biatka
PSF moze tlumaczy¢ powstawanie w wigkszej ilosci izoformy 4R w przypadku mutacji 11C,
12U, 13G, DD-PAC oraz 16U. Obecno$¢ takich mutacji w obrebie spinki regulatorowej
powoduje brak wiazania si¢ do niej biatka PSF i rozplatanie dupleksu przez helikazg p68 nie

jest hamowane. Z drugiej strony, zauwazono takze brak wiazania si¢ helikazy p68 do
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fragmentu pre-mRNA genu MAPT z mutacja DD-PAC (159). Autorzy pracy sugeruja, ze
helikaza p68 jest kluczowym czynnikiem biatkowym wzmacniajacym splicing eksonu 10,
jednak w przypadku mutacji DD-PAC powodujacej zwigkszone sktadanie eksonu 10 nie
zaobserwowano wiazania si¢ helikazy p68 do tak zmutowanej spinki regulatorowej (rejon
ISS). Badania na liniach komérkowych cos-7 z zastosowaniem antysensowych
oligonukleotydéw pokazaly, ze negatywny efekt wywotany mutacjami destabilizujacymi
mozna zamaskowa¢ przez oddzialywanie z elementami dzialajacymi w ukladzie cis, co
$wiadczy o udziale tych elementéw w rekrutacji czynnikéw biatkowych wiazacych si¢ do

regulatorowej spinki.

Zaproponowany model wyjasnia takze wptyw mutacji 19G na alternatywny splicing
eksonu 10. Zamiana C na G (jak to ma miejsce w przypadku mutacji 19G) w pozycji 151
stabilizuje pseudowegzet PK2, przez powstanie dodatkowej pary G(151)-C(93) pomigdzy ISM
a fragmentem 87-92. W takim przypadku helikaza p68 musi rozples¢ stabilniejszy motyw
strukturalny (helisa 87-93/151-157 posiada dodatkowa parg¢ G-C w stosunku do
87-92/152-157), co jest trudniejsze 1 5’ miejsce splicingowe nie jest rozpoznawane przez
Ul snRNP (Rysunek 46). Proponujac struktur¢ fragmentu pre-mRNA genu MAPT
rozpatrywano mozliwo$¢ parowania si¢ C127 i G151 (Rysunek 34). W przypadku mutacji
19G zmiana G151 na C151 zaburzataby parowanie si¢ C127 i G151, co powinno prowadzi¢
do tworzenia si¢ w przewadze izoformy 4R, a przeprowadzone badania prowadza do
odwrotnych obserwacji. Badania opisane w przwdstawionej rozprawie doktorskiej pokazuja,
ze w przypadku mutacji 19G brak jest korelacji pomigdzy stabilnos$cia spinki regulatorowej, a
iloscia izoform 3R i 4R biatka tau (tworzy si¢ w przewadze izoforma 3R), co sugeruje inny

mechanizm regulacji alternatywnego splicingu.
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Rysunek 46. Model wplywu mutacji 19G na alternatywne sktadanie eksonu 10 genu MAPT.
A-struktura odpowiedniego fragmentu w czasteczce RNA formy dzikiej, B-proponowana struktura
tego samego fragmentu w czasteczce RNA z mutacja 19G.

Podsumowujac, zaproponowany model alternatywnego sktadania eksonu 10 genu
MAPT bardzo dobrze wpasowuje si¢ w wyniki badan przedstawione w niniejszej rozprawie
doktorskiej, a takze poparty jest wieloma doniesieniami literaturowymi. Sktadanie eksonu 10
biatka tau jest zalezne od wszystkich elementéw regulatorowych dziatajacych w uktadzie cis,
jednak wydaje sig¢, ze kluczowa role odgrywa stabilno$¢ termodynamiczna spinki
regulatorowej w rejonie elementu intronowego wyciszajacego splicing. Struktura
drugorzgdowa tego fragmentu pre-mRNA, a takze stabilno§¢ motywéw strukturalnych
wplywaja w sposob dynamiczny na oddziatywanie RNA z biatkami regulujacymi proces

alternatywnego splicingu.
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VI. PODSUMOWANIE

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta kompleksowa analiza mutacji wystgpujacych

w spince RNA regulujacej alternatywne sktadanie eksonu 10 biatka fau. Wykonane badania

mozemy podzieli¢ na trzy czg¢sci: (1) badania termodynamiczne, (2) strukturalne i (3) badania

na liniach komérkowych cos-7.

Uzyskane wyniki mozna podsumowa¢ w nast¢pujacych punktach:

1.

Przeprowadzone badania topnien UV 25/26 nukleotydowych spinek RNA wykazaty
znaczacy wplyw badanych mutacji (11C, 12U, 13G, DD-PAC, 16U, DD-10C,
DDI-17T, WT-10C oraz WTI-17T) na ich stabilizacj¢ termodynamicznga. Mutacje,
ktére powoduja zwigkszona ilos¢ izoformy 4R biatka fau powodowaly obnizenie
stabilno$ci motywu spinkowego. Mutacja 19G, zwigkszajaca ilo$¢ izoformy 3R biatka
tau, nie powodowata zwigkszonej stabilno$ci spinki regulatorowej w stosunku do
spinki RNA typu dzikiego, dlatego wpltyw tej mutacji na alternatywny splicing
eksonu 10 genu MAPT ma odmienny charakter.

Widma dichroizmu kotowego wszystkich badanych spinek RNA nie wykazaly
znaczacych  zmian  strukturalnych  pomigdzy czasteczkami  zawierajacymi
poszczegbdlne mutacje, a forma dzika.

Wykazano, ze ligandy niskoczasteczkowe, takie jak: neomycyna, kanamycyna,
tobramycyna i1 mitoksantron wiaza si¢ do badanych spinek RNA wptywajac na ich
stabilno$¢ termodynamiczna. Neomycyna, kanamycyna i mitoksantron znaczaco
stabilizowaly czasteczki RNA, a efekt stabilizacyjny byl zalezny od rodzaju
antybiotyku 1 mutacji w spince RNA. W niektérych przypadkach stabilizacja za
pomoca antybiotykow spinek RNA z mutacjami powodowala, ze energia swobodna
takiego kompleksu byta poréwnywalna do czasteczki WT.

Wyniki mapowania izoenergetycznymi macierzami RNA oraz mapowania
chemicznego (SHAPE i DMS) pozwolily stwierdzi¢, ze wszystkie badane mutacje nie
wplywaja znaczaco na strukturg drugorzegdowa badanego fragmentu pre-mRNA genu
MAPT.

Programy komputerowe do przewidywania struktury drugorzedowej czasteczek RNA,
wsparte eksperymentalnymi wynikami ich mapowania pozwolily na zaproponowanie
nowej struktury drugorzedowej badanego fragmentu pre-mRNA genu MAPT. Model

ten jest zgodny z danymi eksperymentalnymi i pozwala przedstawi¢ wszystkie
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10.

zmian

elementy regulujace alternatywne skladanie eksonu 10 biatka tau w poszczegdlnych
motywach strukturalnych.

Zaproponowana struktura drugorzgdowa pozwolita na wymodelowanie struktury
trzeciorzedowej o optymalnej energii swobodne;.

Przedstawiono réwniez model regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 genu
MAPT; na tej podstawie wyjasniono mechanizm oddziatlywania mutacji 19G.

Po raz pierwszy wykazano, ze 194/195 nukleotydowy fragment pre-mRNA jest
wystarczajacy do poprawnego procesu alternatywnego splicingu eksonu 10 biatka rau
w liniach komérkowych cos-7. Analiza RT-PCR ilosci transkryptéw z eksonem 10 i
bez pozwolita na skorelowanie energii swobodnej badanych spinek z iloscig izoformy
3Ri4R.

Wykazano mozliwos¢ regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 na liniach
komérkowych. Neomycyna, kanamycyna i tobramycyna obnizaty ilo$¢ izoformy 4R w
przypadku czasteczek z mutacjami destabilizujacymi, czyli takimi jak: 11C, 12U,
13G, DD-PAC, 16U. Ponadto, zmienialy one profil alternatywnego skladania
eksonu 10 w przypadku formy dzikiej. Zaobserwowano rowniez zalezno$¢ pomigdzy
stezeniem antybiotykow, a spadkiem ilosci izoformy 4R.

Oligonukleotydy antysensowe pozwolity na regulacj¢ alternatywnego splicingu
eksonu 10 przez oddzialywanie tych czasteczek z elementami regulujacymi,
wystgpujacymi w pre-mRNA genu MAPT. Zmiany w alternatywnym sktadaniu
eksonu 10 biatka tau moga by¢ eliminowane przez maskowanie miejsc wiazania si¢
czynnikow biatkowych lub przez zaburzanie motywoéw strukturalnych elementow

regulujacych ten proces.

Podsumowujac, uzyskane dane pozwolity na poszerzenie wiedzy na temat regulacji

alternatywnego splicingu eksonu 10 genu MAPT. Motyw spinkowy na granicy eksonu 10 i
intronu 10-11 peini giéwna funkcje regulacyjna w tym procesie. Wigkszo§¢ mutacji w
chorobie FTDP-17 wystepujacych w motywie spinkowym powoduje obnizenie stabilnosci
termodynamicznej spinki, co za tym idzie zmienia si¢ stosunek izoformy 3R do 4R biatka rau.
Analiza na liniach komdérkowych cos-7 potwierdzita zalezno$¢ pomigdzy stabilnoscia
termodynamiczng, a ilo$cia powstajacych izoform 3R i 4R biatka rau. Uzyskane wyniki

pozwalaja stwierdzi¢, ze zmiany w alternatywnym splicingu moga nie tylko by¢ wynikiem

w sekwencji 1 w strukturze drugorz¢gdowej pre-mRNA, ale réwniez rdéznice w

stabilnosci poszczegdlnych motywéw, ktére maja wplyw na ten proces. Analiza struktury
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pozwolita na zaproponowanie nowego modelu regulujacego alternatywny splicing eksonu 10,
polegajacego na wystgpowaniu rearanzacji struktury w wyniku przylaczenia si¢ czynnikow

biatkowych do eksonowego wyciszacza splicingu.

