Instytut Chemii Bioorganicznej

Polskiej Akademii Nauk

Potencjal terapeutyczny oligonukleotydow bogatych w reszty guanozyny.

Charakterystyka strukturalna i funkcjonalna.

Karolina Zielinska

Prace wykonano w Zaktadzie Biomolekularnego NMR
pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii Gdaniec

Promotor pomocniczy dr Dorota Gudanis

Poznan, 2021






Badania czesciowo finansowane w ramach grantu
z Narodowego Centrum Nauki OPUS nr 2014/13/B/ST5/04144
» Hybrydowe, dwufunkcyjne struktury RNA typu dupleks-kwadrupleks

Jjako nowe narzedzie do wyciszenia ekspresji genow”






Serdecznie dzigkuje Pani Prof. dr hab. Zofii Gdaniec
za powierzony mi temat pracy doktorskiej,
przekazang wiedze, opieke naukowq,

cierpliwos¢ i wyrozumiatos¢ oraz poswiecony czas.
Dzigkuje rowniez za zZyczliwosé, zaufanie

i gotowos¢ do pomocy w kazdej chwili,

nie tylko przy realizacji badar i redagowaniu niniejszej pracy.






Szczegolne podziekowania pragne ztozyc

dr Dorocie Gudanis za nieoceniong pomoc,

cenne wskazowki, wyrozumiatos¢ i poswigcony czas
przy realizacji niniejszej rozprawy.

Dziekuje rowniez za okazang zZyczliwosc i wsparcie.






Dziekuje rowniez

Panu Prof. dr hab. Ryszardowi Kierzkowi
za przekazang wiedze, wspracie

oraz okazang zyczliwos¢.

Pani Prof. dr hab. Elizie Wyszko oraz
Pani dr Agnieszce Fedoruk-Wyszomirskiej
za owocng wspolprace, nieoceniong pomocC

oraz przekazang wiedze.

Kolezankom i Kolegom 7z Zaktadu Biomolekularnego NMR,
za wspanialq atmosfere, liczne dyskusje naukowe,
wszelkg okazang pomoc i wsparcie.
Szczegolnie dziekuje dr Danielowi Baranowskiemu
za pomoc i cenne wskazowki przy
badaniu oddziatywan z G4-ligandami.
Dziekuje takze, dr Magdalenie Malgowskiej,
za niegdys wspolnie spedzony czas, a teraz,

pomimo dzielgcego nas oceanu cenne rady i wsparcie.



10



Specjalne podziekowania pragne ztozy¢
mojemu Mezowi Karolowi i Synkowi Wojtusiowi
za nieoceniong pomoc, nieustanne wsparcie,

cierpliwos¢, zrozumienie i mobilizacje.

Dziekuje moim Rodzicom i Siostrze za wiare we mnie i nieustanne wsparcie.

11



12



Publikacje i wystapienia konferencyjne zwigzane z tematyka rozprawy doktorskiej:

Publikacja:
1). M. Malgowska, K. Czajczynska, D. Gudanis, A. Tworak, Z. Gdaniec

Overview of the RNA G-quadruplex structures
Acta Biochim. Pol. vol. 63, 609-621 (2016)

Wystapienia konferencyjne:

1). K. Zielinska
Wphw modyfikacji chemicznych na tworzenie sig¢ struktur hybrydowych RNA typu
dupleks-kwadrupleks
VI Spotkanie uzytkownikow BRUKER, Poznan 2017

2). K. Czajczynska

RNA hybrid duplex-quadruplex structures with dual functionality as a new tool for
silecing of gene expression
Il Konferencja KNOW w Obrzycku, Poznan 2015

3). K. Zielinska, D. Gudanis, D. Baranowski, Z. Gdaniec
The effect of G4-ligands on the stability of RNA Duplex-G-Quadruplex Hybrid
Chemistry Beyond Nature, Poznan 2018

4). K. Zielinska, D. Gudanis, Z. Gdaniec
Wplhyw modyfikacji chemicznych na tworzenie sie struktur hybrydowych RNA typu
dupleks-kwadrupleks
YUPPAS NMR, Lo6dz 2017

5). D. Gudanis, K. Czajczynska, Z. Gdaniec

Influence of chemical modification on RNA duplex-quadruplex hybrid formation

6th International Meeting on Quadruplex Nucleic Acids: G4thering in Prague, Czech
Republik, 2017

13



6). D. Gudanis, K. Czajczynska, Z. Gdaniec
Hybrydowe, dwufunkcyjne struktury RNA typu dupleks-kwadrupleks jako nowe narzedzie

do wyciszania ekspresji genow

IX Polska Konferencja Chemii Analitycznej, Poznan 2015

7). D. Gudanis, K. Czajczynska, Z. Gdaniec
Hybrydowe, dwufunkcyjne struktury RNA typu dupleks-kwadrupleks jako nowe narzedzie

do wyciszania ekspresji genow

58 Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego w Gdansku 2015

8). K. Czajczynska, D. Gudanis, Z. Gdaniec
'H NMR, CD and UV study of duplex-quadruplex structural hybrid

Magnetic Moments in Central Europe, Krynica Zdréj 2015

9). K. Czajczynska, D. Gudanis, Z. Gdaniec
Spectroscopic Study of Quadruplex-Duplex Hybrids

5th International Meeting on Quadruplex Nucleic Acids:G4thering in Bordeaux,
France 2015

10). D. Gudanis, K. Czajczynska, Z. Gdaniec

Structural Characterization of a Dimer of RNA Duplexes Composed of CGG

Trinucleotide Repats: a Novel Architecture of RNA Quadruplexes
5th International Meeting on Quadruplex Nucleic Acids: G4thering in Bordeaux,
France 2015

Kierowanie projektami:
Kierownik w grancie badawczym shuzgcym rozwojowi mtodych naukowcoéw IChB PAN
2018: Nowe uktady hybrydowe RNA typu dupleks-kwadrupleks o potencjale do regulacji

ekspresji genow.

14



Spis tresci

L
IL
111
IV.
V.

VL

VIL

VIII.

IX.

STRESZCZENIE ...t seessesessss s ssssssssessssssssssssssssssssnsssesssssssssssssssans 18
ABSTRAC T ...t e e e e s e e e e s 20
WPROWADZENIE ...t e e e s e e e e 22
CEL PRAQCY ..ottt et ettt st e e s s e e s e s 27
CZESC LITERATUROWIA .......cooooreeieeeneeeeesesesse s esnssnsssssss s ss s sessnsssans 30
V. 1. Kwadrupleksy DNA 1T RNA ... .o e e e e 30
V. 2. Niekanoniczne motywy strukturalne kwadruplekséw RNA ........... 37
V. 3. Struktury hybrydowe typu dupleks-kwadrupleks ..........ccccerinrnncnn. 42
V. 4. Stabilno$¢ kwadrupleKSOW .........ccuiiiiiiiiiie e e 44
V. 4. 1. Wplyw KationOW .....ccoviiiiiiiiiin e e 45
V. 4. 2. Wptyw sekwencji i dtugosci petli ....ccooovviviieiiiiiiiceice 46
V. 4. 3. Modyfikacje chemiczne rdzenia kwadrupleksu ..........cccoc........ 48
V. 4.4.Rola G4-ligandOW ........cccoeeiieiriie e e e e 49
V. 5. Wystepowanie i biologiczna funkcja kwadruplekséw oraz struktur
hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks ..........cccccuriiiiiniiiniiniiinennns 53
V. 6. Wybrane metody badan kwadruplekSOW .........cccccovveeriieniienin e, 57
V. 6. 1. Metody biofizyczne stosowane w badaniach kwadruplekséw 57
Dichroizm KOIOWY ....c.oooiiiiii e 57
SPeKtroskopia UV ..o e s 58
Spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego ............cco...... 60
V. 6. 2. Metody biochemiczne ..........cccoviviriiiiinies e 65
Elektroforeza ZeloWa ........cceeiieieevenincee e e e 65
Techniki mapowania chemicznego (DMS, SHALiPE, DMSLIPE) ....... 66
Ligandy oraz sondy fluorescencyjne do monitorowania
kwadrupleKSOW in Vitro i in VIVO .......cccevevvis e v s 67
V. 7. Strategie terapeutyCzne .........ccoceviiivinniiinin s 70
V. 8. Nadekspresja EGFR - czynnik nowotworzenia .........cccoveeeveierie v 77
V. 9. Szczepionki mRNA przeciw COVID-19 .......ccooiiriiieie e 80
WYNIKI ...t e et e s es e e e e ne st s e e e 84
VI. 1. Badania strukturalne modelowych uktadéw CCC/GTi CCC/UT ....... 84
VL. 2. Badania struktury drugorzedowej uktadéw DNA-CCC/GT
I DNA-CCC/UT ..ottt e st e et e b e e r e e e 93
VL. 3. Dwufunkcyjne oligonukleotydy antysensowe zawierajgce
modyfikacje chemiczne ........cccoviiiiiniiiin e 97
VL. 4. Struktura i stabilno$¢ uktadéw DQH oraz Dss zawierajacych
modyfikacje ChemiCzZne .........cooveiiiiiii e 107
VL. 5. Badanie oddziatywan G4-ligandéw z modelowymi strukturami
100 ] 5 1) = V20 D 1] TP 128
Analiza repres;ji translacji przez oligorybonukleotydy antysensowe
tworzace rozne struktury drugorzedowe z docelowym mRNA ................ 134
DYSKUSJA IPODSUMOWANIE .........ccooiiiii et e e e e 151
MATERIALY I METODY .....oooiiiiiieice e e e e e e e e s 160
LITERATURA ...ttt et st e s s en e sre e en e e e 172

15



SPIS SKROTOW:

HUGO - project poznania ludzkiego
genomu (ang. Human Genome Project)

ASO - oligonukleotydy antysensowe (ang.
antisense oligonucleotides)

Q - segment kwadrupleksu

D - segment dupleksu

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy
RNA - kwas rybonukleinowy
RNaza H — rybonukleaza H

FDA - Agencja Zywnosci i Lekéw (ang.
Food and Drug Administration)

PQS - sekwencje potencjalnie tworzace
kwadrupleks (ang. putative quadruplex
sequences)

PDB - baza danych (ang. Protein Data
Bank)

G4-ligand - ligand specyficzny wzgledem
kwadrupleksow

DQH - hybryda typu dupleks-kwadrupleks
(ang. duplex-quadruplex hybrid)

DQ - dwufunkcyjny oligonukleotyd typu
dupleks-kwadrupleks

Dss - dupleks z nieuporzadkowanymi
koncami
EGFR - receptor czynnika wzrostu

naskorka, (ang. epidermal growth factor
receptor)

NOESY - homojadrowe widma korelacyjne
2D NMR  wykorzystujace  sprzezenia
dipolowe (ang. Nuclear Overhauser
Enhancement SpectroscopY)

16

GFP - biatko zielonej fluorescencji (ang.
green fluorescent protein)

MRNA - matrycowy RNA (ang. messenger
RNA)

U - urydyna

A —adenozyna

BrG - 8-bromoguanozyna
G - reszty guanozyny
UV - spektroskopia UV

NMM - N-metylo mezoporfiryna IX (ang.
N-methyl mesoporphyrin IX)

NMR - spektroskopia magnetycznego
rezonansu  jadrowego  (ang.  nuclear
magnetic resonance spectroscopy)

TDS - r6znicowe temperaturowe widma UV
(ang. thermal difference spectrum)

CD - dichroizm kotowy (ang. circular
dichroism)

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

UTR - rejon RNA nieulegajacy translacji
(ang. Untranslated Region)

NDRP - niedrobnokomoérkowy rak phluca
(ang. non-small cell lung cancer)

HSQC - heterojadrowe widma korelacyjne
2D  NMR wykorzystujace  sprzezenia
skalarne poprzez jedno wigzanie (ang.
Heteronuclear single quantum correlation)

HMBC — heterojagdrowe widma korelacyjne
2D NMR wykorzystujace  sprze¢zenia
skalarne dalekiego zasiegu (ang.
Heteronuclear Multiple Bond Coherence)


https://en.wikipedia.org/wiki/Epidermal_growth_factor_receptor
https://en.wikipedia.org/wiki/Epidermal_growth_factor_receptor

PAGE - elektroforeza  w zelu
poliakrylamidowym (ang. poliacrylamide
gel electrophoresis)

DMSLIPE - metoda mapowania
chemicznego (ang. Dimethyl sulfate with
lithium ion-based primer extension)

SHALIPE - metoda mapowania
chemicznego (ang. Selective 2'-hydroxyl
acylation with lithium ion-based primer
extension)

DMS - metoda mapowania chemicznego z
zastosowaniem siarczanu dimetylu (ang.
dimethyl sulfate)

SLQS - sekwencje potencjalnie tworzace
kwadrupleksy mogace tworzy¢ w obrebie
petli motywy dwuniciowe (ang. stem-loop-
containing quadruplex sequences)

17



L STRESZCZENIE

Zrozumienie informacji zawartej w sekwencjach genomu czy transkryptomu oraz
terapeutyczne zarzadzanie procesami komoérkowymi stanowig najwigksze wyzwanie
naszych czasow. W przypadku choréb uwarunkowanych genetycznie znajomos$¢ sekwencji
chorobotworczego genu jest podstawg do projektowania lekoéw nakierowanych na
zmieniony gen lub biatko powstate na matrycy nieprawidlowego genu. Wyniki licznych
badan z ostatnich lat wskazuja na kluczowa role kwadrupleksow w wielu procesach
biologicznych. Struktury kwadrupleksow tworza si¢ z sekwencji bogatych w reszty
guanozyny, ktore w odpowiednich warunkach tworza oddziatujace warstwowo G-tetrady.
Sekwencje potencjalnie tworzace kwadrupleksy powszechnie wystepuja w ludzkim
genomie i transkryptomie. Zaproponowano liczne narze¢dzia diagnostyczne i terapeutyczne,
ktérych mechanizm dzialania opiera si¢ na indukowaniu i stabilizacji struktur
kwadrupleksowych. Na przyktad kwadrupleksy okazaty si¢ atrakcyjnymi celami terapii
przeciwnowotworowej oraz w leczeniu chorob neurodegeneracyjnych. Jednym ze
sposoboéw regulacji ekspresji patogennego genu, w ktorym kwadrupleksy odgrywaja
kluczowa role, jest wykorzystanie odpowiednich ligandow specyficznych wzgledem
kwadrupleksow.