W niniejszej rozprawie doktorskiej uzyskano po raz pierwszy pelne parametry
termodynamiczne spinek RNA z wybranymi mutacjami, dodatkowo zbadano wptyw
niskoczasteczkowych ligandéw na stabilno$¢ badanych spinek. Po raz pierwszy okreslono
rOwniez struktur¢ drugorzegdowa fragmentu sasiadujacego z regulatorowym motywem
spinkowym. Ponadto, wykazano zdolno$¢ antybiotykéw i oligonukleotydéw antysensowych
do regulacji alternatywnego splicingu eksonu 10 genu MAPT. Na koniec zaproponowano

zupelnie nowy model regulacji alternatywnego sktadania eksonu 10 biatka tau.
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VII. MATERIALY I METODY
1. Materiaty

1.1. Odczynniki

Kakodylan sodu, glukoza, borowodorek sodu, bigkit bromofenolowy, cyjanol
ksylenowy, glicerol, chlorek amonu, ampicylina, nadsiarczan amonu (APS), bromek etydyny,
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina (TEMED), siarczan dimetylu (DMS), wodorotlenek
sodu, roztwor antybiotykéw 100x stgzony (Antibiotic Antymycotic Solution), roztwor
witamin 100x st¢zony (MEM Vitamin Solution)), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium), tobramycyna, D-glukoza, borowodorek sodu, kwas
2-[4-(2-hydroksyetyleno)-1piperazylo]etanosulfonowy (HEPES), metyloamina,
fluorowodorek trietyloamonowy (TEA-3HF), octan amonu-Sigma-Aldrich

S6l disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego (Na,EDTA), chlorek magnezu,
chlorek sodu, dodecylosiarczan sodu (SDS), chlorek potasu, sulfotlenek dimetylu (DMSO),
octan sodu, diwodorofosforan potasu, wodorofosforan sodu, tri(hydroksymetylo)aminometan
(Tris), nadjodan sodu-Fluka

Pepton, wyciag drozdzowy, agar, akrylamid, N,N’-metylenobisakrylamid-Serva

Roztwory 5’-trifosforanéw deoksyrybonukleozydéw (dATP, dCTP, dGTG, dNTP)
glikogen- Thermo Scientific

Roztwory 5’-triosforanéw dideoksyrybonukleozydéw (ddATP, ddCTP, ddGTP,

ddTTP)-Roche

Izopropylotiogalaktozyd (IPTG), glicyna, kwas borowy, PBS 10x stgzony, neomycyna,
kanamycyna, mocznik, fenol, chloroform/alkohol izoamylowy (24:1 v/v), agaroza-Bioshop

NMIA-Molecular Probes

Kwas octowy, metanol, n-propanol, n-butanol, kwas solny, etanol-Polskie Odczynniki
Chemiczne

Izopropanol-Chempur

Amoniak (32%)-Merck

Trizol, Lipofectamine 2000-Invitrogen

Bydleca surowica ptodowa FBS, OptiMEM-Gibco BRL

Mitoksantron-Abcam
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1.2. Enzymy

Polimeraza DNA Taq (5U/ul), Ligaza DNA T4-Thermo Scientific
Polimeraza DNA Taq (5U/ul)-EURx

RNazaA, trypsyna stgzona 10x-Sigma-Aldrich

Enzymy restrykcyjne EcoRI 1 Pstl-Promega

DNaza I (2U/ul)-Ambion

1.3. Plazmidy

Plazmid pUC19-Thermo Scientific
Plazmid pSPL3b-udostgpniony dzigki uprzejmosci prof. Lynch’a z The Dublin

Neurological Institute

1.4. Linia komorkowa

Linie komoérkowe cos-7 udostgpnione dzigki uprzejmosci dr Pauliny Jackowiak,

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu

1.5. Akcesoria dodatkowe

Silanizowane ptytki mikroskopowe, komory hybrydyzacyjne 9 x 0,8 mm
-Sigma-Aldrich

Plytki do drukowania mikromacierzy 384 dotkowe-Perkin Elmer

Plytki silikazelowe 60 F,s4 0,25 mm (20x20 cm)-Merck

Kolumny zawierajace silanizowane podtoze Sep-pak-Waters

Plastiki do hodowli linii komérkowej-Greiner Bio-One

Ilustra NAP-25 columns-GE Healthcare Life Sciences

1.6. Izotopy promieniotworcze

[o>*P] ATP 5000 Ci/mmol-Hertman Analitic

1.7. Gotowe zestawy do badan biochemicznych

Zestaw do transkrypcji in vitro T7-MEGAshortscript ™ -Ambion
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Zestawy do oczyszczania DNA: QIAquick PCR Purification Kit-Qiagen

Zestaw do odwrotnej transkrypcji SuperScript III-Invitrogen

Zestaw do odwrotnej transkrypcji iScript™ Reverse Transcription Supermix-Biorad

1.8. Szczepy bakteryjne

Escherichia coli szczep DH5a-Gibco BRL

1.9. Wzorce dlugosci kwaséw nukleinowych

DirectLoad™ Wide Range DNA Marker-Sigma-Aldrich
GeneRuler™ DNA Ladder Mix-Thermo Scientific
PerfectPlus™ 50-500 bp DNA ladder-EURx

1.10. Oligonukleotydy

nazwa dhugos¢ sekwencja zapisana w orientacji 5’—3’
WT 25 GGCAGUGUGAGUACCUUCACACGUC
11C 25 GGCAGUGUGAGUACCUCCACACGUC
12U 25 GGCAGUGUGAGUACCUUUACACGUC
13G 25 GGCAGUGUGAGUACCUUCGCACGUC
DD-PAC 25 GGCAGUGUGAGUACCUUCAUACGUC
16U 25 GGCAGUGUGAGUACCUUCACAUGUC
19G 25 GGCAGUGUGAGUACCUUCACACGUG
DD-10C 25 GGCAGUGUGAGUACCCUCAUACGUC
DDI-17T 26 GGCAGUGUGAGUACCUUCAUACUGUC
WT-10C 25 GGCAGUGUGAGUACCCUCACACGUC
WTI-17T 26 GGCAGUGUGAGUACCUUCACACUGUC

Podkresleniem oznaczono odpowiednie mutacje
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Oligodeoksyrybonukleotydy uzyte jako startery w reakcjach PCR w celu otrzymania
matryc do transkrypcji in vitro, jako startery w reakcjach sekwencjonowania oraz jako startery
w reakcji RT-PCR:

nazwa dhugos¢ sekwencja zapisana w orientacji 5°—3’

maptA 65 CAAAGGTGCAGATAATTAATAAGAAGCTGGATCTTAGC
AACGTCCAGTC CAAGTGTGGCTCAAAG

maptB-WT 69 GTGTGAAGGTACTCACACTGCCGCCTCCCGGGACGTGT
TTGATATTATCCTTTGAGCCACACTTGGACT

maptB-11C 69 GTGTGGAGGTACTCACACTGCCGCCTCCCGGGACGTGT
TTGATATTATCCTTTGAGCCACACTTGGACT

maptB-12U 69 GTGTAAAGGTACTCACACTGCCGCCTCCCGGGACGTGT
TTGATATTATCCTTTGAGCCACACTTGGACT

maptB-13G 69 GTGCGAAGGTACTCACACTGCCGCCTCCCGGGACGTGT
TTGATATTATCCTTTGAGCCACACTTGGACT

maptB-DD-P 69 GTATGAAGGTACTCACACTGCCGCCTCCCGGGACGTGT

AC TTGATATTATCCTTTGAGCCACACTTGGACT

maptB-16U 69 ATGTGAAGGTACTCACACTGCCGCCTCCCGGGACGTGT
TTGATATTATCCTTTGAGCCACACTTGGACT

maptB-19G 79 CACGTGTGAAGGTACTCACACTGCCGCCTCCCGGGACG
TGTTTGATATTATCCTTTGAGCCACACTTGGACT

maptB-DD-1 69 GTATGAGGGTACTCACACTGCCGCCTCCCGGGACGTGT

0C TTGATATTATCCTTTGAGCCACACTTGGACT

maptB-DDI- 70 AGTATGAAGGTACTCACACTGCCGCCTCCCGGGACGTG

17T TTTGATATTATCCTTTGAGCCACACTTGGACT

maptB-WT-1 69 GTGTGAGGGTACTCACACTGCCGCCTCCCGGGACGTGT

0C TTGATATTATCCTTTGAGCCACACTTGGACT

maptB-WTI- 70 AGTGTGAAGGTACTCACACTGCCGCCTCCCGGGACGTG

17T TTTGATATTATCCTTTGAGCCACACTTGGACT

maptC 50 TCAAGCCACAGCACGGCGCATGGGACGTGTGAAGGTA
CTCACACTGCCGC

maptD 55 GTCACTCATCCTTTTTTCTGGCTACCAAAGGTGCAGATA
ATTAATAAGAAGCTGG

maptE 49 TAATACGACTCACTATAGGGTGGCGTGTCACTCATCCT
TTTTTCTGGCT

maptF 46 TCACACCACTTCCTAATAATTCAAGCCACAGCACGGCG
CATGGGAC

maptE-EcoRI 34 GCGGAATTCTAATACGACTCACTATACTATAGGG

maptE-Pstl 31 GCGCTGCAGTCACACCACTTCCTAATAATTC
maptG 24 GCGGAATTCGGGTGGCGTGTCACT

PCR-1 24 TAATACGACTCACTATAGGGAGGC

PCR-2 24 TCACACCACTTCCTAATAACAAGC
SEK-pSPL3b 25 TCCTTGGAATGTTGATGATCTGTAG
SEK-pUC19 22 TGCAAGGCGATTAAGTTGGGTA

SD6 19 TCTGAGTCACCTGGACAAC

SA2

24

ATCTCAGTGGTGGTATTTGTGAGC
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Starter DNA-LNA:

nazwa dhugos¢ sekwencja zapisana w orientacji 5°—3’

PE-LNA 13 F-TCACACCACTTCC

Kolorzem czerwonym zapisano reszty nukleotydowe typu LNA, F oznacza fluoresceing.

Sondy uzyte w eksperymentach mapowania mikromacierzowego, wybrane z 855
dostepnych w bibliotece sond izoenergetycznych, zawierajace tacznik C6-aminoheksylowy na
koncu 5’:

nr nr nr nr
sondy | sekwencja | sondy | sekwencja | sondy | sekwencja | sondy | sekwencja
278 CDCCC 223 | DUCUGG | 909 | UGDUDG | 666 GGCGC

326 CCDCC 504 | CUUCUG | 444 | CGUGUG | 423 CGGCG
594 GCCDC 638 | GCUUCG 111 | DCGUGG | 106 DCGGC
405 CGCCA 160 | DGCUUG | 674 GGGDC 283 | CDCGGG
102 ACGCC 296 | CDGCUG | 425 CGGGA 583 GCDCG
282 | CDCGCG | 330 CCDGC 363 CCGGG 146 | AGCDCG
71 DCDCG 851 | UCCDGG | 347 CCCGG 293 | CDGCAG
530 | GDCDCG | 213 | DUCCDG | 855 UCCCG 74 DCDGC
901 | UGDCDG | 566 | GDUCCG | 470 CucccC 275 | CDCDGG
738 | GUGDCG | 142 | DGDUCG | 374 CCucCC 38 DDGCC
185 | DGUGDG 36 DDGDUG | 606 GCCUC 266 | CDDGCG
559 | GDGUGG | 777 | UDDGDG | 408 CGCCU 835 | UCDDGG
908 | UGDGUG | 451 | CUDDGG | 358 CCGCC 369 | CCUDDG
227 | DUGDGG | 625 | GCUDDG | 602 GCCGC 861 | UCCUDG
569 | GDUGDG | 925 | UGCUDG | 919 UGCCG 984 | UUCCUG
655 | GGDUGG | 1000 | UUGCUG | 486 | CUGCCG | 502 | CUUCCG
164 | DGGDUG | 762 | GUUGCG | 122 | DCUGCG | 126 | DCUUCG
41 | DDGGDG | 447 | CGUUGG | 287 | CDCUGG | 328 | CCDCUG
11 | DDDGGG | 112 | DCGUUG | 837 | UCDCDG 82 DCCDCG
3 DDDDGG | 540 | GDCGUG | 466 | CUCDCG | 277 | CDCCAG
513 | GDDDDG | 647 GGDCG 117 | DCUCDG 70 DCDCC
129 | DGDDDG | 930 |UGGDCG | 798 | UDCUCG | 685 |GGGUAG
289 | CDGDDG | 489 | CUGGDG | 712 | GUDCUG | 172 | AGGGUG
329 | CCDGDG | 123 | DCUGGG | 690 | GGUDCG | 555 GAGGG
595 GCCDG 543 | GDCUGG | 173 | AGGUAG | 907 | UGDGGG
149 | AGCCDG | 648 | GGACUG 44 DDGGUG | 739 | GUGDGG
806 UDGCC 1001 | UUGGDG | 523 | GDAGGG 78 DCDUCG
714 | GUDGCG | 507 | CUUGGG | 899 | UGDDGG | 825 | UDUGDG
691 | GGUDGG 72 DCDCUG | 737 | GUGDDG | 719 | GUDUGG
941 |UGGUDG | 274 | CDCDCG | 953 |UGUGDG | 188 |DGUGUG
1004 | UUGGUG | 325 | CCDCDG | 751 |GUGUGG | 180 | DGUDUG
96 | DCCUUG | 550 GDGCC 937 | UGGGAG | 303 | CDGUGG
280 | CDCCUG | 906 |UGDGCG | 235 | AUGGGG | 109 | DCGUDG
582 GCDCC 995 | UUGDGG | 315 | CDUGGG | 301 | CDGUDG
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914 | UGCDCG | 864 | UCCUUG | 591 | GCDUGG 76 DCDGUG
485 | CUGCDG | 216 | DUCCUG | 404 | CGCDUG | 531 | GDCDGG
890 | UCUGCG | 822 | UDUCCG | 613 GCGCA 645 | GGDCDG

Czerwonym kolorem oznaczono reszty nukleotydowe typu LNA, czarnym 2’-O-metylowane a niebieskim
dodatkowa reszt¢ LNA-G. Litera D oznaczono 2,6-diaminopurynorybozyd.

Dodatkowe sondy heptamerowe, zawierajace lacznik C6-aminoheksylowy na
konficu 5°:

nazwa sekwencja nazwa sekwencja
S-1 GDADADAP S-9 UubDUUDUCP
S-2 AUUDUCUP S-10 GAUDUUAP
S-3 UDAUUDUP S-11 GUGUUUGP
S-4 AUUDAUUP S-12 ACGUGUUP
S-5 UUAUUDAP S-13 AUADUUCP
S-6 UCUUAUUP S-14 UDAUADUP
S-7 AUUCUUAP S-15 CCUUUGG
S-8 CCUUUGAP S-16 CCUUUGG

Czerwonym kolorem oznaczono reszty nukleotydowe typu LNA, czarnym 2’-O-metylowane, kolorem zielonym
pseudonukleotyd pirenowy. Litera D oznaczono 2,6-diaminopurynorybozyd.

Oligonukleotydy antysensowe zawierajace wyltacznie 2’-O-metylowane reszty RNA

nazwa dhugos¢ sekwencja zapisana w orientacji 5°—3’
AB1 20 UUAAUUAAAAAAGGAUGAGU
AB2 21 UUGCUAAGAUCCAGCUUCUUA
AB3 20 UGUUUGAUAUUAUCCUUUGA
AB4 20 AGCCACAGCACGGCGCAUGG

1.11. Roztwory i bufory

Bufor TBE uzywany do rozdzialu kwaséw nukleinowych metoda elektroforetyczna w
zelach agarozowych i poliakrylamidowych (10x stezony)
1 M Tris
1 M kwas borowy
10 mM Na,EDTA; pH 8,3
Do rozdziatu elektroforetycznego w zelach poliakrylamidowych stosowano bufor
Ix stezony, natomiast do rozdziatu -elektroforetycznego w zelach agarozowych

stosowano bufor 0,5x stgzony.
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Bufor TBM uzywany do rozdzialu kwaséw nukleinowych metoda elektroforetyczng w
niedenaturujacych zelach poliakrylamidowych (10x st¢zony)

1 M Tris

1 M kwas borowy

100 mM MgCl,

Do rozdziatu elektroforetycznego w zelach poliakrylamidowych stosowano bufor 1x stgzony.

Bufor TAE uzywany do rozdzialu kwaséw nukleinowych metoda elektroforetyczng w
zelach agarozowych (50x stezony)

2 M Tris

2 M kwas octowy

50 mM Na,EDTA; pH 8,3

Do rozdziatu elektroforetycznego w zelach agarozowych stosowano bufor 1x stezony.

Bufor obciazajacy uzywany do rozdzialtu kwaséw nukleinowych metoda
elektroforetyczng w niedenaturujacych zelach poliakrylamidowych (10x st¢zony)

10 mM Tris-HCI, pH 7,5

50% (w/v) glicerol

0,2% (w/v) bigkit bromofenolowy

0,2% (w/v) cyjanol ksylenowy

Bufor obciazajacy uzywany do rozdzialtu kwaséw nukleinowych metoda
elektroforetyczna w denaturujacych zelach poliakrylamidowych (2x stezony)

8 M mocznik

0,2% (w/v) bigkit bromofenolowy

0,2% (w/v) cyjanol ksylenowy

Bufor do elucji kwaséw nukleinowych z zelu poliakrylamidowego

0,3 M octan sodu, pH 5,5

Bufor do topnien UV i widm CD
100 mM NaCl
20 mM kakodylan sodu
0,5 mM Na,EDTA; pH 7,0

128



MATERIALY I METODY

Bufory F do badania homogennosci czasteczek RNA
Bufor F-a
1 M Na(Cl
4 mM MgCl,

Bufor F-b
200 mM NaCl
4 mM MgCl,

Bufor F-c
100 mM NaCl
15 mM MgCl,

Bufor F-d
100 mM NacCl
0,5 mM Na,EDTA

Bufory hybrydyzacyjne uzywane w mapowaniu na mikromacierzach
Bufor 1
1 M NaCl
4 mM MgCl,
10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Bufor 11

200 mM NacCl

4 mM MgCl,

10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Bufor 111

100 mM NaCl,

15 mM MgCl,

10 mM Tris-HCI; pH 7,5
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Bufor PBS do drukowania mikromacierzy
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
4,3 mM Na,HPO,4*7H,0
1,4 mM KH,POy; pH 7,3

Roztwor do redukcji nadrukowanych sond
37 mM NaBH4
72% bufor PBS
28% etanol

Bufor H do mapowania chemicznego (2x stezony)
600 mM NaCl
100 mM HEPES pH 7,5
10 mM MgCl,

Bufor do lizy ALM1
50 mM D-glukoza
25 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM Na,EDTA

1.12. Pozywki

Pozywka stata LB z ampicyling
2,5 g pepton
1,25 g wyciag drozdzowy
1,25 g NaCl
3,75 g agar

Dopetniano woda do 250 ml i sterylizowano w autoklawie, po schiodzeniu do

temperatury 55°C do otrzymanego roztworu dodawano roztworu ampicyliny do stezenia

koncowego 0,2 mg/ml. Pozywke wylewano na plytki Petriego na stole z laminarnym

przeptywem powietrza.
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Pozywka ptynna LB
10 g pepton
5 g wyciag drozdzowy
5 g NaCl

Dopetniano woda do 1000 ml i sterylizowano w autoklawie

Pozywka ptynna LB z ampicylina
Do ptynnej pozywki LB dodawano roztworu ampicyliny do ste¢zenia koncowego
0,2 mg/ml.

Roztwoér wyjsciowy ampicyliny: roztwér ampicyliny w wodzie 0,1 g/ml

Cos-7 pozywka hodowlana
Medium hodowlane DMEM
10% FBS
IX roztwdr witamin
1x roztwor antybiotykéw

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byta podgrzewana do temperatury 37°C

Cos-7 pozywka hodowlana, uzywana po odmrazaniu komérek cos-7
Medium hodowlane DMEM
30% FBS
1X roztwér witamin

1x roztwor antybiotykéw

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byta podgrzewana do temperatury 37°C

1.13. Zele

Zele agarozowe
Roztwor agarozy 1% lub 2% w buforze 0,5x TBE lub 1x TAE podgrzewano w
kuchence mikrofalowej, dodawano bromku etydyny do koncowego st¢zenia 7,5 pg/ml,

wylewano do aparatu do elektroforezy, pozostawiano do zatgzenia.
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Zele poliakrylamidowe do rozdzialu kwaséw nukleinowych metods elektroforetyczng w
warunkach denaturujacych

8, 10 lub 12% w/v akrylamid:N,N’-metylenobisakrylamid (29:1)

1x bufor TBE

8 M mocznik

0,6% (w/v) APS

0,04% (v/v) TEMED

Zel wylewano miedzy szyby i pozostawiano do polimeryzacji.

Zele poliakrylamidowe do rozdzialu kwaséw nukleinowych metoda elektroforetyczna w
warunkach niedenaturujacych

6 % w/v akrylamid:N,N’-metylenobisakrylamid (29:1)

1x bufor TBM

0,6% (w/v) APS

0,04% (v/v) TEMED

Zel wylewano miedzy szyby i pozostawiano do polimeryzacji.