Moje badania dotyczyly poznania witasciwosci dwufunkcyjnych oligonukleotydow
antysensowych bogatych w reszty guanozyny oraz sprawdzenia mozliwosci wykorzystania
ich do selektywnego rozpoznania docelowych sekwencji RNA, r6znigcych si¢ tylko jedna
resztg nukleotydowg. Zaproponowane przeze mnie podejscie opiera si¢ na wspotdziataniu
dwoch strukturalnych domen kwaséw nukleinowych, dupleksowej oraz kwadrupleksowe;.
Jak wykazatam, podejscie takie umozliwia rozpoznanie mutacji punktowej (U—GQG)
poprzez utworzenie roznych struktur drugorzgdowych po przytaczeniu oligonukleotydu
antysensowego do docelowego RNA - struktury hybrydowej typu dupleks-kwadrupleks
(DQH) oraz dupleksu z nieuporzadkowanymi koncami (Dss). Wykorzystujac rozne
techniki eksperymentalne, takie jak spektroskopia NMR, UV, CD czy analiza w Zelu
poliakrylamidowym, zbadalam wtasciwosci tych struktur w réznych warunkach oraz
okreslitam wplyw nienukleotydowych modyfikacji chemicznych (reszty typu abasic,
linkery alifatyczne) na stabilno$¢ 1 strukture badanych kompleksow DQH i Dss.
Pokazatam, ze G4-ligand przylaczony kowalencyjnie do oligonukleotydu antysensowego

wigze si¢ selektywnie do kwadrupleksu w strukturze hybrydowej typu dupleks-
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kwadrupleks. Taki zwigzany kowalencyjnie do oligonukleotydu antysensowego G4-ligand
moze spowolni¢ proces rozplatania kwadrupleksu w komoérce a takze stuzy¢ jako
selektywny znacznik fluorescencyjny do detekcji dwuczasteczkowych kwadrupleksow.

We wspotpracy z Pracownig Analiz Struktur Subkomoérkowych IChB PAN wykazatam,
ze zaprojektowane przeze mnie dwufunkcyjne oligorybonukleotydy efektywniej wyciszaja
ekspresje badanych gendéw niz klasyczne oligonukleotydy antysensowe, ktore tworzytly
struktury dupleksow z docelowa sekwencja RNA. Mozliwo$¢ rozpoznania
jednonukleotydowej zmiany w sekwencji docelowej przez oligonukleotyd antysensowy ma
ogromny potencjat terapeutyczny. Na przyktad u chorych na niedrobnokomoérkowego raka
pluca czgsto diagnozowana jest mutacja genu W wyniku ktorej dochodzi do zmiany
sekwencji we fragmencie mRNA z GGGCUGG na GGGCGGG, co stanowi potencjalny
cel dla terapii wykorzystujacej dwufunkcyjne oligonukleotydy bogate w reszty guanozyny.
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II. ABSTRACT

Understanding the information contained in genome or transcriptome sequences and
the therapeutic management of cellular processes are the greatest challenges of our time. In
the case of genetically determined diseases, knowledge of the sequence of the pathogenic
gene is the basis for the design of drugs targeting the changed gene or a protein derived
from it. In recent years, the results of numerous studies have indicated the key role of
quadruplexes in many biological processes. The quadruplex structures are formed from
guanosine rich sequences, which under appropriate conditions, form stacked layers of
guanine tetrads. Putative quadruplex sequences are commonly found in the human genome
and transcriptome. Numerous diagnostic and therapeutic tools have been proposed, the
mechanism of which is based on the induction and stabilization of quadruplex structures.
For example, quadruplexes have proved to be attractive targets in anti-cancer therapy and
in the treatment of neurodegenerative diseases. One way to regulate the expression of a
pathogenic gene, in which quadruplexes play a key role, is to use appropriate quadruplex
specific G4-ligands.

My research was concerned with the properties of guanine-rich bifunctional antisense
oligonucleotides and examining the possibility of using them to selectively recognize target
RNA sequences that differ by only one nucleotide residue. Such an approach is based on
the synergistic effect of two nucleic acid structural elements, called the duplex and
quadruplex domains. This approach enables the recognition of a point mutation (U—G) by
the formation of different secondary structures after attaching the antisense oligonucleotide
to the target RNA — either a duplex-quadruplex hybrid (DQH) structure or a duplex with
unstructured ends (Dss). Using various experimental techniques, such as NMR, UV, CD
spectroscopy or polyacrylamide gel electrophoresis, | investigated the properties of these
types of structure under various conditions and determined the influence of non-nucleotide
chemical modifications (abasic residues, aliphatic linkers) on the stability and structure of
the studied DQH and Dss complexes. | showed that a G4-ligand covalently attached to an
antisense oligonucleotide binds selectively to the quadruplex domain in a duplex-
quadruplex hybrid structure. Such a G4-ligand covalently bound to the antisense
oligonucleotide can slow down the quadruplex unwinding process in the cell and also serve
as a selective fluorescent marker for the detection of bimolecular quadruplexes.

In cooperation with the Laboratory for the Analysis of Subcellular Structures IBCH

PAS, | have shown that the oligoribonucleotides designed by me, silence gene expression
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more effectively than classic antisense oligonucleotides, which only create duplexes with
the target RNAs. The ability to recognize a single nucleotide change in the target sequence
by an antisense oligonucleotide has great therapeutic potential. For example, in patients
with non-small cell lung cancer a gene mutation is often diagnosed that results in a
sequence change in the mRNA fragment from GGGCUGG to GGGCGGG, which is a

potential target for therapy using bifunctional oligonucleotides rich in guanosine residues.
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III. WPROWADZENIE

Zrozumienie informacji zawartej w sekwencjach genomu czy transkryptomu oraz
terapeutyczne zarzadzanie procesami komoérkowymi stanowig najwieksze wyzwanie
naszych czasow. Zsekwencjonowanie ludzkiego genomu w Projekcie HUGO (ang. Human
Genome Project) bylo krokiem milowym w rozwoju nowoczesnej, spersonalizowanej
farmakoterapii.(1) W przypadku chorob uwarunkowanych genetycznie znajomos¢
sekwencji chorobotwoérczego genu jest podstawg do projektowania lekéw nakierowanych
na zmieniony gen lub biatko powstate na matrycy nieprawidlowego genu. W przypadku
wielu takich chordb jednym ze sposobow terapii moze by¢ zahamowanie ekspresji genow
za pomocg niewielkich czasteczek kwasoéw nukleinowych, ogoélnie nazywanych
terapeutycznymi kwasami nukleinowymi. Wsrod strategii terapeutycznych opartych na
kwasach nukleinowych, w zaleznosci od mechanizmu ich dziatania wyrdznia si¢ strategie
antygenowa, antysensowg | aptamerowa.(2—4) Podczas planowania terapii opartych na
modulacji ekspresji genéw istotnym jej elementem jest zrozumienie zaleznosci pomiedzy
strukturg przestrzenng biomolekut a ich rolg w procesach komoérkowych.

Oligonukleotydy antysensowe (ASO, ang. antisense oligonucleotides)(5), krotkie
interferujace RNA (siRNA)(6) oraz system CRISPR/Cas9(7) uwazane sg obecnie za
najbardziej obiecujgce podejscia terapeutyczne regulujace ekspresje gendw w oparciu o
specyficzno$¢ antysensowa wobec kwaséw nukleinowych. W projektowaniu skutecznego
oligonukleotydu antysensowego kluczowym etapem jest wybdr optymalnej sekwencji
ASO, charakteryzujacej si¢ wysokim powinowactwem Sposrod wielu mozliwych sekwencji
komplementarnych do docelowego mRNA. Efektywnos¢ hybrydyzacji ASO z mRNA
zalezy glownie od parametrow kinetycznych i termodynamicznych tworzenia komplekséw
ASO/mRNA. Niestety, oligonukleotydy antysensowe moga ulega¢ degradacji
powodowanej przez egzo- i endonukleazy. W celu polepszenia efektywnosci takich
oligonukleotydow 1 zwigkszenia ich trwatosci w medium komorkowym stosuje si¢ rdzne
rodzaje modyfikacji chemicznych.(8) Zahamowanie ekspresji genéw przez ASO odbywac
si¢ moze w dwojaki sposob. W pierwszym przypadku po hybrydyzacji oligonukleotydu
antysensowego DNA z docelowym RNA powstaje heterodupleks DNA/mRNA, ktory jest
rozpoznawany przez enzym RNaz¢ H a nastepnie RNaza H hydrolizuje czasteczke mRNA.
W ten sposéb zdegradowana matryca uniemozliwia dalszg biosynteze biatka. Drugi
mechanizm zaklada, ze komplementarne oligonukleotydy ASO po hybrydyzacji z mRNA

tworza zawade przestrzenng dla rybosomu, ktéry napotyka trudnosci w przylaczeniu si¢
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lub przesuwaniu wzdluz matrycy mRNA, zaburzajgc w ten sposdb proces translacji (rys. 1
A).

W 1977 roku Peterson i in.(9) po raz pierwszy dowiedli, ze mozliwe jest
zahamowanie ekspresji genu za pomoca jednoniciowego oligonukleotydu DNA
komplementarnego do mRNA. Rok pdzniej Zamecnik i Stephenson(10) zaobserwowali
zahamowanie transformacji nowotworowych komorek kurzych wywotane obecnoscig 13-
nukleotydowego oligomeru DNA komplementarnego do RNA wirusa. Dopiero po przeszto
40-tu latach amerykanska organizacja FDA (ang. Food and Drug Administration)
zatwierdzila pierwszy lek antysensowy o nazwie Mipomersen na homozygotyczng
hipercholesterolemi¢ rodzinng spowodowang mutacjg genu receptora APOB-100. Do 2019
roku zatwierdzono kolejne pi¢¢ lekéw antysensowych, a co najmniej kolejne cztery
znajduja si¢ w koncowej fazie badan klinicznych. Sg to leki umozliwiajace leczenie lub
fagodzenie objawow rzadkich chordb, takich jak przyktadowo dystrofia mig$niowa
Duchenne’a (Eterplirsen) czy rdzeniowy zanik migéni (Nusinersen).(5)

Wiyniki licznych badan z ostatnich lat wskazuja na kluczowa role kwadrupleksow w
wielu procesach biologicznych, w tym rekombinacji, replikacji, transkrypcji i translacji.
Struktury kwadrupleksow tworza si¢ z sekwencji bogatych w reszty guanozyny, ktore w
odpowiednich warunkach tworzg oddzialujace warstwowo G-tetrady. Sekwencje
potencjalnie tworzace kwadrupleksy (PQS, ang. Putative Quadruplex Sequences)
powszechnie wystepuja w ludzkim genomie i transkryptomie.(11) Zwigzek miedzy
tworzeniem si¢ kwadrupleksu a kluczowymi procesami biologicznymi w komorkach
pozwala na wykorzystanie sekwencji bogatych w reszty guanozyny do zaprojektowania
narzedzi diagnostycznych i terapeutycznych dla réznych chordob. Na przyktad
kwadrupleksy okazaty si¢ atrakcyjnymi celami terapii przeciwnowotworowej i w leczeniu
chorob neurodegeneracyjnych.(12) Jednym ze sposobow regulacji ekspresji patogennego
genu, w ktorym kwadrupleksy odgrywaja kluczowa role, jest wykorzystanie odpowiednich
ligandow specyficznych wzgledem kwadrupleksow (G4-ligandy).(13) Moze mieé to
szczegbdlne znaczenie wowczas, gdy przebieg procesu biologicznego zalezny jest od
obecnosci struktur kwadrupleksow a ligand wydtuza czas zycia kwadrupleksu w komorce.
Jednak ze wzgledu na matg selektywno$§¢ znanych obecnie G4-ligandow wobec
poszczegodlnych struktur kwadrupleksow, istotnym problemem sg efekty off-target. Inna
metoda o potencjale terapeutycznym opiera si¢ na indukowaniu kwadruplekséw za pomocag
krétkich oligorybonukleotydow bogatych w reszty guanozyny (np. sekwencja 5'-
GGGCCCGGG-3"). Oligonukleotydy te po polaczeniu z sekwencja docelowa mRNA,
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rowniez bogatg w reszty guanozyny, tworzg dwuczasteczkowy kwadrupleks RNA:RNA,
ktory stanowi zawade steryczng dla rybosomu, regulujagc w ten sposéb procesy komorkowe
(rys. 1 B).(14) Jednakze i w tym przypadku indukowanie kwadrupleksow moze by¢ bardzo
niespecyficzne z uwagi na duza liczbe sekwencji PQS w transkryptomie. W 2011 roku
Hagihara i in. zaproponowali inne podej$cie wykorzystujace tworzenie heterohybrydy
DNA:RNA typu dupleks-kwadrupleks na matrycy mRNA, w przewidywalny i specyficzny
dla danej sekwencji sposob.(15) Polega ono na dolgczeniu do tradycyjnego
oligonukleotydu antysensowego DNA, zapewniajacego specyficznos$¢ rozpoznania MRNA,
sekwencji bogatej] w reszty guanozyny zawierajacej od jednego do trzech blokow
guanozynowych GGG. Wykorzystujac takie oligonukleotydy DNA bogate w reszty
guanozyny (dDQ) mozliwe bylo skuteczne i specyficzne zahamowanie odwrotnej
transkrypcji dla réznych sekwencji RNA, w tym genomu RNA wirusa HIV-1 (rys. 1
C).(15) W 2014 Bhattacharyya i in., wykorzystujac jednocze$nie dwa rdzne
oligonukleotydy antysensowe dDQ do indukowania struktur hybrydowych typu dupleks-
kwadrupleks (DQH), zaobserwowali obnizong zdolno$¢ komorek nowotworowych do

proliferacji.(16)
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Rys. 1. Przyktadowe strategie wyciszenia ekspresji gendéw: klasyczna, wykorzystujagca komplementarne
oligonukleotydy (A), indukujaca kwadrupleksy na matrycy mRNA (B) Iub struktury hybrydowe typu
dupleks-kwadrupleks (C).