1.14. Wazniejsza aparatura, ktora stosowano podczas prowadzenia badan

- syntetyzer MerMade 12 BioAutomation Corporation
-spektrofotometr UV-VIS Beckman DU-640 z termoprogramatorem
-spektrofotometr UV-VIS JASCO V-650 z termoprogramatorem

- phosphoimager FLLA-5100 Fuji

- licznik scyntylacyjny MicroBeta2 Perkin Elmer

- spektrometr masowy MALDI-TOF Bruker Autoflex

- drukarka do mikromacierzy SpotArray 24 PerkinElmer

- drukarka do mikromacierzy NanoPrint microarray printer Arrayit

- automatyczny licznik komérek Automated Cell Counter TC20 Biorad

1.15. Wazniejsze programy stosowane podczas prowadzenia badan
- MeltWin 3.5

- RNAStructure 5.6

- vsfold 5

- Peak Scanner
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- Mutli Gauge V3.0
- Array Gauge 2.1
- RNAComposer

2. Metody

2.1. Synteza chemiczna oligonukleotydéw

Syntez¢ oligonukleotydéw przeprowadzono metoda amidofosforynowa na podtozu
statym na syntetyzerze BioAutomation Corporation MerMade 12. Do syntezy wykorzystano
handlowo dostgpne amidofosforyny RNA, DNA, 2’-O-metylo-RNA oraz fluoresceing.
Amidofosforyny LNA, 2’-O-metylo-2,6-diaminopurynorybozyd oraz pseudonukleotyd

pirenowy zostaty zsyntetyzowane w Pracowni Chemii RNA.

2.2. Odblokowywanie i oczyszczanie modyfikowanych heptamerow zawierajacych
Iacznik Cé-aminoheksylowy na koncu 5’ oraz pseudonukeotyd pirenowy na koncu 3’,
stosowanych jako dodatkowe sondy na mikromacierzy.

Podtoze zawierajace oligorybonukleotydy i 1 ml 40% wodnego roztworu metyloaminy
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 16 godzin. Zebrano roztwor znad podtoza, po
czym podtoze przemywano dwukrotnie 0,5 ml wody. Zebrany roztwor odparowywano do
sucha. Do suchych probek dodawano 0,9 ml 80% wodnego roztworu kwasu octowego,
inkubowano 3 godziny w temperaturze pokojowej 1 odparowano do sucha. Do osadu dodano
0,5 ml wody, odwirowano (5 min. 10000 rpm), przeniesiono roztwér do nowej probowki, a
probowki z osadem przeplukiwano jeszcze dwukrotnie 250 pl wody. Zebrany roztwor
odparowywano do sucha. Prébki rozpuszczano w 150 pl wody i oczyszczano metoda
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na ptytkach analitycznych zawierajacych zel
krzemionkowy 60 F,s4 z zastosowaniem fazy rozwijajacej n-propanol/amoniak/woda
(55/35/10 v/vIv). Zel krzemionkowy z prazkami zawierajacymi pozadane oligonukleotydy
zdrapywano z ptytki, po czym przemywano trzykrotnie 2 ml wody. Polaczone frakcje
odparowywano do sucha. Osad rozpuszczano w 500 pl wody i przenoszono do nowych
proboéwek, dodatkowo probéwki z osadem przeptukiwano jeszcze dwukrotnie 200 ul wody.
Catos¢ wirowano 5 minut przy 10 000 rpm. Roztwor przenoszono do nowych probowek.
Pozostatosci silikazelu przeptukiwano 200 pl wody 1 wirowano 5 minut przy 10 000 rpm,

roztwoOr znad silikazelu taczono z wczesniej zebranym.

133



MATERIALY I METODY

Kazdy oligonukleotyd byl analizowany za pomoca spektrometru masowego
MALDI-TOF. Stegzenie oligonukleotydéw obliczano korzystajac ze wspétczynnika ekstynkcji
przewidzianego dla RNA oraz pomiaru absorbancji. Absorbancj¢ mierzono

spektrofotometrycznie w §wietle UV o dtugosci fali 260 nm.

2.3. Odblokowywanie i oczyszczanie oligorybonukleotydow

Podloze zawierajace oligorybonukleotydy zalewano 1,5 ml 32% wodnego roztworu
amoniaku oraz 0,5 ml 96% etanolu. Nastgpnie inkubowano w temperaturze 55°C przez 16
godzin. Probki schtadzano 20 minut w temperaturze -20°C, nastgpnie odsaczano roztwor i
podtoze, a osad przemywano dwukrotnie 0,5 ml wody. Roztw6ér odparowywano do sucha. Do
osadu dodawano 100 pl N,N’-dimetyloformamidu i ponownie odparowywano. Dodawano
30 wl N,N’-dimetyloformamidu i 270 ul fluorowodorku trietyloamoniowego (dla syntezy
oligonukleotydéw w skali 1 uM) i inkubowano 2,5 godziny w temperaturze 55°C, co jaki$
czas mieszajac. Nastepnie do roztworu dodawano 4 ml n-butanolu i stracano przez 1 godzing
w temperaturze -20°C. Zawiesing wirowano 10 minut przy 5 000 rpm, supernatant zlewano,
a otrzymany osad suszono pod préznia. Oligorybonukleotydy odsalano za pomoca kolumn
zawierajacych Sephadex G-25 (kolumny NAP-25). Przed natozeniem préb, kolumny
przemywano 30 ml wody. Osad rozpuszczano w 1 ml wody i naktadano na przygotowana
kolumng. Zbierano 10 frakcji po 1,5 ml. Frakcje, ktére zawieraty oligonukleotyd taczono i
odparowywano do sucha. Oligorybonukleotydy oczyszczano za pomoca rozdzialu
elektroforetycznego w denaturujacym zelu poliakrylamidowym. Rozdzielone kwasy
nukleinowe lokalizowano dzigki zastosowaniu swiatta UV o dlugosci fali 260 nm; prazki
zawierajace oligorybonukleotydy o pozadanej dlugosci wycinano z zelu, z wycigtych
fragmentéw zelu eluowano oligorybonukleotydy a nastgpnie stracano.

Kazdorazowo przeprowadzano analiz¢ masowa zwiazkéw, za pomoca spektrometru

masowego MALDI-TOF.

24. Odblokowywanie i oczyszczanie  oligodeoksyrybonukleotydow oraz
oligodeoksyrybonukleotydéw zawierajacych nukleotydy z serii LNA oraz 6-FAM na 5’
koncu.

Podtoza zawierajace oligodeoksyrybonukleotydy zalewano 1,5-2 ml 32% wodnego

roztworu amoniaku. Nastepnie inkubowano w temperaturze 55°C przez 16 godzin. Probki
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schtadzano 20 minut w temperaturze -20°C, nastgpnie odsaczano roztwor i podloze
przemywano dwukrotnie 0,5 ml wody. Roztwér odparowywano do sucha. Odblokowane
kwasy nukleinowe oczyszczano metoda rozdziatu elektroforetycznego w denaturujacym zelu
poliakrylamidowym. Rozdzielone kwasy nukleinowe lokalizowano dzigki zastosowaniu
swiatta UV o dlugosci fali 260 nm; prazki reprezentujace pozadanej dlugosci kwasy
nukleinowe  wycinano z zelu, z  wycigtych fragmentéw zelu eluowano
oligodeoksyrybonukleotydy a nastgpnie stracano.

Przeprowadzano analiz¢ masowa zwiazkéw, za pomoca spektrometru masowego

MALDI-TOF.

2.5. Pomiary trwalosci termodynamicznej z uzyciem metody topnienia UV

Pomiary termodynamiczne prowadzono na spektrofotometrze Beckman DU-640 lub
JASCO V-650 z termoprogramatorem. Odpowiednie ilosci oligonukleotydu odparowywano
do sucha 1 rozpuszczano w buforze do topnien. Przed przystapieniem do eksperymentu
topnienia UV (ang. UV melting) oligonukleotydy podgrzewano do 80°C, po czym powoli
schtadzano do 4°C. Pomiary wykonywano w $§wietle UV przy dlugosci fali 260 nm, w
zakresie temperatury od 4°C do 90°C, szybkos$¢ zmiany temperatury wynosita 1°C/minutg, a
wartos¢ absorbancji probek mierzona byta co 0,5 minuty. Pomiary trwatosci
termodynamicznej prowadzono dla dziewigciu réznych stgzen, w zakresie 107-10° M.
Uzyskane w wyniku eksperymentu krzywe topnienia poddawano analizie w programie
MeltWin 3.5.

Pomiary trwatosci termodynamicznej komplekséw czasteczek RNA z antybiotykami
wykonywano analogicznie jak opisano powyzej. W przypadku neomycyny, kanamycyny i
tobramycyny, do oligonukleotydéow dodawano odpowiedni antybiotyk w stgzeniu
wystarczajacym, aby do 90% spinek RNA przytaczyl si¢ ligand niskoczasteczkowy. W
przypadku neomycyny stosunek molowy antybiotyk - RNA wyni6st 10:1, kanamycyny 350:1,
tobramycyny 50:1. Namiar molowy mitoksantronu w stosunku do czasteczki RNA zaburzat
pomiary przy dtugosci fali 260 nm, dlatego wykonano pomiary dla réwnomolowego stosunku

RNA do mitoksantronu.
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2.6. Pomiary widm dichroizmu kolowego spinek RNA.

Pomiary widm dichroizmu kotowego jedenastu spinek RNA zostaly wykonane na
spektropolarymetrze JASCO 815. Odpowiednia ilos¢ RNA taka, aby absorbancja przy
dlugosci fali 260 nm wynosita 0,5 zostala odparowana, a nastgpnie rozpuszczona w tym
samym buforze, ktéry uzywany byt do topnien UV. Pomiar wykonywano trzykrotnie, w 10°C
w zakresie 205-320 nm. Objetos¢ proby wynosita 1,3 ml, droga optyczna 0,5 cm, a szybko$§¢
pomiaru wynosita 50 nm/min. Wyniki trzech pomiaré6w widm CD dla kazdej spinki RNA

zostaty usrednione.

2.7. Znakowanie kwaséw rybonukleinowych izotopem **P

Reakcje przeprowadzano w celu uzyskania znakowanych radioizotopowo czasteczek
RNA wykorzystywanych do hybrydyzacji do izoenergetycznych macierzy RNA. Znakowane
czasteczki RNA otrzymywano korzystajac z zestawu do badan biochemicznych Ambion
T7-MEGAshortscript™ stosujac si¢ do zalecen producenta. Zwykle reakcje przeprowadzano
w objetosci 10 pl, a mieszanina reakcyjna zawierata: 2 pg matrycy DNA po 1 ul 75SmM CTP,
GTP, UTP, 0,25 ul 75mM ATP oraz 2 ul [0->P] ATP o aktywnosci 5000 Ci/mmol, 0,5-1 pl
mieszaniny T7 polimeraz RNA oraz 1 ul buforu dostarczonego wraz z enzymem. Reakcje
prowadzono przez 16 godzin w 37°C. W celu usunigcia matrycowego DNA, do mieszaniny
reakcyjnej dodawano 2 U DNazy [ 1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 15 minut.