Ogolnie wiadomo, ze zaréwno dupleksy RNA:RNA jak 1 dwuniciowe
kwadrupleksy RNA:RNA sa stabilniejsze niz odpowiednie struktury dwuniciowe
DNA:DNA oraz DNA:RNA.(17, 18) Zainspirowana mozliwoscia wykorzystania struktur
hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks (DQH) jako narze¢dzia do wyciszania ekspres;ji
genéw postanowitam zbada¢ tendencje oligorybonukleotydow bogatych w reszty

guanozyny (DQ) do tworzenia struktur typu dupleks-kwadrupleks DQH na matrycach
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mRNA (rys. 2) oraz zbada¢ ich wiasciwosci. Analogicznie do eksperymentéw opisanych w
pracy Hagihary i in., oligonukleotydy w serii RNA nalezalo tak zaprojektowaé, aby
zawieraly dwa segmenty: dupleksu (D) i kwadrupleksu (Q). Segment dupleksu,
odpowiedzialny przede wszystkim za selektywno$¢ oligonukleotydu antysensowego,
powinien by¢ komplementarny do fragmentu docelowego mRNA. Z kolei segment
kwadrupleksu o sekwencji (-GGG-N-GGG) po zwigzaniu z mRNA zawierajgcym roOwniez
dwa bloki guanozynowe powinien utworzy¢ motyw kwadrupleksu.(15) Oligonukleotydy te
dalej nazywam réwniez dwufunkcyjnymi, gdyz kazdy z tych dwoch segmentéw pelni inng

rolg.

hybryda typu
dupleks-kwadrupleks (DQH)

oligonukleotyd DQ sekwencja docelowa

Se—p-p-p-0—9-0-0-0-0pPOPPOPPPPPPP 3
gclE "Gee

segment
dupleksu (D)

segment
kwadrupleksu (Q)

Rys. 2. Schemat wigzania dwufunkcyjnego oligorybonukleotydu DQ do sekwencji docelowej bogatej w
reszty guanozyny z utworzeniem struktury hybrydy typu dupleks-kwadrupleks (DQH).

Caly czas nurtowalo mnie pytanie, czy dla utworzenia si¢ struktury hybrydowej
DQH niezbedna jest obecnos¢ dwoch blokéw -GGG-N-GGG zardéwno w sekwencji
oligonukleotydu antysensowego jak 1 w sekwencji docelowego mRNA. Zastanawialam si¢
bowiem, czy mozliwe jest wykorzystanie oligonukleotydow DQ do selektywnego
wyciszenia ekspresji gendéw roznigcych sie jedng resztg w rejonie bogatym w reszty
guanozyny, -GGG-N-GGG vs. -GGG-N-XGG, gdzie X- reszta inna niz G. Aby to bylo
mozliwe, oligonukleotydy DQ po potaczeniu z sekwencjami docelowymi bogatymi w
reszty guanozyny, roznigcymi si¢ jednym nukleotydem, musiatyby utworzy¢ rdzne
struktury ~ drugorzedowe, hybryde dupleks-kwadrupleks (DQH) i dupleks z

nieuporzadkowanymi koncami (Dss) (rys. 3).

T 5 L 4164\-\’
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s . ez 4 dupleks-kwadrupleks (DQH)
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Rys. 3. Schemat wigzania dwufunkcyjnych oligonukleotydow DQ do sekwencji docelowych roznigcych sig
jednng resztg nukleotydows G/U z utworzeniem rdznych struktur: hybrydy typu dupleks-kwadrupleks (DQH)

oraz dupleksu z nieuporzadkowanymi koficami (Dss).
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Postanowitam dowiedzie¢ si¢, czy istnieje taka mutacja, ktéra moglaby postuzyc¢,
jako potencjalny cel moich badan. Okazato si¢, ze w przypadku chorych na
niedrobnokomorkowego raka ptuca, u okoto 10% chorych rasy kaukaskiej i okoto 30-40%
chorych pochodzenia azjatyckiego, jedna z najczesciej diagnozowanych mutacji jest
substytucja (T—G) w pozycji 858 w eksonie 21 genu EGFR (okoto 40-45% wszystkich
mutacji). W wyniku mutacji EGFR-L858R dochodzi do zmiany sekwencji we fragmencie
genu EGFR mRNA z GGGCUGG na GGGCGGG, co mogtoby stanowi¢ potencjalny cel
dla terapii wykorzystujacej dwufunkcyjne oligonukleotydy DQ. Zaplanowatam wigc
badania majace na celu sprawdzenie, czy po polaczeniu antysensowego
oligorybonukleotydu w serii DNA lub RNA z RNA zawierajagcym fragment sekwencji -
GGGCGGG- lub -GGGCUGG- powstang rozne struktury a mianowicie hybryda typu
dupleks-kwadrupleks lub dupleks z nieuporzadkowanymi koncami (rys. 3). Planujac
wykorzystanie czasteczek RNA jako oligonukleotydy antysensowe musialam mie¢ na
uwadze fakt, ze czasteczki te sg podatne na degradacje. Dlatego tez w kolejnym etapie
mojej pracy zaplanowatam badania, w ktorych zamierzatam sprawdzié¢, jak wprowadzenie
nienukleotydowych modyfikacji chemicznych i liganda  do  tancucha

oligorybonukleotydowego wptywa na wiasciwosci struktur typu DQH i Dss.
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IV. CEL PRACY

Celem mojej pracy byla analiza spektralna oraz charakterystyka struktur
hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks i duplekséw z nieuporzadkowanymi koncami za
pomoca wybranych metod biofizycznych oraz zbadanie wplywu réznych
nienukleotydowych modyfikacji chemicznych oraz G4-ligandow na tworzenie si¢ |
wlasciwosci tych struktur. Dodatkowym celem moich badan byto przetestowanie
opracowanej przeze mnie strategii wyciszenia ekspresji genéw w §rodowisku komorek
ludzkich w uktadzie modelowym opartym na ekspres;ji biatka zielonej fluorescencji (EGFP,
ang. Enhanced Green Fluorescent Protein). Realizacja drugiego celu wymagata

nawigzania wspolpracy z Pracownig Analiz Struktur Subkomoérkowych IChB PAN.

Osiagnigcie tych celow wymagato realizacji przedstawionych ponizej zadan:

1. Zaprojektowanie i otrzymanie modelowych, dwufunkcyjnych
oligonukleotydow antysensowych w serii RNA i DNA oraz sekwencji
docelowych roznigcych si¢ jedng reszta nukleotydowa w regionie bogatym w
reszty guanozyny (rys. 3).

Zaprojektowane przeze mnie modelowe oligonukleotydy antysensowe CCC
(DQ) i DNA-CCC (dDQ) o diugosci 23-reszt sktadaty si¢ z dwoch segmentow,
segmentu dupleksu (D) i segmentu kwadrupleksu (Q) zawierajacego dwa bloki
guanozynowe (-GGG-N2-GGG, N2 = C) (tabela 1). Dodatkowe reszty cytydyny
znajdowaty si¢ na koncu 5’ (N1) oraz na potgczeniu segmentow D i Q (N3).

Schematycznie oligonukleotydy te pokazane sg na rysunku 3.

2. Zaprojektowanie i otrzymanie dwufunkcyjnych oligorybonukleotydéw
zawierajacych modyfikacje chemiczne
Do modelowego, dwufunkcyjnego oligorybonukleotydu zamierzatam
wprowadzi¢ w wybranych miejscach modyfikacje chemiczne (reszty 2-OMe, reszty
cukrowe pozbawione zasad heterocyklicznych - abasic, linkery alifatyczne) oraz
grupe fosforanowg (rys. 59). Celem wprowadzenia reszt typu 2-OMe do segmentu
dupleksu bylo zwigkszenie stabilnosci tej domeny, z kolei glownym zadaniem
tacznikow (abasic, linkery alifatyczne) we fragmencie zawierajacym bloki
guanozynowe bylo promowanie tworzenia struktury kwadrupleksu. Grupa

fosforanowa miata zapobiega¢ dimeryzacji podjednostek kwadrupleksowych.
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3. Charakterystyka hybrydowych struktur typu dupleks-kwadrupleks oraz
dupleksu z nieuporzadkowanymi koncami za pomoca wybranych metod
biofizycznych

Do monitorowania tworzenia si¢ struktur drugorzegdowych DQH oraz Dss w
roznych warunkach srodowiska planowatam wykorzysta¢ spektroskopie NMR, UV
i CD oraz elektroforeze¢ w zelu poliakrylamidowym (PAGE) w warunkach
natywnych (rys. 4). W oparciu o te metody zamierzaltam wyznaczy¢ stabilnosci
niemodyfikowanych oraz zawierajacych modyfikacje chemiczne struktur DQH i

Dss.
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Rys. 4. Badania biofizyczne hybrydowych struktur typu dupleks-kwadrupleks oraz dupleksu

z nieuporzadkowanymi koncami.

4. Okreslenie wplywu G4-liganda na tworzenie si¢ struktur typu dupleks-
kwadrupleks oraz dupleksu z nieuporzadkowanymi koncami

Poszukujac sposobu na zwigkszenie réznicy pomigdzy stabilnoscig struktur

DQH i Dss planowatam zbada¢, jaki wptyw na ich tworzenie ma obecnos¢ G4-

ligandow. Majac na uwadze niska selektywnos¢ G4-ligandéw postanowitam

sprawdzi¢, czy kowalencyjne przylaczenie G4-liganda do oligonukleotydu DQ

bedzie stabilizowaé i promowac tworzenie struktury DQH oraz czy zapewni

selektywnag stabilizacj¢ domeny kwadrupleksowej w strukturze hybrydy (rys. 5).
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Rys. 5. Schemat wigzania oligorybonukleotydu z przytaczonym kowalencyjnie ligandem DQ-L do sekwencji
docelowych GT oraz UT z utworzeniem réznych struktur: hybrydy DQ-L-H oraz dupleksu Dss-L.

5. Zweryfikowanie in vitro strategii wyciszania ekspresji genu zaleznej od
powstania struktur kwadrupleksowych na matrycy mRNA w komorkach
HelLa

We wspotpracy z Pracownig Analiz Struktur Subkomoérkowych IChB PAN
zaplanowatam wykonanie eksperymentéw na ludzkich liniach komoérkowych
wykorzystujac plazmid kodujacy gen biatka docelowego (EGFR lub zmutowany
punktowo EGFR-L858R) w fuzji z genem biatka zielonej fluorescencji (EGFP).
Oczekiwatam zréznicowanego poziomu wyciszenia translacji zaleznego od
powstawania struktur DQH lub Dss na matrycy mRNA. Zamierzatam w ten sposob
zbada¢ efektywno$¢ wyciszenia réznigcych sie tylko jedng reszta nukleotydowa
sekwencji mMRNA za pomocg oligorybonukleotydow DQ. Pogladowy schemat
zaplanowanego eksperymentu przedstawiony jest na rysunku 6.

A EGFR-L858R

EGFR

TRANSKRYPCJA % o 0 CCCBCCCo o o

GFP

g plazmid 1

zahamowanie translacji niski poziom B
zahamowania translacji

Rys. 6. Schemat badania efektu wyciszenia ekspresji genow w komorkach ludzkich z wykorzystaniem

konstruktow plazmidowych kodujacych badany fragment genu oraz biatko reporterowe EGFP.
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V. CZESC LITERATUROWA
V. 1. Kwadrupleksy DNA i RNA
Historia kwadrupleks6w ma swoj poczatek w 1910 roku, kiedy to Bang i in.(19, 20)
zauwazyli zelowanie kwasu guanylowego w wysokich st¢zeniach. W 1962 roku Gellert i
in. badajagc wtdokna osuszonego zelu otrzymanego z kwasu guanylowego pokazali, ze
tworza one helikalne struktury zbudowane z oddzialujacych warstwowo tetrad
guanozynowych.(21) Przez wiele lat odkrycie to traktowano jedynie jako ciekawostke
strukturalng. Dopiero gdy wykazano, ze kwadrupleksy =znajdujg si¢ na koncach
telomeréw(22, 23), prace badawcze nad powigzaniem ich struktury z funkcjg, miejscem
wystepowania i zrozumieniem mechanizméw regulacyjnych w komorkach zywych staty
si¢ jednym z najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢ kierunkow naukowych w ostatnich
dwudziestu latach.(24-27)
Jak juz wspomniatam, kwadrupleksy to struktury kwasow nukleinowych utworzone
z sekwencji bogatych w reszty guanozyny, ktéore w $rodowisku zawierajagcym kationy
jednowarto$ciowe, glownie K i Na*, formujg oddziatujagce warstwowo G-tetrady (rys.
7).(28) W G-tetradzie zawigzuje si¢ osiem wigzan wodorowych, a kazda z reszt guanozyny
jest zarowno donorem, jak i akceptorem dwdch wigzan wodorowych, odpowiednio wzdhuz
krawegdzi Watsona-Cricka 1 krawedzi Hoogsteena. Wigzania wodorowe wystepuja
pomigdzy atomem tlenu grupy karbonylowe; O6 a atomem azotu N1 oraz pomiedzy
atomami azotu N2 i N7. Reszty nukleotydowe (N) niezaangazowane w tworzenie G-tetrad

stanowig taczace je petle.
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Rys. 7. G-tetrada stabilizowana przez osiem wigzan wodorowych oraz centralnie umieszczony
jednowarto$ciowy kation metalu (A). Model jednoniciowego kwadrupleksu zbudowanego z nici o sekwencji
GGG N GGG N GGG N GGG (B). N — dowolne reszty nukleotydowe tworzace petle.
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Kwadrupleksy tworzg roézne struktury przestrzenne a na ich budowe¢ maja wptyw gtownie
takie czynniki jak:

e liczba nici zaangazowanych w tworzenie kwadrupleksow,

e kierunkowos$¢ nici,

e rodzaj petli taczacych bloki guanozynowe,

e aranzacja i budowa G-tetrad.

e Liczba nici zaangazowanych w tworzenie kwadrupleksow

W zaleznosci od liczby nici zaangazowanych w tworzenie kwadrupleksow wyrozniamy
struktury  jednoniciowe, dwuniciowe lub czteroniciowe (rys. 8). Sekwencje
jednoniciowego (wewnatrzczasteczkowego) kwadrupleksu najogoélniej mozna przedstawic
jako Gx1iNL1Gx2N2GxsN13Gxa, gdzie: G - reszty guanozyny, X - liczba kolejnych reszt
guanozyny, N - dowolne reszty nukleotydowe tworzace petle, L - liczba reszt w petli. Bloki
guanozynowe (Gx) moga mie¢ rozng dtugosc¢, najczesciej sa to 3 lub 4 reszty. Dwuniciowe
i czteroniciowe kwadrupleksy powstaja po potaczeniu odpowiednio dwoch lub czterech

nici, zazwyczaj o takiej samej lub podobnej sekwenciji.

Rys. 8. Klasyfikacja kwadrupleksow oparta o liczb¢ nici. Kwadrupleks czteroniciowy (A), dwuniciowy (B),
jednoniciowy (C).(29)

e Kierunkowosci nici
Bioragc pod uwage kierunek tancucha oligonukleotydowego, 5'-3', wyrdézniamy trzy
typy struktur kwadrupleksow: rownolegly, antyrownolegly i typu (3+1).(30)
W kwadrupleksach nici moga by¢ utozone wzgledem siebie na cztery sposoby:
1) wszystkie cztery nici zwrécone sg w jednym kierunku (11711), kwadrupleks
réwnolegly (rys. 9 A)
2) trzy nici zwrocone sg w jednym kierunku, czwarta ni¢ w kierunku przeciwnym do
pozostatych (111]), kwadrupleks typu (3+1) nazywany inaczej hybrydowym (rys. 9
B)
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3) dwie przylegle nici zwrdcone sg w tym samym kierunku, a dwie pozostate w
przeciwnym kierunku, kwadrupleks antyrownolegly (11]]) (rys. 9 C)
4) dwie naprzeciwlegle nici sg zwrocone w tym samym kierunku, a dwie pozostate w

przeciwnym kierunku, kwadrupleks antyréwnolegly (1/1]) (rys. 9 D)

amw -G (syn) ——— -G (anti)

Rys. 9. Typy kwadruplekséw: kwadrupleks rownolegly (1111) (A), kwadrupleks typu (3+1) (1171]) (B),
kwadrupleks antyrownolegly (111]) (C), kwadrupleks antyréwnoleglty (1/1]) (D), strzatki wskazujg

orientacje nici od konca 5'—3'".

o Petle lIaczace G-tetrady

Reszty nukleotydowe, ktore nie sg zaangazowane w powstawanie G-tetrad zazwyczaj
stanowig taczace je petle.(31) Trzy najczesciej wystepujace rodzaje petli to:
- petla zewnetrzna (w literaturze anglojezycznej spotka¢ mozna rézne nazwy: external,
propeller lub double-chain-reversal loop) - taczy dwie réwnolegle, sasiednie nici. Petla
zewngtrzna jest zazwyczaj bardzo krotka, zbudowana z jednej, maksymalnie trzech reszt
nukleotydowych; rzadko kiedy jest dtuzsza.(32) Ten typ petli jest typowy dla
kwadrupleksow RNA (rys. 10 A),
- petla przekatna lub diagonalna (ang. diagonal) - taczy dwie antyrownolegle,
przeciwlegte nici. Z reguty ztozona jest z conajmniej trzech reszt nukleotydowych (rys. 10
B),
- petla boczna (ang. lateral, edgewise loop) - taczy dwie antyrownolegte, przylegle nici.

Najczesciej sktada si¢ z przynajmniej dwoch reszt nukleotydowych (rys. 10 C).
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petla diagonalna petla boczna

e
PDB: 1XAV PDB: 143D PDB: 2JPZ

Rys. 10. Typy petli w kwadrupleksach: petla zewnetrzna (A), petla przekatna (B), petla boczna (C), oraz ich
ultozenie w strukturach kwadruplekséw DNA (PDB: Protein Data Bank, http://www.rcsb.org/).

e Aranzacja i budowa G-tetrad

Roéznice strukturalne pomiedzy kwadrupleksami DNA i RNA wynikaja glownie z
odmiennej preferencji dla orientacji syn/anti wokoét wigzania  glikozydowego
deoksyguanozyny i ryboguanozyny. W konformacji anti atom C8 guanozyny potozony jest
nad pierScieniem cukrowym, natomiast w konformacji syn nad pierScieniem cukrowym
znajduje si¢ atom azotu N3 (rys. 11 A).(33) W kwadrupleksach DNA reszty guanozyny
mogg przyjmowac zard6wno orientacj¢ Syn i anti. Z uwagi na zawadg steryczng pomigdzy
atomem H3’, a zasadg heterocykliczng be¢daca nastepstwem konformacji 3'-endo rybozy,
orientacja anti wokot wigzania glikozydowego jest preferowana w przypadku
ryboguanozyny.

Kierunkowos$¢ nici, konformacje reszt guanozyny oraz aranzacja reszt w G-tetradach
sa wzajemnie powigzane. I tak, jesli cztery nici s3 réwnolegle, to reszty guanozyny
tworzace tetrad¢ muszg mie¢ t¢ samg konformacje (anti lub syn). Z kolei antyréwnolegte
ulozenie nici wymusza obecno$¢ mieszanych konformacji anti/syn w obrgbie G-tetrad.

Biorgc pod uwage mozliwe kombinacje konformacji syn/anti, w przypadku
kwadruplekséw DNA mozliwych jest 16 rd6znych aranzacji G-tetrad (rys. 11 B). Z kolei dla
kanonicznych kwadruplekséw RNA mozliwa jest tylko jedna aranzacja G-tetrady, taka, w

ktorej wszystkie reszty guanozyny przyjmuja konformacje anti (rys. 11 B, VIla).
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Rys. 11. Konformacja reszt guanozyny: anti oraz syn (A). Wszystkie mozliwe aranzacje G-tetrad

°i"m
g L

uwzgledniajace rézne kombinacje Syn i anti oraz szerokoéci bruzd (B). Symbole Sz, §, W oznaczaja

odpowiednio szeroka, $rednia i waska bruzde.

Z konformacja syn/anti reszt guanozyny powiagzana jest takze kierunkowo$¢ wigzan
wodorowych w G-tetradach, ktora definiowana jest za pomoca wektorow skierowanych od
atomu H8 do NHI1. Kierunkowos$¢ G-tetrad moze by¢ zgodna z ruchem wskazéwek zegara
lub przeciwna (rys. 12). Odzialywania warstwowe pomigdzy G-tetradami o przeciwnych

kierunkowosciach sg rozne.(34)

\
R

Rys. 12. Kierunkowos$¢ wigzan wodorowych w tetradzie guanozynowej zgodna z ruchem wskazowek zegara

(A), przeciwna do ruchu wskazowek zegara (B).

Konsekwencjg mozliwych orientacji Syn/anti wokot wigzania glikozydowego w
poszczegbdlnych G-tetradach jest rézna szeroko$¢ powstajacych bruzd. Bruzdy dzielimy na:

waskie ~12A (ang. narrow), $rednie ~16A (ang. medium) oraz szerokie ~19A (ang. wide)
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(rys. 11 B, 13). Zgodnie z formalizmem geometrycznym opracowanym w zespole Webby
da Silva(35), oddziatujace warstwowo G-tetrady muszg mie¢ takg sama szeroko$¢ bruzd,
co oznacza, ze w strukturze jednoniciowego kwadrupleksu nie wszystkie przedstawione na
rysunku 11 G-tetrady moga ze soba sgsiadowac. Zgodnie z tg regula, dla jednoniciowych
kwadruplekséw DNA, warunek ten jest spelniony jedynie w 8 przypadkach (rys. 13). Z
rozng szerokoscig bruzd S$ciSle powigzane sg rowniez typy petli, ktore wystepuja w
strukturze kwadrupleksu. Na przyklad, petle boczne korelujg z waska Iub szeroka bruzda
oraz lacza reszty guanozyny o przeciwnej konformacji sSyn/anti.(31) Natomiast dla
kwadruplekséw RNA typowe sa petle zewnetrzne i Srednie szerokosci bruzd (rys. 13, panel
VIII).
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Rys. 13. Schemat wszystkich mozliwych kombinacji G-tetrad uwzglgdniajacych rézne orientacje wokot

wigzania glikozydowego (I — VIII). S i A oznaczaja odpowiednio konformacjg syn i anti. Na z6tto oznaczone

sa struktury, ktorych istnienie potwierdzono eksperymentalnie, a na niebiesko te, ktorych dotychczas nie

udato si¢ potwierdzi¢.(35)
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Biorgc pod uwage 8 mozliwych typow oddziatywan warstwowych pomiedzy G-
tetradami oraz wszystkie dopuszczalne kombinacje petli, ni¢ tworzaca kwadrupleks moze
zwing¢ si¢ az na 26 roznych sposobow.(35) Sposrod tych 26 przewidzianych teoretycznie
topologii, dotychczas udato si¢ potwierdzi¢ eksperymentalnie istnienie jedynie 9 (rys. 13).
Za przyklad takiej przewidzianej teoretycznie, a dotychczas nie znalezionej
ekseprymentalnie struktury moze postuzy¢ jednoniciowy, rownolegly kwadrupleks RNA,
w ktorym wszystkie reszty guanozyny przyjmowaltyby konformacje anti, a caty uktad
potaczony bylby petlami zewngtrznymi (rys. 13, pomaranczowa ramka, panel VIII).
Chociaz struktura takiego kwadrupleksu nie jest znana, w bazie PDB zdeponowane sa
wspotrzedne innych rownolegtych kwadrupleksow RNA, jednak sa one zbudowane z
dwoch lub czterech nici. Na rysunku 14 przedstawitam strukture typowa dla rownoleglego

dwuniciowego kwadrupleksu RNA.

- )
petla zewnetrzna petla zewnetrzna

Rys. 14. Struktura dwuniciowego kwadrupleksu RNA TERRA o sekwencji r(UAGGGUUAGGGU);
zbudowanego z trzech G-tetrad. Wszystkie reszty guanozyny wystepuja w konformacji anti a G-tetrady

potaczone sg za pomocg petli zewnetrznych.(36)

V. 2. Niekanoniczne motywy strukturalne kwadrupleksow RNA

Powyzej przedstawitam podstawowe reguty dotyczace topologii kwadrupleksow.
Nalezy jednak wspomnie¢, ze wraz z nieustannie rosnaca liczba poznawanych struktur
kwadrupleksow okazuje si¢, ze reguly te odnosza si¢ jedynie do jednoniciowych
kanonicznych struktur kwadrupleksow, czyli takich, w ktorych G-terady potgczone sg za
pomoca petli bocznej, diagonalnej lub zewngtrznej. Chociaz obecno$¢ G-tetrad jest
niezbedna dla utworzenia trzonu kwadrupleksu, czesto towarzysza im tetrady zbudowane z
innych reszt niz guanozyny(37-39), zarowno homotetrady jak i mieszane tetrady.(40)
Reszty znajdujace si¢ w petli moga dodatkowo oddziatywa¢ z G-tetradami tworzac
pentady, heksady czy oktady.(41) W kwadrupleksach DNA liczba ro6znych
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zaobserwowanych motywow strukturalnych jest wigksza niz dla RNA. By¢ moze wynika
to miedzy innymi z tego, ze mniej jest znanych struktur kwadrupleksow RNA, gdyz dtugo
uznawane byly za mniej ciekawe, jako znacznie bardziej zachowawcze i przewidywalne
niz z natury polimorficzne struktury kwadrupleksow DNA. Dlatego tez wsrdd struktur
zdeponowanych w bazie PDB przewazaja kwadrupleksy DNA - na ogolng liczbg 366
struktur kwadrupleksow, jedynie 37 stanowig kwadrupleksy RNA. Analiza dostepnych
struktur kwadruplekséw RNA pokazala, ze pomimo narzuconego przez konformacje
guanozyny ograniczenia mozliwych topologii do struktur rownoleglych, rowniez wsrod
nich znalez¢ mozna wiele interesujgcych motywow strukturalnych.(42) Ponizej omoéwione
zostaty niektore z tych motywoéw, ukazujac jednocze$nie rdznorodnos$¢ struktur
kwadrupleksow RNA.

Jak juz wspomniatam, oprocz G-tetrad mozliwe jest zawigzywanie si¢ innych,
nietypowych tetrad takich jak np. przedstawione na rysunku 15 homotetrady urydynowe
(U:U:U:U)(43-45), cytydynowe (C:C:C:C)(46) czy adenozynowe (A:A:A:A)(47, 48).
Wsréd kwadrupleksow RNA  zidentyfikowano takze obecno$¢ tetrad zbudowanych z
mieszanych reszt nukleotydowych, np. (G:C:G:C)(49, 50), (G:G:U:U)(51) -czy
(G:C:U:U)(52).
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Rys. 15. Schematyczne przedstawienie homotetrad G:G:G:G (A), A:A:A:A (B), C:C:C:C (C), U:U:U:U (D)
oraz tetrad mieszanych G:C:G:C (E), G:G:U:U (F) w kwadrupleksach RNA.
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W Zaktadzie Biomolekularnego NMR szczegdlng uwage poswigca si¢ badaniom
dotyczacym kwadruplekséw RNA. Jednym z obiektow bedacych w kregu zainteresowan
Zaktadu byly czasteczki RNA zbudowane z powtdrzen trinukleotydowych.(49, 50) Dla
czasteczek zbudowanych z powtorzen CGG, AGG oraz UGG, wykazano, ze w roztworze
zawierajacym kationy potasu powstajag nietypowe struktury kwadrupleksow, poniewaz
zawierajg jedynic dwie, zamiast trzech lub czterech sgsiadujacych G-tetrad. Ponadto w
strukturach tych kwadrupleksow zidentyfikowano nietypowe motywy strukturalne,
charakterystyczne dla danego typu powtorzen. Dla powtdrzen AGG zaobserwowano
tworzenie si¢ heksady typu A:G:G:G:G:A (rys. 18 B), w przypadku powtorzen CGG
charakterystyczne sa mieszane tetrady typu G:C:G:C (rys. 15 E, 19 B), a dla czasteczki o
sekwencji UGGUGGU tworzacej czteroniciowy kwadrupleks potwierdzono obecnosé
trzech U-tetrad, na koncach 3' i 5’ oraz srodkowej, pomigdzy dwiema G-tetradami (rys.
16).(53) Dane literaturowe wskazywaty, ze obecno§¢ U-tetrady na 3'-koncu
kwadrupleksow wywotuje niezwykle silng stabilizacj¢ tych uktadow.(44) Badania
prowadzone w naszym Zakladzie wykazaty, ze za ten efekt odpowiedzialna jest niezwykta
konformacja 3'-koncowego fragmentu czasteczki z naglym zwrotem tancucha RNA tuz

przed U-tetrada, tzw. ,,odwrocona U-tetrada”.(53, 54)

Rys. 16. Struktura kwadrupleksu o sekwencji (UGGUGGU)4 (PDB: 6GE1). G-tetrady i U-tetrady maja

odpowiednio kolor zielony i rézowy. Na koncu 3’ widoczny jest nagly zwrot tancucha.(53)

Dimeryzacja

Kwadrupleksy moga oddziatywaé¢ warstwowo tworzac struktury wyzszego rzedu,
takie jak dimery, tetramery czy multimery.(55) Proces dimeryzacji zalezy od kilku
czynnikow, w tym od topologii kwadrupleksow, sekwencji petli oraz obecnosci reszt
flankujacych jak rowniez stezenia oligonukleotydu, rodzaju oraz stezenia kationow(56) czy
obecnosci G4-liganda(56, 57). W teorii, dwa kwadrupleksy moga oddziatywac ze sobg
poprzez terminalne G-tetrady, 5’ lub 3’ na rézne sposoby: 3'-3', 3'-5', 5'-3’ lub 5'-5".
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Symulacje metoda dynamiki molekularnej przeprowadzone dla sekwencji telomerowe;j
RNA sktadajacej si¢ z o$miu blokow guanozynowych rozdzielonych tacznikiem UUA,
wykluczyty jednak uktad 5'-3' jako niestabilny (rys. 17).(58)

Rys. 17. Schemat mozliwych sposobéw dimeryzacji migdzy dwiema kolejnymi jednostkami

kwadrupleksowymi potaczonymi petla UUA.