Transkrypty oczyszczano metoda elektroforezy w  denaturujacym  zelu
poliakrylamidowym, wizualizowano w $wietle UV, eluowano z zelu i stracano. RNA

przechowywano w -20°C w stanie zliofilizowanym lub jako roztwory w sterylnej wodzie.

2.8. Elektroforeza DNA w zelach agarozowych produktéw reakcji PCR

Produkty reakcji PCR poddawane analizowano metoda elektroforezy w 1% lub 1,5%
zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (7,5 pg/ml) w warunkach natywnych. Do
prob rozdzielanych w zZelu dodawano bufor obciazajacy. Rozdzial prowadzono w buforze
0,5x TBE przy natezeniu 40-50 mA i napigciu 120-130 V. Produkty rozdzialu

elektroforetycznego analizowano w $wietle UV.
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2.9. Elektroforeza DNA w zelach agarozowych produktéw reakcji RT-PCR

Produkty reakcji RT-PCR analizowano metoda elektroforezy w 2% zelu agarozowym
z dodatkiem bromku etydyny (7,5 pg/ml) w warunkach natywnych. Do préb rozdzielanych w
zelu dodawano bufor obciazajacy. Rozdziat prowadzono w buforze 1x TAE przy nat¢zeniu
40-50 mA 1 napigciu 120-130 V. Produkty rozdziatu elektroforetycznego analizowano w
swietle UV.

2.10. Elektroforeza kwaséw nukleinowych w zelach poliakrylamidowych w warunkach

denaturujacych

Elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym o grubosci 1 mm w warunkach
denaturujacych stosowano do oczyszczania czasteczek RNA po reakcji transkrypcji in vitro
oraz do oczyszczania oligonukleotydow syntetyzowanych chemicznie. Natomiast do analizy
produktéw reakcji wydtuzania startera (ang. primer extension) przeprowadzanej po
chemicznym mapowaniu struktury drugorzegdowej RNA stosowano zel o grubosci 0,5 mm.
Stosowano zel poliakrylamidowy o usieciowaniu 29:1 (stosunek wagowy akrylamidu do
bisakrylamidu) z 8 M mocznikiem. Jako bufor elektroforetyczny stosowano 1x TBE.
Uzywano zeli 8, 101 12% w zaleznosci od dlugosci rozdzielanych czasteczek. Elektroforeze
prowadzono przy mocy pradu 10-15 W (zel 20 x 16 cm), 30-40 W (zel 42 x 22 cm) lub 40-55
W (zel 42 x 33 cm). Kazda elektroforez¢ poprzedzano 15-30 minutowa preelektroforeza.

Probki przed natozeniem na zel rozcienczano w stosunku 1:1 v/v buforami obciazajacymi.

2.11. Elektroforeza kwaséw nukleinowych w zelach poliakrylamidowych w warunkach

niedenaturujacych

Metodg elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych
stosowano do analizy homogennos$ci badanych czasteczek RNA. Zel poliakrylamidowy (6%)
wylewano migdzy ptyty o rozmiarze 20 x 27 cm z przektadkami o grubosci 1 mm.
Elektroforeze¢ prowadzono przy mocy pradu 20 W, stosujac system chlodzacy pozwalajacy na
uzyskanie statej temperatury 4°C. Elektroforeze¢ poprzedzano 15-30 minutowa
preelektroforeza. Stosowano zel poliakrylamidowy o usieciowaniu 29:1 (stosunek wagowy
akrylamidu do bisakrylamidu) oraz 1x TBM jako bufor elektroforetyczny. Do prébek

dodawano buforu obciazajacego 1 naktadano na schtodzony zel. Po zakonczeniu elektroforezy
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zel suszono. Obraz wizualizowano uzywajac ekranéw odwzorowujacych i komputerowego

skanera materiatow znakowanych radioizotopowo (Phosphorlmager, FLA-5100).

2.12. Elucja kwaséw nukleinowych z zelu poliakrylamidowego

Zel zawierajacy kwasy nukleinowe przenoszono do probéwek, dodawano buforu do
elucji 1 wytrzasano przy 1000 rpm przez okoto 2 godziny w temperaturze 4°C. Zbierano
supernatant, elucje powtarzano dwa razy. Nastgpnie stracano zawarte w supernatancie kwasy

nukleinowe.

2.13. Stracanie kwasow nukleinowych po elucji z zelu poliakrylamidowego

Do supernatantu dodawano 3 objgtosci schtodzonego do 4°C 96% etanolu i catos¢
inkubowano w temperaturze -20°C minimum przez 2 godziny. Mieszaning wirowano przy
12 000 rpm, w temperaturze 4°C przez 30 minut dla probéwek 1,5 ml lub wirowano przy
6000 rpm w temperaturze 4°C przez 30 minut dla probéwek 13 ml, nastgpnie supernatant
usuwano. W niektérych przypadkach w celu usunigcia soli osad dodatkowo przemywano 70%
etanolem, wirowano przy 12 000 rpm, w temperaturze 4°C przez 10 minut. Supernatant
dekantowano, a osad suszono pod préznia. Probki przechowywano w -20°C w stanie
zliofilizowanym lub rozpuszczone w sterylnej wodzie.

Stezenie kwaséw nukleinowych okres§lano na podstawie pomiaru absorbancji Swiatla
UV o diugosci fali 260 nm oraz korzystajac z obliczonego wspdétczynnika ekstynkcji. W
przypadku czasteczek znakowanych radioizotopowo mierzono radioaktywno$¢ przy uzyciu

licznika scyntylacyjnego

2.14. Oczyszczanie kwaséw nukleinowych metoda fenol-chloroform

Do 100 pl produktu reakcji PCR dodano 50 pl fenolu i 50 upl mieszaniny
chloroform/alkohol izoamylowy 24:1 (v/v) i krétko wytrzasano. Mieszaning wirowano przy
10 000 rpm przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Usuwano faz¢ organiczng i czynno$¢
powtarzano. Nastgpnie do fazy wodnej dodawano 100 pl mieszaniny chloroform/alkohol
izoamylowy 24:1 (v/v) w celu usunigcia §ladéw fenolu i ponownie wytrzasano i wirowano.
DNA zawarte w otrzymanej fazie wodnej stracano poprzez dodanie 3 M octanu sodu pH 5,0
do koncowego stgzenia 0,3 M oraz 3 objetosci schtodzonego do 4°C 96% etanolu. Catosé

inkubowano minimum 2 godziny w -20°C. Mieszaning wirowano przy 12 000 rpm, w
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temperaturze 4°C przez 30 minut. Supernatant usuwano, a osad suszono pod préznia. Probki
przechowywano w -20°C w stanie zliofilizowanym lub rozpuszczone w sterylnej wodzie.
Stezenie kwaséw nukleinowych okreslano na podstawie pomiaru absorbancji swiatta UV o

dtugosci fali 260 nm oraz korzystajac z obliczonego wspétczynnika ekstynkcji.

2.15. Otrzymywanie matryc do transkrypcji in vitro

W celu otrzymania matrycowych dwuniciowych DNA wykorzystywanych do reakcji
transkrypcji in vitro, wykonano szereg reakcji PCR. Matryce DNA miaty dlugos¢ 211/212
nukleotydéw i zawieraty 17 nukleotydéw promotora dla polimerazy T7 RNA oraz 194/195
nukleotydowy fragment pre-mRNA genu MAPT. W pierwszym etapie przeprowadzano
hybrydyzacje rownomolowych ilosci dwoch oligomeréw maptA 1 maptB, a nastgpnie reakcjg
PCR 1. Wykorzystano 11 r6znych oligonukleotydéw maptB, ktére zawieraly sekwencje dla
formy dzikiej i sekwencje z badanymi mutacjami (11C, 12U, 13G, DD-PAC, 16U, 19G,
DD-10C, DDI-17T, WT-10C oraz WTI-17T). Standardowa mieszanina reakcyjna zawierata
par¢ oligomerdéw, kazdy o stezeniu 1,5 uM, 3 mM MgCl,, mieszaning czterech ANTP kazdy o
stezeniu 0,2 mM, bufor z KCl dostarczony wraz z enzymem, SU polimerazy Taq.

Warunki reakcji PCR I byly nastgpujace:
a) wstegpna denaturacja 5 minut 95°C
b) 8 cykli obejmujacych:
- 75 sekund 95°C
- 75 sekund 56°C
- 2 minuty 72°C

¢) koncowe wydtuzanie 10 minut, 72°C.

Nastegpnie ta sama mieszanina reakcyjna poddawana byta reakcji PCR II, w ktorej
produkty reakcji PCR I stanowily matryce do syntezy dtuzszych dwuniciowych DNA z
wykorzystaniem jako starterow oligomeréw maptC i maptD.

Warunki reakcji PCR II byty nastepujace:
a) wstepna denaturacja 2 minuty 95°C
b) 30 cykli obejmujacych:
- 1 minuta 95°C
- 30 sekund 58°C
- 2 minuty 72°C
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c¢) koncowe wydtuzanie 10 minut 72°C.

Kolejno ta sama mieszanina reakcyjna poddawana byta reakcji PCR III, w ktorej
produkty reakcji PCR II stanowity matryce do syntezy diuzszych dwuniciowych DNA z
wykorzystaniem jako starterow oligomeréw maptE i maptF.

Warunki reakcji PCR III byty nastgpujace:
a) wstepna denaturacja 2 minuty 95°C
b) 30 cykli obejmujacych:
- 1 minuta 95°C
- 30 sekund 58°C
- 2 minuty 72°C

¢) koncowe wydtuzanie 10 minut, 72°C.

Produkty reakcji oczyszczano przy pomocy zestawu QIAGEN PCR Purification Kit
lub poprzez ekstrakcje fenol-chloroform. Oczyszczone DNA rozpuszczano w sterylnej
wodzie i przechowywano w temperaturze -20°C. DNA analizowano poprzez elektroforez¢ w
zelu agarozowym. Skiad nukleotydowy matryc sprawdzano poprzez sekwencjonowanie
uzywajac starterow maptE i maptF. Niestety, nie udato si¢ uzyska¢ homogennych matryc,
dlatego postanowiono wykona¢ selekcj¢ odpowiednich matryc wykorzystujac plazmid

pUCI09.