Wsréd dimerow kwadrupleksow RNA  obserwuje si¢ gléwnie oddziatywania
warstwowe typu 5'-5', w ktorych uczestniczg koncowe G-tetrady (rys. 18 A).(59) Analiza
oddziatywan typu 5'-5'" w dostgpnej literaturze pokazuje, ze jednym z czgSciej
wystepujacych motywow, przez ktore nastepuje dimeryzacja jest heksada A:G:G:G:G:A
(rys. 18 B). Taki typ heksady zostat potwierdzony dla kilku struktur kwadrupleksow (PDB:
2RQJ(60), IMY9(61), 2M18(58)).
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Rys. 18. Modele dimerycznych kwadruplekséw utworzonych z oligorybonukleotydéw o sekwencji:
GGGUUGCGGAGGGUGGGC (A), GGAGGAGGAGGA (PDB 2RQJ) (C). Schemat heksady
A:G:G:G:G:A (B).
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Ciekawym przykladem réznorodnosci strukturalnej kwadrupleksow RNA jest
czasteczka o sekwencji UGGGGU. Juz w 1992 roku, stosujgc metody spektroskopii NMR
pokazano, ze w roztworze zawierajagcym kationy potasu tworzy ona czteroniciowy,
rownolegly kwadrupleks, z tetradami U:U:U:U na koncach 5’ i 3’ (PDB 1RAU).(45) Dla
czasteczki o tej samej sekwencji UGGGGU, znane sg rowniez cztery struktury krystaliczne
(PDB ID: 1J8G, 4RKYV, 4RJ1, 4RNE). Wszystkie sg bardzo do siebie podobne, jednak
znacznie roznig si¢ od struktury wyznaczonej metodami NMR. Gdy w mieszaninie
krystalizacyjnej znajdowaty si¢ jony Sr?*, w krysztale otrzymano dimery zazebiajacych sie
koncami 5’ czteroniciowych kwadrupleksow.(62) Cztery reszty urydyny z konca 5’ jednej
jednostki kwadrupleksowej biora udziat w tworzeniu oktady lokujac si¢ w poblizu
srodkowej G-tetrady. W ten sposdb, w miejscu asocjacji powstaja dwie oktady
(G:U:G:U:G:U:G:U) przedzielone dwiema G-tetradami (G:G:G:G) pochodzacymi od
dwoch jednostek kwadruplesowych (rys. 19 A).

Innym przyktadem zazebiajacych si¢ kwadruplekséw RNA jest badana w Zaktadzie
Biomolekularnego NMR czasteczka o sekwencji GCGGCGGC, ktoéra w roztworze tworzy
dwuczasteczkowy kwadrupleks z niesparowanymi koncami 5'-GC. Dimer tej czasteczki
powstaje w wyniku uwspolnienia tych koncéw i utworzeniu mieszanych tetrad (G:C:G:C)

(rys. 19 B).(49)
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Rys. 19. Schematyczne przedstawienie dimerow kwadrupleksow utworzonych z czasteczek o sekwencji:

UGGGGU (A), GCGGCGGC (B), GCB'GGCGGC (C).
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Zastgpienie w czgsteczce GCGGCGGC jednej z reszt guanozyny 8-
bromoguanozyna (2'G) doprowadzito do niezwykle interesujacych rezultatow. Reszta B'G,
z uwagi na obecno$¢ duzego podstawnika w pozycji C8, przyjmuje nietypowa dla reszty
guanozyny konformacje syn. W konsekwencji czasteczka GCB'GGCGGC tworzy
samokomplementarny dupleks, (GC®'GGCGGC),, z dwiema niekanonicznymi parami
zasad B'G:G. Dupleks ten tatwo dimeryzuje tworzac kwadrupleks zbudowany z tetrad
G:(*'G):G:(B'G) przedzielonych dwiema mieszanymi tetradami G:C:G:C, o nietypowej dla
RNA antyrownolegtej topologii (rys. 19 C).

Aby zapobiec procesowi dimeryzacji, czesto na 5’ koncu oligonukleotydu przytacza
si¢ dodatkowe reszty nukleotydowe(63) lub grupg fosforanowa(64). Modyfikacje te
ograniczaja oddziatywania warstwowe pomiedzy podjednostkami. Ograniczenie procesu
dimeryzacji czasami jest mozliwe rowniez poprzez znaczne obnizenie st¢zenia

oligonukleotydow lub kationow K*.(65)

V. 3. Struktury hybrydowe typu dupleks-kwadrupleks

Struktura kwadrupleksu moze wspoétistnie¢ z innymi motywami strukturalnymi takimi
jak np. spinka, dupleks czy i-motyw.(66-68) Struktur¢ powstala z zestawienia
kwadrupleksu z dwuniciowym motywem mozna sklasyfikowa¢ jako hybryde typu dupleks-
kwadrupleks (DQH, ang. duplex-quadruplex hybrid) lub spinka-kwadrupleks (rys. 20).
Badania dotyczace potaczenia domeny dupleksu z kwadrupleksem pokazaty, ze

zestawienie tych dwoch elementow konstrukcyjnych jest stosunkowo proste.(66)

Rys. 20. Wspotosiowa (A) i prostopadta (B) orientacja domeny dupleksu i kwadrupleksu na potaczeniu
kwadrupleks-dupleks oraz odpowiadajace im struktury (PDB: 2M8Z, 2M93). Kolorem fioletowym pokazany

jest staty a r6zowym zmienny punkt mocowania dla segmentu dupleksu.

Ten dodatkowy motyw strukturalny np. dupleks/spinka moze wystepowaé w
miejscu petli bocznej (rys. 20 A; 21 A, konstrukt 1), diagonalnej (rys. 20 A; 21 B, konstrukt
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II) lub zewngtrznej (rys. 20 B; 21 C, konstrukt 111).(66) W stosunku do rdzenia
kwadrupleksu dupleks moze by¢ zorientowany réwnolegte lub prostopadle. Wspdtosiowe
wprowadzenie dwuniciowej domeny do antyroéwnolegtego kwadrupleksu prowadzi do
powstania uktadow hybrydowych, gdzie pomiedzy dwiema domenami wystepuja
bezposrednie oddziatywania warstwowe (konstrukt I, rys. 21 A) (PDB: 2M8Z) lub z
udziatem niekanonicznych par zasad (ang. mismatch base pair) utatwiajgc potaczenie
pomiedzy domenami (konstrukt II, rys. 21 B) (PDB: 2M91). Z kolei aby zachowana byla
réwnolegla topologia kwadrupleksu, dwuniciowa domena musi by¢ zlokalizowana w
obrgbie petli zewnetrznej (rys. 21 C). Dodatkowo, prostopadie utozenie wzglgdem siebie
domen kwadrupleksu 1 dupleksu wymaga obecno$ci co najmniej dwoch niesparowanych
reszt tacznikowych w obrebie ich potaczenia (ang. junction) (konstrukt IlI, rys. 21 C)
(PDB: 2M93).
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Rys. 21. Modele uktadéw hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks wraz z konstrukcyjnymi detalami w
miejscu potaczenia obu domen. Domena kwadrupleksu zaznaczona zostala kolorem niebieskim, domena
dupleksu kolorem fioletowym a niesparowane reszty kolorem zoltym. Domena dupleksu moze byé
usytuowana w szerokiej bruzdzie kwadrupleksu aczac si¢ bezposrednio z kwadrupleksem (PDB: 2M8Z) (A).
Para zasad G:A (zaznaczona na pomaranczowo) umiejscowiona w pozycji petli diagonalnej spetnia rolg pary
taczacej migdzy domenami ze wzgledu na roézne ich szerokosci (PDB: 2M91) (B). Boczne (prostopadte)
usytuowanie obu domen za posrednictwem niesparowanych reszt umozliwia polaczenie obu domen (PDB:

2M93) (C).

Przyktadem takich struktur hybrydowych sa niektore aptamery. Na przyktad,
wykorzystujac metod¢ SELEX otrzymano aptamery RNA zawierajace w swojej strukturze
motyw kwadrupleksu i spinki.(52, 69, 70) Jeden z nich, o nazwie Spinach, selektywnie
wigze ligand aktywujacy zielong fluorescencje. Badania metodami rentgenowskiej analizy
strukturalnej wykazaly, ze hybryda ta posiada unikalny motyw kwadrupleksu zbudowany z
trzech tetrad, w tym z dwoch G-tetrad oraz mieszanej tetrady G:C:U:U (rys. 22). Rdzen
kwadruplesku powstaje w wyniku oddzialywania reszt guanozyny znacznie odleglych od

siebie w sekwencji, o okoto 40 reszt. Niektore z reszt guanozyny, tworzacych rdzen G4,
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przyjmujg nietypowg dla kwadrupleksow RNA orientacje Syn, przyczyniajac si¢ do
powstania antyrownolegtej topologii. Kwadrupleks ten charakteryzuje si¢ réwniez unikalng

architekturag niekanonicznych petli.
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Rys. 22. Schemat oraz struktura kompleksu Spinach-DFHBI (ang. (Z2)-4-(3,5-difluoro-4-
hydroxybenzylidene)-1,2-dimethyl-1H-imidazol-5(4H)-one) RNA, zawierajacego nietypowy motyw
kwadrupleksu (A). Model kwadrupleksu RNA, gdzie zottym i bigkitnym kolorem oznaczono odpowiednio
konformacje anti i syn reszt guanozyny (B). Szczegdlowy opis w tekécie (na podstawie Warner et al.,

2014).(52)

Omoéwione powyzej przyktady niekanonicznych struktur kwadruplekséw pokazuja,
ze algorytmy, ktére sg obecnie stosowane do wyszukiwania sekwencji potencjalnie
tworzacych kwadrupleksy oraz préby stworzenia regut pozwalajacych na przewidywanie
ich struktury sa niewystarczajace nawet dla kwadrupleksow RNA, ktore sg z natury mniej

polimorficzne niz kwadrupleksy DNA.(71)

V. 4. Stabilnos¢ kwadrupleksow

Kwadrupleksy RNA tworzg z reguty stabilniejsze struktury niz ich odpowiedniki w
serii. DNA.(72, 73) Za wicksza stabilnos¢ kwadrupleksow RNA odpowiedzialna jest
migdzy innymi grupa hydroksylowa w pozycji 2" rybozy, ktora stanowi rusztowanie dla
uporzadkowanej sieci wigzan wodorowych tworzonych przez czasteczki wody usytuowane
w bruzdach. W roéwnoleglych kwadrupleksach, czyli takich jak kwadrupleksy RNA,
czagsteczki wody rozmieszczone s3a rownomiernie w strukturze. Natomiast w

kwadrupleksach antyréwnolegtych, w ktérych niektore reszty guanozyny wystepuja w
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konformacji syn, obserwuje si¢ mniej uporzadkowang sie¢ hydratacji. Stabilizacja
kwadruplekséw RNA pochodzi dodatkowo od oddziatywan grupy 2'-OH z atomami tlenu
reszt fosforanowych i cukrowych czy grupami akceptorowymi zasad heterocyklicznych.
Na stabilno$¢ kwadrupleksow maja wptyw takze inne czynniki, jak na przyktad typ oraz
stezenie kationdw(74), typ petli, jej dtugos$¢ i sekwencja(32, 75), obecnos¢ modyfikacji
chemicznych(76-78), sktad i pH roztworu(79) czy obecnos¢ G4-ligandow(80).

V. 4. 1. Wplyw kationow

Zardéwno kationy sodu jak i potasu sa jonami fizjologicznie istotnymi, dlatego tez
wiekszos¢ badan skupia si¢ na poznaniu ich wplywu na struktur¢ 1 stabilnosé
kwadruplekséw. Duze znaczenie dla tworzenia kwadruplekséw maja takze inne kationy
jedno- i dwuwartosciowe.(74) Typ kationow determinuje nie tylko stabilno$¢, ale moze
indukowa¢ polimorfizm strukturalny kwadrupleksow. Za przyklad moze postuzy¢
kwadrupleks o sekwencji telomerowej, TAG3(T2AGg)s, ktorego topologia zalezy od typu
jonéw. W obecnosci kationow sodu czasteczka TAGs(T2AG3)s tworzy antrownolegly
kwadrupleks, natomiast w obecnosci kationdw potasu przyjmuje forme rownolegly. Nalezy
jednak doda¢, ze pierwsza z tych struktur analizowano w roztworze a druga w krysztale, co
rowniez mogto mie¢ wptyw na ich topologie.(81)

W strukturach kwadruplekséw kationy jednowarto$ciowe takie jak np. Na*, NHa*
lub K* lokujg si¢ w centralnym kanale, gdzie neutralizujg ujemny tadunek nagromadzony
poprzez skierowane do wnetrza kanatu karbonylowe atomy tlenu O6. Kationy moga
oddziatywa¢ takze z innymi grupami atoméw znajdujacych si¢ w petlach i w bruzdach.
Promien jonowy jest jednym z gléwnych czynnikow branych pod uwage przy wyborze
kationow. Ze wzgledu na swoj rozmiar, jony takie jak K™ i NHs™ (promienie jonowe
odpowiednio 1.33A i 1.48A) lokujg si¢ symetrycznie pomiedzy ptaszczyznami G-tetrad.
Atom potasu koordynuje osiem karbonylowych atomow tlenu sgsiadujacych tetrad, dzigki
czemu silnie stabilizuje tetrady guanozynowe. Mniejszy kation Na* (promien jonowy
0.95A) jest na tyle maty, Zze moze koordynowaé zaréwno w plaszczyznie tetrady
guanozynowej, lub podobnie jak kation potasu pomi¢dzy dwiema ptaszczyznami (rys. 23).
Ze wzgledu na mniejszy promien jonowy kationu sodu, efekt stabilizacji tetrad jest

znacznie stabszy.
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Rys. 23. Struktura telomerowego DNA (GGGGTTTTGGGG) w obecnosci kationéw K* (A) oraz Na* (B).
Schematyczne reprezentacje dwuczasteczkowego kwadrupleksu przedstawiajace lokalizacje kationdw w
centralnym kanale kwadrupleksu. Jony K* (A) sa zlokalizowane pomiedzy G-tetradami, podczas gdy jony

Na* (B) moga by¢ rowniez usytuowane w ptaszczyznie G-tetrad.

Badania dotyczace wpltywu kationow jednowartosciowych na tworzenie si¢
kwadruplekséw pokazaty, ze preferencja do tworzenia kwadruplekséw maleje w szeregu
K* > NH4" > Na* > Cs".(78) Oprocz promienia jonowego, na stabilizacje kwadruplekséw
moga mie¢ wplyw inne czynniki, takie jak na przyklad energia hydratacji i/lub liczba
koordynacyjna jonéw. Na podstawie obliczen ab initio ustalono, ze koordynacja kationow
metali przyczynia si¢ bardziej do stabilizacji struktury kwadrupleks6w niz wigzania
wodorowe czy oddziatywania warstwowe G-tetrad.(82)

Oproécz kationéw jednowartosciowych, roéwniez obecno$¢ jonéw dwuwartosciowych
moze wplywaé na tworzenie si¢ kwadruplekséw. Na przyktad w omawianej juz uprzednio
strukturze czteroniciowego kwadrupleksu RNA zbudowanego z nici UGGGGU, kationy
Sr?* promowaty dimeryzacje. Z kolei strukture czteroniciowego kwadrupleksu DNA o
sekwencji d(B"'U)r(GAGGU), zawierajacego modyfikacje °B'U stabilizuja zaréwno kationy
Ba** i Na*. Badania prowadzone dla kwadrupleksu DNA o sekwencji d(GaT4Ga)
pokazaly, ze w roztworze zawierajagcym kationy dwuwartosciowe destabilizacja zachodzi
w kolejnosci Zn?* > Co?* > Mn?* > Mg?* > Ca?*. Natomiast stabilne kwadrupleksy RNA,
ktére otrzymano w obecno$ci jonow potasu byty destabilizowane wraz ze zwigkszaniem
stezenia kationow dwuwarto$ciowych. Zaobserwowano nastepujaca kolejnos¢ sily

destabilizacji: Zn?* > Cd?* > Ni?* > Co?* >> Mn?*> Mg?* > Ca?* > Sr?* > Ba?*.(74)

V. 4. 2. Wplyw sekwencji i dlugos¢ petli

Dlugos¢ petli w kwadrupleksach jest jednym z wazniejszych czynnikow
determinujacych ich stabilno$¢. Rownolegte jednoniciowe lub dwuniciowe kwadrupleksy,
zarowno RNA i DNA, posiadaja jedynie petle zewngtrzne. Badania zalezno$ci pomigdzy

dlugosciag petli a stabilnoscig termodynamiczng jednoniciowych, réwnoleglych
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kwadrupleksow RNA i DNA wskazuja na spadek ich trwalo$ci wraz z wydtluzaniem
dtugosci petli. Na przyktad kwadrupleksy sktadajace si¢ z dwoch G-tetrad sg stabilne (Tm =
60 °C) tylko wtedy, gdy ich petle sa jednonukleotydowe (G2UxG2UxG2UxG2: X = 1).
Wydtuzenie petli do 3 lub 7 reszt obniza ich temperaturg topnienia odpowiednio do 30 °C i
19 °C.(83) Analogiczne badania nad zaleznoScig pomiedzy stabilnoscig kwadrupleksow
DNA a dlugoscig petli nie daly tak jednoznaczych korelacji, poniewaz wraz z
zwigkszaniem dhlugosci poszczegdlnych petli mozliwa jest zmiana topologii
kwadrupleksow.

Wazna jest nie tylko dlugos¢ petli, ale i ich sekwencja. Zamiana chociazby jedne;j
reszty nukleotydowej w obszarze p¢tli moze mie¢ ogromny wptyw na strukture i stabilno$¢
kwadrupleksu. Na przyktad dla kwadrupleksu RNA o sekwencji GoNG2NG2NG2 (N = C,
U, A) najstabilniejsze struktury tworzg si¢, gdy petle zbudowane sg z reszty adenozyny (70
°C) lub urydyny (60 °C). Najmniej trwala struktura powstaje, gdy w petlach znajduja si¢
reszty cytydyny (43 °C). Przyczyng takiej rdéznicy w stabilno$ci poszczegdlnych struktur
moga by¢ na przyktad oddziatywania warstwowe pomiedzy resztami znajdujacymi si¢ w
petlach a G-tetradami(84), badz inne oddzialywania, na przyktad zawigzywanie
dodatkowych wigzan wodorowych.

Osobny przypadek reprezentuja struktury hybrydowe typu spinka-kwadrupleks. Na
przyktad, badajac zaleznos¢ pomiedzy liczbg par zasad w petli bocznej antyrownoleglego
kwadrupleksu a jego stabilnos$cig zaobserwowano, ze gdy trojnukleotydowa petle GCA
zastgpiono petla z trzema dodatkowymi parami zasad Watsona-Cricka o sekwencji CGC
GCA GCG, temperatura topnienia wzrosta z 36.2 °C do 41.6 °C (konstrukt I, rys. 21). Z
kolei w przypadku uktadu rownoleglego (konstrukt III, rys. 21), gdzie pary zasad w petli
zewnetrznej utozone sg prostopadle do trzonu kwadrupleksu, zwigkszenie liczby par zasad
w domenie dupleksu z trzech do szesciu, stabilizuje uktad o jedynie 1 do 3 °C w stosunku
do uktadu z sama petla TGCAT. Stabilno$¢ struktur hybrydowych typu spinka-
kwadrupleks zalezy nie tylko od struktury fragmentu dwuniciowego w obrgbie petli, ale
takze od kompozycji par zasad w miejscu potgczenia domen. W przypadku konstruktow
typu I obecno$¢ pary C:G w miejscu potaczenia domen zwigksza stabilnos¢ struktury (Tm =
42.6 °C) w stosunku do struktur zawierajacych pary G:C i1 A:T (Tm = 36 °C) czy pary T:A
(Tm = 32.6 °C). Natomiast dla konstruktu typu III (rys. 21) w stabilizacji struktury wazna
role odgrywaja niesparowane reszty nukleotydowe na potgczeniu domen, ktére sg
wymagane dla utworzenia stabilnej struktury hybrydy. Ich optymalna liczba to dwie

niesparowane reszty.
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Stabilne kwadrupleksy moga tworzy¢ si¢ takze wtedy, gdy reszty nukleotydowe w
petlach zastapione zostang nienukleotydowymi tgcznikami, np. resztami pozbawionymi
zasad heterocyklicznych (abasic) lub alifatycznymi linkerami (rys. 24). Dla przyktadu,
wprowadzenie w miejsca petli np. reszt typu abasic moze zwigksza¢ swobodg
konformacyjng tworzacego si¢ kwadrupleksu bardziej niz w przypadku kwadrupleksow
zawierajagcych w petli reszty tymidyny, cytydyny albo adenozyny.(85) Obecnosé
alifatycznych tacznikow (rys. 24 B) w sekwencji petli oligonukleotydu bogatego w reszty

guanozyny moze rowniez promowac tworzenie si¢ rownoleglych kwadrupleksow.(86, 87)
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Rys. 24. Nienukleotydowy tacznik typu abasic (A) oraz przyktad tacznikow alifatycznych (B).(86)

V. 4. 3. Modyfikacje chemiczne rdzenia kwadrupleksu

Wykorzystujac modyfikacje chemiczne zasady heterocyklicznej, czesci cukrowe;j
lub szkieletu fosforocukrowego mozliwe jest poznanie wptywu kazdego z tych elementow
na powstawanie i stabilno$¢ kwadrupleksow.

Mozna wyrézni¢ trzy grupy modyfikacji reszt guanozyny.(88) Pierwsza z nich
zaburza lub uniemozliwia powstawanie wigzania wodorowego pomie¢dzy atomem tlenu O6
grupy karbonylowej a atomem wodoru N1 dwdch sasiednich reszt. Do tej grupy nalezy na
przyktad 6-tioguanozyna czy O6-metyloguanozyna.(76) Druga grupa modyfikacji
obejmuje takie analogi jak inozyna czy 7-deazaguanozyna, ktore uniemozliwiaja
zawigzywanie wigzan wodorowych pomiedzy atomami N7 oraz grupg NHa. Trzecig grupe
stanowig takie analogi jak 8-oksoguanozyna, 8-aminoguanozyna, 8-bromoguanozyna czy
8-metyloguanozyna.(87) Reszty z duzymi podstawnikami w pozycji C8 wykazuja
preferencje do orientacji syn, dlatego wprowadzenie ich w miejsca reszt o takiej samej
konformacji stabilizuje struktur¢ kwadruplekséw, moze tez ograniczy¢ polimorfizm
strukturalny poprzez stabilizacje¢ glownego konformeru. Wsréd modyfikacji czesci
cukrowej wymieni¢ mozna takie analogi jak LNA (ang. locked nucleic acid), 2’-OMe-G
(2'-O-metyloguanozyna), 2'-F-G (2'-deoksy-2'-fluoro-guanozyna) lub 2'-FANA-G (2'-
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deoksy-2'-fluoro-arabinoguanina). Dla kwadruplekséw modyfikowanych resztg LNA
zaobserwowano znaczng stabilizacje tych struktur, co spowodowane jest wymuszong
konformacjg 3'-endo cukru.(89) Jednak efekt ten jest zalezny od miejsca i liczby takich
reszt (rys. 25). Z kolei obecno$¢ grupy 2-OMe wptywa destabilizujaco na wszystkie typy

kwadrupleksoéw, poza krotkimi czteroniciowymi.(87)
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Rys. 25. Wzory strukturalne modyfikacji 2'-OMe-G (A), LNA (B), 2'-F-G (C) oraz 2'-FANA-G (D).

Najczestsza modyfikacja szkieletu fosforocukrowego jest zastgpienie ujemnie
natadowanego atomu tlenu w grupie fosforanowej innym atomem lub grupa (np. siarka,
grupa metylowa). Modyfikacje te skutkujg destabilizacja kwadrupleksu. Atomy tlenu w
szkielecie fosforanowym sa zaangazowane w tworzenie mostkow pomiedzy woda, czescig
cukrowa i zasadowa reszta guanozyny.(90) Utworzone wigzania wodorowe powodujg
uporzadkowany rozktad czasteczek wody wzdluz rowkéw kwadrupleksow, ktore sg istotne

dla ich stabilizacji.

V. 4. 4. Rola G4-ligandéw

W ciagu ostatnich kilku lat zaprojektowano szereg zwigzkow matoczasteczkowych
selektywnie wigzacych kwadrupleksy (G4-ligandy).(91) W bazie danych G4LDB(92) (ang.
G-quadruplex ligands database, http://www.g4ldb.org) znajduje si¢ obecnie ponad 800
takich zwigzkow. Ich zdecydowana wigkszo$¢ posiada sztywne, aromatyczne,
heterocykliczne szkielety, czesto sprzezone z grupami zawierajagcymi reszty aminowe,
czwartorzegdowe grupy amonowe lub pirydynowe.(93) W wyniku takich modyfikacji G4-
ligand zyskuje charakter kationowy, co zwigksza jego rozpuszczalno$¢ w wodzie i
oddziatywania elektrostatyczne z ujemnie natadowanymi kwasami nukleinowymi.
Przyktadem takich, posiadajacych tadunek dodatni, G4-ligandow sa TMPyP4 czy Phen-
DC3 (rys. 26 A-B). Znane sg rowniez G4-ligandy, ktore zamiast budowy kationowej
posiadaja neutralny szkielet, jak przyktadowo makrocykliczna telomestatyna (rys. 26 C).
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Z kolei NMM (N-metylomezoporfiryna 1X) (rys. 26 D) posiada dwa tancuchy boczne
kwasu propionowego, ktore w fizjologicznym pH prawdopodobnie uzyskujg tadunek
ujemny.(13) G4-ligandy moga oddzialywaé¢ z kwadrupleksami na dwa sposoby. Wedtug
pierwszego mechanizmu, ktéry dominuje, aromatyczny fragment czasteczki G4-liganda
oddziatuje warstwowo z terminalng G-tetradg (oddzialywania typu m — m). Drugi
mechanizm polega na elektrostatycznym oddziatywaniu liganda z polarnymi miejscami

zlokalizowanymi np. w pe¢tlach czy bruzdach kwadrupleksow.

A

N\,

N*= N

\NL/ 7 NI+/
N l NS ]
- O
I <
o g G \N+/ -z N+/I
NS l iz NS :
° (57

OH N

F
DN SN NN
+

o)
=Nk le) o} +N/“ 2
=/ .

LN/\'/I

Rys. 26. Wzory strukturalne Gé4-ligandéw: TMPyP4 (A), Phen-DC3 (B) telomestatyna (C), oraz N-
metylomezoporfiryna 1X (D), BMVC (E), pochodna akrydyny (F), BMVC-8C30 (G).