2.16. Selekcja matryc do transkrypcji in vitro w plazmidzie pUC19
Mieszanina reakcyjna PCR III poddawana byta reakcji PCR IV w celu dobudowania
miejsc restrykcyjnych dla enzyméw EcoRI i Pstl. Produkty reakcji PCR III stanowity matryce
do syntezy dluzszych dwuniciowych DNA z wykorzystaniem jako starterow oligomerow
maptE-EcoRI i maptF-Pstl.
Warunki reakcji PCR IV byly nastgpujace:
a) wstepna denaturacja 2 minuty 95°C
b) 30 cykli obejmujacych:
- 1 minuta 95°C
- 30 sekund 50°C
- 2 minuty, 72°C

¢) koncowe wydtuzanie 10 minut 72°C.
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Produkty reakcji oczyszczano przy pomocy zestawu QIAGEN PCR Purification Kit
lub poprzez ekstrakcje fenol-chloroform. Oczyszczone DNA rozpuszczano w sterylnej
wodzie i przechowywano w temperaturze -20°C. DNA analizowano poprzez elektroforez¢ w
zelu agarozowym.

Nastgpnie produkt reakcji PCR IV 1 plazmid pUC19 poddano reakcji trawienia
enzymami restrykcyjnymi EcoRI i Pstl. Ten sam bufor reakcyjny byl optymalny dla tych
dwoéch enzymoéw restrykcyjnych. Reakcje przeprowadzano w objgtosci 100 ul, dodajac 2 ug
produktu PCR IV lub plazmidu pUC19, po 5 ul EcoRI i Pstl, 10 ul buforu komercyjnie
dostepnego, optymalnego dla wybranych enzyméw restrykcyjnych. Préby inkubowano
minimum 2 godziny w 37°C. Produkty reakcji oczyszczano przy pomocy zestawu QIAGEN
PCR Purification Kit lub poprzez -ekstrakcje fenol-chloroform. Oczyszczone DNA
rozpuszczano w sterylnej wodzie i przechowywano w temperaturze -20°C. DNA analizowano
poprzez elektroforezg w zelu agarozowym.

Reakcje ligacji produktow reakcji PCR IV 1 plazmidu pUC19 przeprowadzano w
objetosci 10 ul. Stosunek ligowanego insertu do plazmidu wynosit 3:1, do reakcji dodawano
1U ligazy DNA T4, 1 ul 10x stezonego buforu komercyjnie dostgpnego i dopetniano woda do
10 pl. Préby inkubowano w 4°C przez noc.

Kolejnym etapem byla transformacja komérek E. coli DHS5o metoda szoku
termicznego. W tym celu 50 pl zawiesiny komérek kompetentnych E. coli DH5o rozmrazano
w lodzie przez 15 minut. Do zawiesiny komérkowej dodawano 5 pl produktu reakcji ligacji,
po czym inkubowano w lodzie przez 45 minut. Nastgpnie zawiesing ogrzewano w
temperaturze 42°C przez 45 sekund. Po czym inkubowano w lodzie przez kolejne 2 minuty.

Do transformowanych komérek dodawano 1 ml ptynnej pozywki LB i wytrzasano
przy 300 rpm w 37°C przez 45 minut. Nastepnie 100-300 pl otrzymanej zawiesiny wylewano,
rozprowadzano bagietka na szalkach ze stala pozywka LB zawierajaca ampicyling i
inkubowano w 37°C przez 12-14 godzin. Pojedyncze kolonie bakterii wyhodowane na statej
pozywce LB zawieraty homogenne matryce DNA.

Izolacja plazmidéw zawierajacym homogenny insert obejmowata kilka etapéw. Do
2ml ptynnej pozywki LB z ampicylina dodawano pojedyncza koloni¢ bakteryjna i
inkubowano przez noc w 37°C przy 300 rpm. Drugiego dnia cato$¢ hodowli (2 ml)
zwirowano 1 minut¢ przy 10 000 rpm, zlewano supernatant, a osad rozpuszczano w 100 ul
buforu do lizy ALMI1. Probéwki umieszczano na lodzie i do kazdej proby dodawano 200 ul

$wiezo przygotowanego roztworu 1% SDS, 0,2 M NaOH, cato$¢ delikatnie mieszano przez 5
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minut. Nastgpnie dodawano 150 ul 7,5 M octanu amonu i cato$¢ inkubowano na lodzie przez
20 minut, wirowano proby przy 12 000 rpm 15 minut w temperaturze pokojowej, zbierano
supernatant. Do proboéwek z supernatantem dodawano 3 objgtosci zmrozonego 96% etanolu i
pozostawiono préby przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Proby wirowano przy
12 000 rpm, 15 minut w temperaturze pokojowej, supernatant zlewano, osad suszono,
nastgpnie rozpuszczano w wodzie z dodatkiem RNazy A (stgzenie koncowe 0,01 ng/ul).
Obecnos$¢ insertu analizowano w reakcji trawienia enzymami EcoRI 1 Pstl i rozdziale poprzez
elektroforez¢ w zelu agarozowym. Proby posiadajace insert analizowano w reakcji
sekwencjonowania z uzyciem startera SEK-pUC19. W wyniku selekcji matryc w plazmidzie

pUC19 otrzymywano matryce DNA o pozadanej sekwenc;ji.

2.17. Amplifikacja matryc do transkrypcji in vitro

Plazmidy pUCI19 poddawane byly reakcji PCR w celu amplifikacji matryc
potrzebnych w reakcji transkrypcji in vitro, z wykorzystaniem jako starteréw oligomeréw
PCR-1 i PCR-2.

Warunki reakcji amplifikacji matryc byly nastgpujace:

a) wstepna denaturacja 2 minuty 95°C

b) 30 cykli obejmujacych:

- 1 minuta 95°C
- 30 sekund 55°C
- 2 minuty 72°C

¢) koncowe wydtuzanie 10 minut 72°C.

Produkty reakcji oczyszczano przy pomocy zestawu QIAGEN PCR Purification Kit
lub poprzez ekstrakcje fenol-chloroform. Oczyszczone DNA rozpuszczano w sterylnej
wodzie i przechowywano w temperaturze -20°C. DNA analizowano poprzez elektroforez¢ w

zelu agarozowym.

2.18. Transkrypcja in vitro

Transkrypty otrzymywano korzystajac z zestawu do badan biochemicznych Ambion
T7-MEGAshortscript™  stosujac sie do zalecen producenta. Jako matryce stosowano
dwuniciowe DNA otrzymane wedtug procedur opisanych powyzej. Rekcj¢ prowadzono w

objetosci 10 ul lub 20 pl, ilos¢ dodanej matrycy DNA wynosita 1-4 pg. Reakcje prowadzono
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przez 16 godzin w 37°C. W celu usunigcia matrycowego DNA, do mieszaniny reakcyjnej
dodawano 2 U DNazy I 1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 15 minut. Transkrypty
oczyszczano metoda elektroforezy w  denaturujacym zelu  poliakrylamidowym,
wizualizowano w swietle UV, eluowano z zelu i stracano. RNA przechowywano w -20°C w

stanie zliofilizowanym lub jako roztwory w sterylnej wodzie.

2.19. Analiza homogennosci RNA w zelach poliakrylamidowych w warunkach

niedenaturujacych

Czasteczki RNA znakowano w czasie transkrypcji in vitro 1 oczyszczano na zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Mieszanina reakcyjna w objetosci 10 pl
zawierala RNA w ilosci 20 000 cpm, 2 ul wybranego buforu F (5x st¢zony), 1 ul (10x
stgzonego) buforu obciazajacego do elektroforezy w warunkach niedenaturujacych.
Przebadano warunki denaturacji i renaturacji badanych czasteczek RNA. Na zel naktadano
probki bez denaturacji, probki po denaturacji 3 minutowej w 95°C i renaturacji na lodzie oraz
probki po denaturacji 3 minutowej w 95°C i powolnej renaturacji. Probki analizowano za
pomoca elektroforezy w niedenaturujacym 6% zelu poliakrylamidowym, w buforze TBM. Po
zakonczonej elektroforezie zele suszono. Produkty reakcji wizualizowano uzywajac ekranow

odwzorowujacych i skanera materialtéw znakowanych radioizotopowo Phosphorlmager,

FLA-5100.

2.20. Mapowanie struktury drugorzedowej RNA metodg SHAPE

Do reakcji uzyto 1 pmol RNA zawieszonego w buforze H. Nastgpnie probke
denaturowano przez 5 minut w 65°C, renaurowano 15 minut w metalowym bloku i 15 minut
na statywie w temperaturze pokojowej. Do prawidtowo ufatdowanych czasteczek RNA
dodawano NMIA do koncowego stezenia 20 mM w prébie. Roztwory NMIA sporzadzano
rozpuszczajac go w DMSO. Reakcja prowadzona byla przez 3,5 godziny w temperaturze
pokojowej. Zatrzymanie reakcji nastgpowato przez dodanie 50 ul wody i1 250 pl 0,3 M octanu
sodu i 1 pl glikogenu. Do wszystkich reakcji modyfikacji sporzadzano prébe kontrolna,
traktowana analogicznie jak préby badane, ale bez dodawania odczynnika modyfikujacego.
Stracone prébki po modyfikacji wirowano 30 minut przy 12 000 rpm w 4°C, supernatant

usuwano, a osad suszono pod préznig.
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Miejsca modyfikacji identyfikowano poprzez przeprowadzenie reakcji odwrotnej
transkrypcji (ang. primer extension). W tym celu do straconych wcze$niej probek dodawano
1 pmol startera PE-LNA znakowanego na koncu 5’fluoresceing, 1ul buforu do odwrotnej
transkrypcji SSIII (5x st¢zonego) i 3 ul wody. Préby denaturowano 3 minuty w 95°C, po
czym inkubowano 10 minut w 55°C. Nastegpnie na lodzie do kazdej reakcji dodawano 2 pl
buforu SS III, DTT do koncowego stgzenia 10 mM, mieszaning czterech ANTP do koncowego
stezenia 0,5 mM oraz 50 U odwrotnej transkryptazy SS III, objgto$¢ mieszaniny reakcyjnej
wynosita 10 pl.

Przeprowadzano analogicznie reakcje odwrotnej transkrypcji z uzyciem ddNTP w celu
identyfikacji A 1 C w czasteczce. Mieszaning czterech dNTP zastgpowano mieszaning
odpowiedniego ddNTP z wszystkimi czterema dNTP. Stezenie koncowe wszystkich
trojfosforanéw nukleozydéw wynosito 0,5 mM, z wyjatkiem tego dNTP, ktérego analog w
serii ddN'TP byt dodawany do préby, stezenie takiego ANTP byto wéwczas 10-krotnie nizsze.

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono 50 minut w 55°C. Nastgpnie czg$¢ proby
byta wykorzystana do analizy poprawnosci reakcji odwrotnej transkrypcji. Do 4 ul préby
dodawano 4 pl buforu obciazajacego do elektroforezy w warunkach denaturujacych, 1 pl
buforu 1x TBE i cato$¢ denaturowano 3 minuty w 95°C potem schiadzano na lodzie. Probki
analizowano za pomoca elektroforezy w denaturujacym 10% zelu poliakrylamidowym, w
buforze TBE. Po zakonczonej elektroforezie zele analizowano za pomoca skanera materialéw
znakowanych fluorescencyjnie Phosphorlmager, FLA-5100.

Prébki z wyraznymi modyfikacjami byly przygotowywane do rozdzialu za pomoca
elektroforezy kapilarnej w Wydziatowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej UAM w
Poznaniu. Do pozostatych 6 ul préby dodawano 5 pl 1 M NaOH i inkubowano 5 minut w
95°C, nastgpnie chtodzono na lodzie. Dodano 4 ul 1 M HCI, 2 pl 3M octanu sodu i 150 pl
etanolu. Prébki stracano przez noc i wirowano 30 minut przy 11 000 rpm w 4°C, osad
przemywano 70% etanolem i ponownie wirowano 10 minut przy 11000 rpm w 4°C,
supernatant usuwano, a osad suszono pod préznia. Rozpuszczony w 10 ul osad byt wysytany
do rozdziatu technikg elektroforezy kapilarnej. Uzyskane dane byty analizowane w programie
Peak Scanner, potem normalizowane. Wartosci wynikéw pomigdzy 0,3-0,7 uznawano za

reaktywnos$¢ $rednia, a wartosci powyzej 0,7 za reaktywnos$¢ mocna.
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2.21. Mapowanie struktury drugorzedowej RNA siarczanem dimetylu

Reakcja mapowania siarczanem dimetylu byla wykonywana analogicznie jak
mapowanie metoda SHAPE. Jedyna r6znica wynikala z zastosowania czynnika
modyfikujacego i czasu reakcji modyfikacji. Do prawidtowo ufaldowanych czasteczek RNA
dodawano 1 pl 300 mM DMS. Roztwory DMS sporzadzano rozpuszczajac odczynnik
modyfikujacy w etanolu, a modyfikacja prowadzona byla przez 15 minut w temperaturze
pokojowej. Uzyskane dane byty analizowane w programie Peak Scanner, nastgpnie
normalizowane. Wartosci wynikéw pomigdzy 0,3-0,7 uznawano za reaktywnos$¢ $rednia, a

wartosci powyzej 0,7 za reaktywno$¢ mocna.

2.22. Przygotowanie plytek mikroskopowych

Do 2% wodnego roztworu agarozy dodawano 10 mM NalO, Tak przygotowany
roztwor wylewano na aminosilanizowane ptytki mikroskopowe (2,5 x 7,5 cm), po 2 ml na
plytke. Pozostawiano na 1 godzing w celu zatg¢zenia agarozy. Ptukano trzykrotnie po 15 minut
w wodzie w celu pozbycia si¢ nadmiaru NalOs i pozostawiano do wyschnigcia. Tak

sporzadzone ptytki przechowywano w temperaturze pokojowej do kilku miesigcy.

2.23. Przygotowanie sond do drukowania na mikromacierzy

Funkcja OligoWalk, dostgpna w programie komputerowym RNAStructure 5.6
pozwolita na uzyskiwanie sekwencji pentameréw komplementarnych do badanego RNA z
przesunigciem co 1 nukleotyd. Na podstawie tych sekwencji wybierano modyfikowane sondy
z biblioteki izoenergetyczne;j.

Odpowiednie ilosci sond zawierajacych facznik C6-aminoheksylowy pobrano z
biblioteki 1 odparowywano do sucha po pr6zna. Nastgpnie, sondy rozpuszczano w buforze do
drukowania do st¢zenia 0,1 mM (w objetosci 20 pl). Przenoszono na 384 dotkowa plytke do
drukowania. Na ptytce umieszczano réwniez w kilku miejscach oligomer UUUUU lub sam

bufor do drukowania jako kontrolg negatywna.

2.24. Drukowanie sond na mikromacierzy

Drukowanie macierzy obywato si¢ przy zachowywaniu wilgotnosci 60%, stosowano
8-krotny ,,preprint”’, kazda sond¢ drukowano w ilosci od 4 do 5 powtérzen, odleglos¢

pomigdzy kolejnymi nadrukowanymi punktami wynosita 750 wm. Po drukowaniu
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mikromacierze inkubowano 16 godzin w 37°C, zachowujac 100% wilgotnos¢. Wydrukowane
plytki pokrywano 1 ml §wiezo przygotowanego roztworu do redukcji i inkubowano 15 minut,
po czym macierz plukano 3-krotnie po 15 minut w wodzie. Nastgpnie inkubowano okoto
1 godziny w 1% roztworze SDS w temperaturze 55°C w celu pozbycia si¢ nadmiaru sond nie
zwigzanych kowalencyjnie do agarozy. Kolejny raz ptukano trzykrotnie po 15 minut w

wodzie. Gotowe mikromacierze suszono w temperaturze pokojowe;j.

2.25. Hybrydyzacja na mikromacierzy

Czasteczki RNA znakowano w czasie transkrypcji in vitro i oczyszczano na zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. 200 000 cpm badanego RNA zawieszano
w 200 ul wybranego buforu hybrydyzacyjnego. Nastgpnie RNA poddawano faldowaniu
poprzez denaturacje 3 minuty w 95°C oraz renaturacje 20 minut w 25°C.

Roztwory nanoszono na szkietko mikroskopowe zawierajace nadrukowana macierz 1
przykrywano komora hybrydyzacyjna. Catos¢ inkubowano 16 godzin w 4°C lub 22°C z
zachowaniem 100% wilgotnosci otoczenia. Nastgpnie roztwor hybrydyzacyjny usuwano,
szkietka ptukano 3 minuty w 4°C w tym samym buforze, w ktérym przeprowadzano
hybrydyzacje. Ptytki osuszano wirujac je 2 minuty przy 2 000 rpm i pokrywano przezroczysta
folia. Wyniki eksperymentu wizualizowano uzywajac ekranéw odwzorowujacych oraz
skanera materialéw znakowanych radioizotopowo FLA-500. Kazdy eksperyment powtarzano
trzykrotnie, a otrzymane wyniki usredniano. Uzyskane dane analizowano w programie
ArrayGauge V2.1 i wyniki normalizowano. Sygnaly hybrydyzacyjne sklasyfikowano, jako
mocne (warto$¢ pomigdzy 1-3) oraz S$rednie (warto§¢ pomiedzy 3-9), reszta zostata
odrzucona.

Wystepowanie alternatywnego miejsca wigzania sprawdzono wykorzystujac funkcje
»fold RNA bimolecular” dostgpna w programie RNAstructure 5.6. Dla kazdego
alternatywnego miejsca przewidywano warto$¢ energii swobodnej powstatego dupleksu.
Oprogramowanie, z ktérego korzystano powstalo na podstawie parametrow najblizszego
sasiedztwa ustalonych w Pracowni Chemii RNA.

Po przeprowadzeniu eksperymentu hybrydyzacji macierze odzyskiwano do
ponownego uzycia poprzez trzykrotne ptukanie po 15 minut w wodzie. Nastgpnie
mikromacierz inkubowano okoto 1 godziny w 1% roztworze SDS w 55°C w celu pozbycia si¢

czasteczek RNA zhybrydyzowanych z sondami. Kolejny raz ptukano 3 razy po 15 minut w
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wodzie. Mikromacierze suszono w temperaturze pokojowej i uzywano ponownie. Jedna

mikromacierz byta uzywana wielokrotnie.

2.26. Przygotowanie plazmidéw pSPL3b

Wykonano reakcj¢ PCR w celu amplifikacji fragmentéw pre-mRNA bez promotora
dla polimerazy T7 RNA, ale z miejscami restrykcyjnymi dla EcoRI i Pstl. Matryca w reakcji
byly rozcienczone 100 razy plazmidy pUCI19 z odpowiednimi mutacjami, jako startery
wykorzystano oligomery maptG i maptF-Pstl.

Warunki reakcji PCR V byly nastgpujace:
a) wstepna denaturacja 2 minuty 95°C
b) 30 cykli obejmujacych:
- 1 minuta 95°C
- 30 sekund 55°C
- 2 minuty 72°C

¢) koncowe wydtuzanie 10 minut, 72°C.

Produkty reakcji oczyszczano przy pomocy zestawu QIAGEN PCR Purification Kit
lub poprzez ekstrakcje fenol-chloroform. Oczyszczone DNA rozpuszczano w sterylnej
wodzie i przechowywano w temperaturze -20°C. DNA analizowano poprzez elektroforez¢ w
zelu agarozowym.

Nastepnie produkt amplifikacji i plazmid pSPL3b poddano reakcji trawienia
enzymami restrykcyjnymi EcoRI i Pstl. Ten sam bufor reakcyjny byl optymalny dla tych
dwoch enzymoéw restrykcyjnych. Reakcje przeprowadzano w objgtosci 100 ul, dodajac 2 ug
produktu amplifikacji lub plazmidu pSPL3b, po 5 ul EcoRI i Pstl, 10 ul buforu komercyjnie
dostepnego, optymalnego dla wybranych enzyméw restrykcyjnych. Préby inkubowano
minimum 2 godziny w 37°C. Produkty reakcji oczyszczano przy pomocy zestawu QIAGEN
PCR Purification Kit lub poprzez -ekstrakcje fenol-chloroform. Oczyszczone DNA
rozpuszczano w sterylnej wodzie 1 przechowywano w temperaturze -20°C. DNA analizowano
poprzez elektroforezg w zelu agarozowym.

Reakcje ligacji produktéw reakcji amplifikacji i plazmidu pSPL3b przeprowadzano w
objetosci 10 ul. Stosunek ligowanego insertu do plazmidu wynosit 3:1, do reakcji dodawano
1U ligazy DNA T4, 1ul 10x stgzonego buforu komercyjnie dostgpnego i dopetniano woda do

10 pl. Préby inkubowano w 4°C przez noc.
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Kolejnym etapem byla transformacja komoérek E. coli DHS5o metoda szoku
termicznego. W tym celu 50 pl zawiesiny komérek kompetentnych E. coli DH5o rozmrazano
w lodzie przez 15 minut. Do zawiesiny komérkowej dodawano 5 pl produktu reakcji ligacji,
po czym inkubowano w lodzie przez 45 minut. Nast¢pnie zawiesing ogrzewano w
temperaturze 42°C przez 45 sekund, po czym inkubowano w lodzie przez kolejne 2 minuty.