&

Zdecydowana wigkszos¢ znanych G4-ligandow wiaze si¢ z kwadrupleksami DNA i
RNA niezaleznie od ich topologii. Niestety znalezienie G4-ligandow selektywnych
wzgledem poszczegdlnych topologii kwadrupleksow nadal pozostaje duzym wyzwaniem.
Znane sa jedynie nieliczne zwiazki, takie jak NMM (rys. 26 D)(94), CyT (rys. 27 A) lub
Naphtho-TASQ (rys. 27 C)(95), ktore selektywnie wigzg si¢ do rownoleglych
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kwadrupleksow DNA lub RNA. Intensywne poszukiwania G4-ligandow o wigkszej
selektywno$ci doprowadzity do znalezienia trzech zwigzkow, karboksy-PDS (rys. 27 B),
QUMA-1 (rys. 27 D) i1 RGB-1 (rys. 27 E) charakteryzujacych si¢ selektywnos$cia tylko
wzgledem rownolegtych kwadrupleksow RNA.(96-98)
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Rys. 27. Wzory strukturalne G4-ligandow: CyT (A), karboksy-PDS (B), Naphtho-TASQ (C) QUMA-1 (D),
RGB-1(E) oraz PDS (F).
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Wigzanie si¢ G4-liganda do kwadrupleksu najczesciej zwigksza jego stabilnosc,
jednak efekt ten zalezy silnie od uzytego zwigzku oraz budowy kwadrupleksu.(99)
Przyktadowo, po utworzeniu kompleksow NMM z réwnolegtymi kwadrupleksami takimi
jak cMyc, Bcl, Bcl-2, cKit czy Tel22AG odnotowano wzrost stabilnosci termicznej rzedu
6 °C. Natomiast gdy zamiast NMM uzyto pirydostatyny (PDS) (rys. 27 F) zaobserwowano
znaczny wzrost stabilnosci przyktadowo kompleksu Bcl/PDS (o 15 °C) w stosunku do
kompleksu Bcl/NMM.(100)

Innym powszechnie stosowanym G4-ligandem, jest BMVC (ang. [3,6-bis(1-
methyl-4-vinylpyridinium)carbazole diiodide]) (rys. 26 E). Stabilizuje on zaréwno
kwadrupleksy réwnoleglte jak 1 antyréwnoleglte. Na przykilad dla antyréwnoleglego
telomerowego kwadrupleksu o sekwencji d(TTAG3)s zaobserwowano wzrost temperatury
topnienia o 13 °C w obecnosci BMVC.(101) Jak pokazujg najnowsze dane, ligand ten
wiaze rownolegly kwadrupleks MYC z wiekszym powinowactwem 1 swoisto$cig niz
kwadrupleksy telomerowe.(102) Obecnos¢ G4-ligandow moze indukowaé takze zmiang
topologii kwadrupleksu. Pokazano, ze obecno$¢ pochodnej BMVC, BMVC-8C30 (rys. 26
G), wywotuje zmiang topologii telomerowego kwadrupleksu o sekwencji TAG3(TTAG3)3 z
hybrydowej do rownoleglej.(103) Indukcja konwersji topologii réwnoleglej Iub
hybrydowej do antyrownolegtej jest dos¢ rzadka, chociaz mozliwa roéwniez przy uzyciu na
przyktad takich ligandéw jak PhenDC3 (rys. 26 B) czy PDS (rys. 27 F).(13)

Dany G4-ligand moze przyczyniac si¢ zardbwno do stabilizacji jak i1 destabilizacji
struktur kwadrupleksow. Wspomniany juz TMPyP4 stabilizuje kwadrupleksy powstajace
na koncach telomeréw, blokujagc aktywno$¢ telomerazy in vitro(80), natomiast

destabilizuje kwadrupleksy powstajace z tandemowych powtorzen d(CGG)n.(104)

V. 5. Wystepowanie i biologiczna funkcja kwadrupleksow oraz struktur
hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks

Poszukiwania sekwencji DNA potencjalnie tworzacych stabilne struktury
kwadruplekséw poczatkowo opieraty si¢ na algorytmie GxNL1GxNL2GxNL3Gx (gdzie X — 3
do 6 reszt guanozyny; L1, L2, L3 — dtugos¢ petli, L<7). Jednoczesnie przyjeto, ze reguly te
mozna wykorzysta¢ rowniez dla przewidywania sekwencji kwadrupleksow w serii
RNA.(72, 105, 106) Stosujac taki algorytm, w ludzkim genomie znaleziono ponad 360 000
sekwencji potencjalnie tworzgcych kwadrupleksy DNA (PQS, ang. Putative Quadruplex
Sequences). Wraz z poznawaniem nowych struktur kwadrupleksow DNA 1 RNA zdano

sobie sprawe, ze ten prosty algorytm nie uwzglednial wielu sekwencji PQS. Obecnie
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stosowane programy typu QGRS Mapper(107) czy QuadParser(71) wykorzystuja podobny
algorytm, w ktorym dopuszcza si¢ wigkszg liczbe reszt w bloku guanozynowym oraz
dhuzsze petle, nawet do 37 nukleotydow. Taka zmiana algorytmu pozwala na znalezienie
takze bardziej skomplikowanych, wielodomenowych struktur kwadruplekséw, ktore moga
by¢ stabilizowane oddziatywaniami dalekiego zasiggu. Gdy przeszukiwania genomu
przeprowadzono dla sekwencji, w ktorych dtugos¢ petli wynosi od 8 do 20 reszt
nukleotydowych, znaleziono az 80 307 réznych sekwencji spetniajacych ten warunek w
genomie oraz 2429 w dojrzalym mRNA. Kwadrupleksy utworzone z takich nici moga
tworzy¢ w obrebie petli motywy dwuniciowe (SL, ang. stem-loop), dlatego tez sekwencje
takie nazwano SLQS (ang. stem-loop-containing quadruplex sequences), a struktury
uktadami hybrydowymi typu dupleks-kwadrupleks (rys. 21, rozdziat V. 3).

Jeszcze inne podejécie, tym razem eksperymentalne, zaprezentowano w pracy
Kwoka i in.(108) Stosujac sekwencjonowanie nowej generacji NGS (ang. Next-Generation
Sequencing), w obecnosci kationow K* lub K*/PDS wykryto az 716 310 sekwencji PQS w
ludzkim genomie, z ktorych az 451 646 nie udato si¢ przewidzie¢ wczesniej, stosujac
jedynie metody obliczeniowe.(26) Z kolei w transkryptomie wyst¢puje ponad 10 000
sekwencji potencjalnie tworzacych kwadrupleksy RNA.(109)

K K'-PDS

u G:al-w

B Diugie petle
Wybrzuszenia

B 2 G-tetrady

B G240%

H Inne

Wybrzuszenia 2 G-tetrady G.L,., Diugie petle
Rys. 28. Struktury kwadrupleksow RNA wystepujace w transkryptomie z podziatem na kategorie. Legenda:
kanoniczne kwadrupleksy z petlg o dlugosci od 1 do 7 nukleotydow (Gsli-7); kwadrupleksy o dtugich petlach
>7 nukleotydow; kwadrupleksy z wybrzuszeniami; kwadrupleksy zawierajace dwie G-tetrady; G > 40%,
sekwencje z co najmniej 40% zawartoscia G. Diagramy kotowe obrazujace liczbe struktur kwadrupleksow z
podziatem na kategorie, tworzacych si¢ w obecnosci jonow K* oraz jonéw K* i liganda PDS podczas procesu

odwrotnej transkrypcji.(108)
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Wsrod nowo wytypowanych sekwencji PQS zaréwno DNA jak i RNA znajduja si¢
glownie te, ktore tworzg niekanoniczne struktury kwadrupleksowe: dwuptaszczyznowe,
zawierajace wybrzuszenia (ang. bulge) lub nietypowo dlugie petle zawigrajace wiecej niz 7
nukleotydow (rys. 28).(108, 109)

Poszukujagc dowodow na istnienie kwadrupleksow w komorkach, w celu ich
wizualizacji stosowano matoczgsteczkowe G4-ligandy (PDS)(96), sondy fluorescencyjne
(BMVC)(110) czy przeciwciata (BG4)(96). Chociaz w ciggu ostatnich lat zgromadzono
wiele dowodow wskazujacych na istnienie kwadrupleksow DNA i RNA in vivo(26),
wystepowanie kwadrupleksow RNA w komorkach jest nadal przedmiotem dyskusji, a ich
ostateczna liczba moze by¢ zupetie inna. W 2016 roku opublikowano badania in vivo
wykorzystujace probkowanie za pomoca DMS, ktore wskazywaty, ze sekwencje RNA
potencjalnie tworzace kwadrupleksy sa globalnie rozplecione w transkryptomie
ssakow.(111) (112) Z kolei inne badania, w ktorych do wizualizacji kwadrupleksow RNA
w komorkach zywych, w czasie rzeczywistym zastosowano selektywng sonde
fluorescencyjng (QUMA-1) pokazaly, ze czasteczki RNA istnieja w dynamicznej
réwnowadze pomiedzy kwadrupleksem a forma rozpleciong.(113)

Podczas replikacji, transkrypcji, rekombinacji i naprawy uszkodzen, zazwyczaj
dwuniciowe czasteczki DNA moga przyjmowac struktury inne niz regularne helisy lub
ulega¢ rozpleceniu. Moze to sprzyja¢ tworzeniu kwadrupleksow szczegolnie w regionach
promotorowych genéw (rys. 29 A), podczas replikacji (rys. 29 B), lub na koncach
chromosomoéw (telomerach) (rys. 29 C). Poza jadrem komodrkowym, kwadrupleksy moga
tworzy¢ si¢ w mRNA, najczesciej w regionie 5'-UTR w poblizu miejsca startu translacji
(rys. 29 D) lub w obrgbie niekodujagcych RNA odpowiedzialnych za modulacj¢ poziomu
transkrypcji danego genu (rys. 29 E). Tak szerokie rozpowszechnienie kwadrupleksow w

komorce wskazuje, ze muszg one petni¢ rézne funkcje biologiczne.
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Rys. 29. Mozliwe miejsca wystepowania kwadrupleksow in vivo:

A. w obszarze dwuniciowego DNA, w regionie promotorowym genu

B. w obebie dwuniciowego DNA, podczas replikacji

C. w rejonie jednoniciowego DNA, w regionie telomerowym zawierajacym powtorzenia sekwencji
d(TTAGGG)

D. wrejonie 5-UTR mRNA, poza jadrem komérkowym

E. w obrgbie niekodujacych czasteczek RNA

Biologiczna rola kwadrupleksow DNA 1 RNA zostata opisana szczegdélowo w wielu
pracach przegladowych(25, 114-116), a ponizej wskazuj¢ jedynie na rdéznorodno$é
petnionych przez nie funkcji. Obecnie uwaza si¢, ze kwadrupleksy RNA biorg udzial w
regulacji translacji, sktadaniu transkryptow (ang. splicing), terminacji transkrypcji,
obnizaniu ekspresji genéw przez miRNA (ang. microRNA), poliadenylacji jak roéwniez
podczas zlokalizowanej syntezy biatek (ang. mRNA localization).(117) Zgodnie z
najnowszg wiedza, takze sekwencje SLQS w rejonie 5-UTR RNA zdolne do tworzenia
uktadow hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks, moga odgrywac¢ role w regulacji
translacji.(116)

Poza mRNA kwadrupleksy RNA moga tworzy¢ si¢ z niekodujacych RNA, takich jak
na przyktad dtugie niekodujace RNA (IncRNA), transportujagce RNA (tRNA), niekodujace
czasteczki RNA (ncRNA) i mikro RNA (miRNA).(118) Z uwagi na znaczenie biologiczne
struktur kwadrupleksowych RNA, przetestowano wiele G4-ligandow pod katem inhibicji
procesOéw patologicznych. Na przyktad po transfekcji komorek raka piersi ligandem RGB-1
wysoce specyficznym wzgledem kwadruplekséw RNA, zaobserwowano supresj¢ translacji
MRNA protoonkogenu NRAS.(98) G4-ligandy po zwigzaniu z kwadrupleksami moga
stabilizowa¢ ich struktur¢ oraz opo6zniaé rozplatajaca aktywnos¢ G4-helikaz(119),

zwigkszajac w ten sposob ich potencjatl terapeutyczny. Ponadto stosowanie ligandoéw
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stabilizujacych kwadrupleksy to jedno z podejs¢ do monitorowania ich obecnosci w
zywych komoérkach oraz badania ich funkcji biologicznych.(11)

Znaczenie posiadaja rowniez kwadrupleksy DNA oraz heterokwadrupleksy
RNA:DNA. Dotyczy to gtéwnie ich wplywu na wydajnos¢ transkrypcji(120), inhibicje
telomerazy(121), regulacje replikacji/stabilnosci genomu i hipometylacje CpG.(122)

Chociaz wykazano, ze kwadrupleksy wptywaja na przeptyw informacji genetycznej,
obecnie nadal niewiele wiadomo na temat mechanizméw lezacych u podstaw tych
procesow w komorce, bowiem regulacja aktywno$ci biologicznej przez kwadrupleksy
zalezy od ich lokalizacji, struktury, dynamiki faldowania czy rozplatania, z czym $cisle
zwigzane sg biatka wigzace kwadrupleksy np. RBPs (ang. RNA-binding proteins)(118) czy
helikazy np. DHX36.(123) Zrozumienie tych mechanizméw stanowi aktualne wyzwanie w

dziedzinie kwadrupleksow oraz podstawe dla rozwoju nowych metod terapeutycznych.

V. 6. Wybrane metody badan kwadrupleksow
V. 6. 1. Metody biofizyczne stosowane w badaniach kwadruplekséw
Dichroizm kolowy

Obecnos¢ kwadruplekséw w roztworze mozna potwierdzi¢ wykorzystujac
spektroskopi¢ dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism). Dzigki unikalnym
wzorom widm CD odpowiadajacym roznym topologiom kwadrupleksow, stosunkowo
tatwo mozna uzyska¢ wstgpne informacje o ich strukturze (rys. 30).(124) W widmach CD
antyrownolegte kwadrupleksy charakteryzuja si¢ dodatnim pasmem przy 290 nm 1
ujemnym pasmem przy 260 nm (rys. 30 A).(125) Topologie hybrydowa kwadruplekséw w
widmach CD cechujg dwa silne, dodatnie pasma przy 290 nm 1 270 nm, oraz ujemne
pasmo przy 235 nm (rys. 30 B). Dla kwadrupleksow réwnoleglych charakterystyczna jest
obecno$¢ dodatniego pasma przy ~ 260 nm oraz ujemnego przy 240 nm (rys. 30 C). Jak juz
wczesniej wspomniatam, kanoniczne kwadrupleksy RNA sa rownolegte, a ich widma CD
sg bardzo podobne do widm duplekséw oraz spinek RNA (rys. 30 D). Dlatego tez
interpretacja widm CD w przypadku czasteczek RNA, ktore znajdujg si¢ w rdwnowadze
typu spinka-kwadrupleks czy w przypadku struktur zbudowanych z r6znych motywow
strukturalnych np. dupleksu i kwadrupleksu(126) zazwyczaj nie jest jednoznaczna i dla
potwierdzenia obecnosci kwadrupleksu konieczne jest uzyskanie dowodéw za pomoca

innych technik eksperymentalnych.
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Rys. 30. Widma CD dla trzech typowych topologii kwadrupleksow DNA: antyréwnoleglej (A), hybrydowe;j
(B) i rownolegtej (C);(13) Natozenie widm kwadrupleksu RNA (niebieska krzywa) i dupleksu RNA
(przerywana krzywa) (D).(126)