Do transformowanych komoérek dodawano 1 ml ptynnej pozywki LB 1 wytrzasano
przy 300 rpm w 37°C przez 45 minut. Nastgpnie 100-300 pl otrzymanej zawiesiny wylewano
i rozprowadzano bagietka na szalkach ze stala pozywka LB zawierajaca ampicyling
inkubowano w 37°C przez 12-14 godzin.

Izolacja plazmidéw zawierajacym insert obejmowata kilka etapéw. Do 2 ml ptynnej
pozywki LB z ampicyling dodawano pojedyncza koloni¢ bakteryjna i inkubowano przez noc
w 37°C przy 300 rpm. Drugiego dnia cato$¢ hodowli (2 ml) zwirowano 1 minutg przy
10 000 rpm, zlewano supernatant, a osad rozpuszczano w 100 ul buforu do lizy ALMI.
Probéwki umieszczano na lodzie i do kazdej proby dodawano 200 ul §wiezo przygotowanego
roztworu 1% SDS, 0,2 M NaOH, calo$¢ delikatnie mieszano przez 5 minut. Nastgpnie
dodawano 150 upl 7.5 M octanu amonu i cato$¢ inkubowano na lodzie przez 20 minut,
wirowano proby przy 12 000 rpm 15 minut w temperaturze pokojowej, zbierano supernatant.
Do probéwek z supernatantem dodawano 3 objetosci zmrozonego 96% etanolu i
pozostawiono proby przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Proby wirowano przy 12 000
rpm 15 minut w temperaturze pokojowej, supernatant zlewano, osad suszono, nastgpnie
rozpuszczano w wodzie z dodatkiem RNazy A (stgzenie koncowe 0,01 ng/ul). Obecnosé¢
insertu analizowano w reakcji trawienia enzymami EcoRI i Pstl i rozdziale poprzez
elektroforez¢ w zelu agarozowym. Proby posiadajace insert analizowano w reakcji

sekwencjonowania z uzyciem startera SEK-pSPL3b.

2.27. Rozmrazanie komorek cos-7

Zamrozone komorki cos-7 odmrazano w wodzie o temperaturze 37°C i catosé
przenoszono do butelki hodowlanej T-75. Nastgpnie dodawano 10 ml pozywki hodowlanej po
odmrazaniu. Po uzyskaniu odpowiedniej konfluencji wykonywano pasaz do nowej butelki.
Wszystkie prace z komérkami cos-7 byly wykonywane w sterylnych warunkach, w komorze

z laminarnym przeptywem powietrza.
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2.28. Hodowla komorek cos-7

Linia komérkowa cos-7 hodowana byta w pozywce DMEM wzbogaconej 10%
bydlgca surowica ptodowa FBS, komercyjnie dostgpnym zestawem witamin i antybiotykow.
Komoérki hodowano w inkubatorze, ktory pozwalat na uzyskanie srodowiska optymalnego dla
komérek cos-7, a zawierajacego 5% zawartos¢ CO, w atmosferze, temperaturg¢ 37°C,
wilgotno$¢ 100%. Gdy pokrycie powierzchni butelki hodowlanej przez komérki wynosito
ponad 90% wykonywano pasaz komoérek do nowej butelki, gdzie redukowano liczbg komérek
o 10 razy. Pasaz wykonywano usuwajac pozywke z butelki, przemywajac komérki sterylnym
buforem PBS. Nastgpnie dodawano 1 ml trypsyny (1x) i inkubowano komoérki 3 minuty w
37°C, inaktywowano trypsyng przez dodanie 5 ml pozywki hodowlanej z FBS. Komorki
przenoszono do 15 ml probéwek, rozbijano komoérki i 1/10 zawiesiny przenoszono do nowe;j
butelki hodowlanej, dodawano 9 ml pozywki hodowlanej i butelkg¢ umieszczano w

inkubatorze.

2.29. Pasaz komorek cos-7 na plytke 24 dotkowg

Gdy pokrycie powierzchni butelki hodowlanej przez komoérki wynosito ponad 90%
usuwano pozywke z butelki, przemywano komorki sterylnym buforem PBS. Nastepnie
dodawano 1 ml trypsyny i inkubowano komérki 3 minuty w 37°C, inaktywowano trypsyng
przez dodanie 5 ml pozywki hodowlanej z FBS. Komoérki przenoszono do 15 ml probéwek 1
wirowano 3 minuty przy 1000 rpm, usuwano pozywke i komorki zawieszano w 10 ml buforu
PBS. Nastgpnie liczono komérki przy pomocy automatycznego licznika komorek i
100 000 komorek cos-7 pasazowano do jednego dotka w ptytce 24 dotkowej, do kazdego
dotka dodawano 0,5 ml pozywki hodowlanej. Ptytk¢ hodowlana umieszczano na 24 godziny

w inkubatorze.

2.30. Transfekcja komorek cos-7

Do transfekcji komoérek cos-7 wykorzystywano odczynnik transfekujacy
lipofektaming 2000. Do transfekcji jednego dotka w ptytce 24 dotkowej, mieszano 1 pl
lipofektaminy z 50 pl pozywki OptiMEM oraz 0,5 pg plazmidu pSPL3b z 50 ul pozywki
OptiMEM, cato$¢ inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie laczono
lipofektaming i plazmid pSPL3b i razem inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej. Z

przygotowanej dzien wczesniej ptytki 24 dotkowej usuwano pozywke, przemywano dotki
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buforem PBS, na dotek dodawano plazmid pSPL3b wraz z lipofektaming i zalewano 0,5 ml
pozywki hodowlanej bez antybiotyku. Plytk¢ hodowlana umieszczano na 24 godziny w
inkubatorze i wykonywano izolacje catkowitego RNA z kazdego dotka w ptytce hodowlane;j

W badaniach wplywu niskoczasteczkowych ligandéw na alternatywny splicing eksonu
10 genu MAPT transfekcj¢ wykonywano analogicznie jak powyzej, przy czym kazdy dotek
zalewano pozywka hodowlana z poszczegdlnym antybiotykiem. Stg¢zenia neomycyny,
kanamycyny, tobramycyny, mitoksantronu w pozywce hodowlanej wynosito 50 uM, 0,1 mM,
0,5 mM, 5 mM oraz 10 mM.

W badaniach na liniach komdérkowych cos-7 wykorzystano oligonukleotydy
antysensowe, ktore transfekowano do komdrek cos-7 rownoczesnie z plazmidem pSPL3b. Do
transfekcji jednego dotka w ptytce 24 dotkowej, mieszano 2 ul lipofektaminy z 100 pl
pozywki OptiMEM, 0,5 pg plazmidu pSPL3b z 50 ul pozywki OptiMEM oraz 20 pmol
oligonukleotydu antysensowego z 50 ul pozywki OptiMEM, cato$¢ inkubowano 5 minut w
temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodawano 50 ul lipofektaminy do plazmidu pSPL3b i
oligonukleotydu antysensowego, razem inkubowano 20 minut w temperaturze pokojowej. Z
przygotowanej dzien wczesniej ptytki 24 dotkowej usuwano pozywke, przemywano dotki
buforem PBS, na dotek dodawano plazmid pSPL3b wraz z lipofektaming i oligonukleotyd
antysensowy z lipofektaming, zalewano 0,5 ml pozywki hodowlanej bez antybiotyku. Ptytke
hodowlana umieszczano na 24 godziny w inkubatorze i wykonywano izolacj¢ catkowitego

RNA z kazdego dotka w ptytce hodowlane;.

2.31. Izolacja calkowitego RNA z komorek cos-7
Z ptytki 24 dotkowej usuwano pozywke hodowlana i dotek przeptukiwano buforem PBS.

Kazdy dotek zalewano 200 ul Trizolu i inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej.
Nastgpnie catos¢ przenoszono do probéwek 1,5 ml, dodawano 35 ul chloroformu, mieszano i
inkubowano 15 minut w temperaturze pokojowej, wirowano 15 minut przy 12 000 rpm w 4°C.
Kolejno zbierano faz¢ wodna do nowych probéwek i zalewano 100 ul izopropanolu,
inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej, wirowano 8 minut przy 12 000 rpm w 4°C,
zlewano supernatant. Osad przemywano 200 pl zimnego 70% etanolu, wirowano 5 minut przy
12 000 rpm w 4°C, suszono. Wyizolowane RNA rozpuszczano w 50 ul sterylnej wody i

inkubowano 10 minut w 55°C, proby przechowywano w -20°C.
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2.32. Analiza alternatywnego splicingu w oparciu o reakcje RT-PCR

Pierwszym etapem analizy RT-PCR byta reakcja DNazowania wyizolowanych probek
RNA. Reakcje prowadzono w 10 ul objetosci. Do 500 ng RNA dodawano 1 pl komercyjnie
dostgpnego buforu, 2 U DNazy I i wody do objetosci 10 pl, catos¢ inkubowano 30 minut w
37°C, reakcjg zatrzymywano przez dodanie 1 pl 50 mM Na,EDTA i inkubacj¢ 10 minut w
65°C.
Nastepnie wykonywano reakcje odwrotnej transkrypcji, gdzie matryca byto catkowite
RNA wyizolowane z komorek cos-7 po usunigciu DNA. Do rekcji odwrotnej transkrypcji
wykorzystano zestaw do badan biochemicznych iScript’™ Reverse Transcription Supermix.
Reakcj¢ wykonywano w objgtosci 10 pl. Mieszania reakcyjna zawierala 100 ng RNA po
DNazowaniu, 2 ul iScript reverse transcription supermix i wod¢ do 10 pl.
Warunki reakcji bylty nastgpujace:
- 5 minut 25°C
- 30 minut 42°C
- 5 minut 85°C
Produkty reakcji odwrotnej transkrypcji stanowitly matryce w reakcji PCR z
wykorzystaniem jako starteréw oligomeréw SA2 i SP6.
Warunki reakcji PCR byty nastepujace:
a) wstepna denaturacja 2 minuty 95°C
b) 40 cykli obejmujacych:
- 1 minuta 95°C
- 30 sekund 58°C
- 2 minuty 72°C
¢) koncowe wydtuzanie 10 minut 72°C.
Reakcj¢ PCR wykonywano w 10 pl objetosci, dodawano 2 ul buforu obciazajacego do
rozdziatu na zelach agarozowych i produkty analizowano na 2% zelach agarozowych w
warunkach natywnych w buforze TAE. Analize iloSciowa produktéw wykonywano w

programie MutiGauge V3.0.
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