W widmach CD nie tylko potozenie pasm, ale takze ich intensywnos¢ jest czuta na
zmiany konformacyjne. Dlatego tez, aby uzyska¢ informacj¢ o typie badanej struktury,
widma CD mozna zarejestrowa¢ w roznych warunkach. W przypadku kwadrupleksow
RNA najlepiej zastosowaé dwa rdzne bufory np. zawierajacy kationy potasu lub litu.
Poniewaz w obecnosci kationow litu kwadrupleksy nie tworza si¢, to zaobserwowanie
wzrostu intensywno$ci pasm przy ~ 260 i poglebienia si¢ pasma przy 240 nm dla widm
wykonanych w obecnosci jondow K w stosunku do tych zarejestrowanych w obecno$ci
jonow Li* mozna przypisa¢ tworzeniu sie struktury kwadrupleksu. Spektroskopi¢ CD
wykorzystuje si¢ takze do monitorowania zmian konformacyjnych wywotanych zmiang
srodowiska np. obecnoscig G4-liganda(127) czy sttoczeniem molekularnym.(128) Analiza
widm CD pozwala §ledzi¢ wptyw sekwencji oraz modyfikacji chemicznej na preferowang
konformacje kwadrupleksu w roztworze. Rejestracja widm CD w funkcji temperatury

wykorzystywana jest czesto do wyznaczania temperatury topnienia kwadrupleksow.(129)

Spektroskopia UV-Vis

Spektroskopia UV-Vis jest jedng z metod najczesciej stosowanych do wstepne;j
analizy kwasoéw nukleinowych w roztworze. Obecno$¢ kwadrupleksow moze zostac
potwierdzona na podstawie analizy krzywych topnienia oraz absorpcyjnych widm
réznicowych - TDS (ang. Thermal Difference Spectrum).(130, 131) Tworzeniu podwdjne;j
helisy stabilizowanej parami zasad Watsona-Cricka z pojedynczych nici towarzyszy
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spadek absorbancji w zakresie od 220 do 350 nm (hipochromizm). Pomiar temperatury
topnienia, Tm, wykonuje si¢ standardowo przy dtugosci fali 240 lub 260 nm, gdyz przy tych
dlugosciach fal absorbancja jest maksymalna. Z kolei tworzeniu si¢ kwadruplekséw
towarzyszy wzrost absorbancji przy 295 nm i spadek absorbancji przy 260 nm. Przy
wzroScie temperatury, wraz z zanikiem G-tetrad przy 295 nm obserwuje si¢ efekt
hipochromowy. Efekt ten czgsto wykorzystuje si¢ w badaniach kwadrupleksow, gdzie
zaobserwowanie odwroconego profilu topnienia przy 295 nm w stosunku do tego
obserwowanego przy 240 lub 260 nm, uwaza si¢ za silny argument wskazujacy na
obecnos¢ kwadrupleksu w roztworze (rys. 31 A).(131-133) Analiza krzywych topnienia
kwadrupleksow bywa trudna w interpretacji, poniewaz rozplatanie tych struktur moze
przebiega¢ przez stan posredni. Wowczas mozliwe jest wyznaczenie jedynie stabilno$ci
termicznej uktadu Tm, ale nie parametrow termodynamicznych.(130) Za pomoca
spektroskopii UV mozna bada¢ takze oddziatywanie G4-ligandéw z kwadrupleksami (rys.
31 B).(134)
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Rys. 31. Profil topnienia dla kwadrupleksu przy dtugosciach fali 240 nm (kolor zielony) oraz 295 nm (kolor
niebieski) (A). Wzrost temperatury topnienia kwadrupleksu wywotany oddzialywaniem z G4-ligandem;
wskazanie punktu ATy, w ktorym potowa probki jest spleciona, a druga rozpleciona, jest to punkt

odpowiadajgcy wartosci Tm (B).

Kolejng metoda mogaca potwierdzi¢ wystepowanie kwadrupleksow w roztworze sg
temperaturowe widma roznicowe (TDS). Widma te otrzymuje si¢ poprzez odjecie widma
UV zarejestrowanego w fali ciaglej w zakresie 220-350 nm ponizej temperatury topnienia
od widma wykonanego powyzej temperatury topnienia kwadrupleksu. Widma TDS
kwadrupleksOw posiadajg charakterystyczne, ujemne pasmo przy dtugosci fali 295 nm, co
odrdznia je od widm duplekséw, w ktorych wystepuja jedynie dwa dodatnie pasma, przy
240 nm i 270 nm (rys. 32). Amplituda pasma przy 295 nm zalezy od topologii

kwadrupleksu i jest zazwyczaj mata w przypadku topologii rownolegtej.(135)
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Rys. 32. Przyktad typowego widma réznicowego dla czgsteczki kwadrupleksu RNA.

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR, ang. nuclear magnetic
resonance) podobnie jak rentgenowska analiza strukturalna(136) pozwala na poznanie
struktury kwasow nukleinowych z doktadno$cia na poziomie atomowym. Sposrod 3 484
struktur kwasow nukleinowych zdeponowanych dotychczas w bazie PDB 62.4% stanowia
struktury wyznaczone za pomocg metod rentgenowskich, natomiast jedynie 37.6% to
struktury otrzymane metodami wysokorozdzielczej spektroskopii NMR. Kazda z tych
metod posiada zaréwno zalety jak i wady. Do badan rentgenowskich niezbedne jest
otrzymanie dobrze rozpraszajacego monokrysztalu, natomiast dla badan metoda NMR
kluczowe jest wystgpowanie w roztworze pojedynczej formy oraz otrzymanie waskich linii
rezonansowych. Do badan w krysztale nie istniejg ograniczenia na wielko$¢ badanych
czasteczek, z kolei w przypadku badan metodami NMR graniczng wielkos$cig jest
zazwyczaj kilka - kilkanascie kilodaltonow (kDa). W przypadku analizy strukturalnej
kwasow nukleinowych o takich rozmiarach (okoto 40 reszt nukleotydowych) zazwyczaj
wymagane jest otrzymanie czasteczek calkowicie znakowanych izotopami ¥C i °N.
Réwniez w takim przypadku analiza widm NMR jest bardzo Zzmudna, a liczba dost¢pnych
wigzow strukturalnych ograniczona, co prowadzi do otrzymania nie pojedynczej struktury,
a catej rodziny struktur spetniajacych wigzy eksperymentalne. Zapewne ograniczenia te sa
powodem duzej roznicy pomiedzy liczbg zdeponowanych w bazie PDB struktur w
krysztale 1 roztworze. Inaczej sytuacja wyglada w przypadku kwadruplekséw. Na og6lng
liczbe 366 zdeponowanych struktur kwadrupleksow jedynie 165 dotyczy tych otrzymanych
metodami rentgenowskiej analizy strukturalnej, a 201 to struktury uzyskane metodami
spektroskopii NMR. Wynika to gtéwnie z trudnosci zwigzanych z otrzymaniem dobre;j
jakosci krysztalow. Nalezy podkresli¢, ze w wielu badaniach znajomo$¢ struktury z
doktadnoscia atomowa nie jest konieczna, a na podstawie analizy widm NMR mozna

uzyska¢ wiele cennych informacji strukturalnych.
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Rdzen kwadrupleksow stanowig G-tetrady, w ktorych reszty guanozyny powigzane
sg za pomocg wigzan wodorowych typu Hoogsteena. Sygnaty pochodzace od protonow
iminowych uczestniczacych w tego typu wigzaniach wystepuja zazwyczaj w rejonie 10-12
ppm. W G-tetradzie kazdy z protonéw iminowych znajduje si¢ w nieco innym otoczeniu
magnetycznym, dlatego na podstawie liczby pojawiajacych si¢ sygnatow w rejonie 10-12
ppm mozna wnioskowa¢ o liczbie G-tetrad w danej strukturze. Analiza widma w tym
rejonie pozwala dodatkowo na stwierdzenie, czy analizowany kwadrupleks przyjmuje w
roztworze pojedyncza konformacje czy tez wystepuje w postaci dwoch lub wickszej liczby
form. Przyktadowo dla kwadrupleksu zbudowanego z trzech G-tetrad nalezy oczekiwa¢ 12
sygnatow, chyba, ze sygnaly si¢ nakladaja (rys. 33 B).(116) Zalety stosowania
spektroskopii NMR w badaniach kwadrupleksow najlepiej ilustruje eksperyment
przedstawiony na rysunku 33. W widmie hybrydy dupleks-kwadrupleks widoczne sg
dobrze oddzielone regiony, pierwszy to region, w ktorym pojawiaja si¢ sygnaty od G-tetrad
1 drugi, w ktérym wystepuja sygnaty od protondw iminowych bioracych udzial w
tworzeniu par zasad Watsona-Cricka. Z kolei na rys. 33 B i 33 C pokazane sg widma
poszczegdlnych domen tworzacych hybryde. Jak wida¢, juz sama analiza

jednowymiarowego widma *H NMR dostarcza bardzo cennych informacji.
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Rys. 33. Widma 1D 'H NMR hybrydy dupleks-kwadrupleks o  sekwencji  5'-
CAGGGTGGGTCTGCTGTGCAGGGGTGGGT-3" (A) oraz jej skladowych: kwadrupleksu (B) oraz
dupleksu (C) zarejestrowane w buforze potasowym zawierajacym 20 mM KCI oraz 20 mM fosforan potasu

(pH 7.0) w temperaturze 25 °C.(116)

Za pomocyg spektroskopii NMR mozna $ledzi¢ zmiany konformacyjne
kwadruplekséw pod wptywem zmiany warunkéw $rodowiska m. in. typu kationow, ich
stezenia, pH czy temperatury.(137) Dla iminowych atoméw wodoru zaangazowanych w

tworzenie G-tetrad charakterystyczna jest ich niezwykta trwatosé, ktorg mozna powigzaé z
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budowa kwadruplekséw. Niekiedy sygnaty pochodzace od protondéw iminowych mozna
obserwowa¢ nawet w temperaturze ~ 90 °C. W konsekwencji iminowe atomy wodoru w
G-tetradach bardzo wolno wymieniajg si¢ na deuter. Najsilniej chronione przed wymiang
sa zazwyczaj protony znajdujace si¢ w glebi kanatu. W niektorych przypadkach protony
iminowe mozna zaobserwowa¢ nawet po kilku miesigcach trzymania probki w D2O.
Nalezy doda¢, ze wymiana protonéw iminowych na deuter w parach zasad Watsona-Cricka
w dupleksach DNA i RNA zachodzi zazwyczaj w czasie kilku milisekund.

Rejestracja widm 'H NMR w funkcji temperatury umozliwia wyznaczenie
trwatosci poszczegdlnych elementéw struktury. Na przyklad dla kwadrupleksu
zbudowanego z czterech nici o sekwencji p(UGG).U zaobserwowano, ze czg¢$¢ sygnatow
zanika szybko wraz ze wzrostem temperatury, inne natomiast s3 widoczne nawet w
temperaturze 80 °C (rys. 34).(50, 62) Najwolniej wymieniajg si¢ sygnaty od G-tetrad i U-
tetrady na koncu 3'. Te niezwyklg trwato$¢ protonu iminowego od U-tetrady udato si¢
wyjasni¢ dzieki poznaniu struktury przestrzennej kwadrupleksu. Za ten efekt
odpowiedzialna jest konformacja 3'-koncowego fragmentu czgsteczki, tzw. ,,odwrécona U-
tetrada”, ktora stabilizowana jest za pomoca wigzania wodorowego pomiedzy grupg 2'-OH

3'-koncowej urydyny a grupa fosforanowa poprzedzajacej ja guanozyny.
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Rys. 34. Zalezno$¢ temperaturowa widm 'H NMR dla czteroniciowego kwadrupleksu o sekwencji
p(UGG)2U w obecnosci 50 mM KCl, 10 mM fosforanu potasu, 0.1 mM EDTA, pH 6.8.
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Przypisania sygnatow iminowych — wybrane aspekty

Analize widm NMR ufatwia znajomo$¢ przypisania sygnaldéw rezonansowych
poszczegbdlnym protonom w czasteczce. W przypadku kwasow nukleinowych niemozliwe
jest jednoznaczne przypisanie sygnaléw jedynie na podstawie widm jednowymiarowych,
konieczne jest zastosowanie technik dwu- Iub tréjwymiarowych. W badaniach
kwadrupleksow do przypisania sygnatow pochodzacych od protondw iminowych
wykorzystuje sie glownie widma dwuwymiarowe hetero- i homojadrowe, takie jak *H-1°N
HSQC (ang. Heteronuclear single quantum correlation), H-3C HMBC (ang.
Heteronuclear Multiple Bond Coherence) czy 'H-'H NOESY (ang. Nuclear Overhauser
Enhancement SpectroscopY).

Widma typu *H-*N HSQC wykorzystuja transfer magnetyzacji poprzez sprzezenia
skalarne, gdy jadra H i N s3 odlegle o jedno wiazanie chemiczne. Na przyktad dla
omawianego juz wczesniej czteroniciowego kwadrupleksu o sekwencji p(UGG).U w
widmie *H-N HSQC (rys. 35) obserwujemy dwie grupy sygnatéw: protony iminowe
pochodzace od reszt guanozyny oraz protony iminowe reszt urydyny. Typowe wartosci
przesunieé¢ chemicznych °N dla atoméw N3 urydyny to ~ 160 ppm, natomiast dla atomow
N1 guanozyny typowy zakres wynosi 140-150 ppm. Na tej podstawie tatwo rozroznié
cztery sygnaly pochodzace od czterech G-tetrad i trzy sygnaty od U-tetrad. Z uwagi na

symetri¢ czgsteczki, kazdej tetradzie, zarowno guanozynowej jak i urydynowej, odpowiada

jedynie jeden sygnat.
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Rys. 35. Widmo *H->N HSQC zarejestrowane dla czteroniciowego kwadrupleksu o sekwencji p(UGG).U.

W celu dokonania jednoznacznego przypisania sygnaldow pochodzacych od reszt
guanozyny coraz czesciej wykorzystuje sie znakowanie izotopowe °N. Na drodze syntezy
chemicznej otrzymuje si¢ seri¢ oligonukleotydow o identycznych sekwencjach, roznigcych
si¢ jedynie tym, Ze jedna z reszt guanozyny posiada atom azotu N1 znakowany za pomoca
izotopu °N. Synteza takiej serii, skladajacej si¢ zazwyczaj z kilkunastu oligonukleotydéw,

w ktorych znakowanie bytoby bliskie 100% jest niezwykle kosztowna. Z tego wzgledu
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probke znakuje sie na poziomie 2-10%. Nastepnie rejestruje si¢ serie widm 1D *H NMR,
w ktorych dzigki zastosowaniu specjalnego ,.filtru” obserwuje si¢ jedynie sygnaty
pochodzace od protonu iminowego bezposrednio zwigzanego z atomem azotu °N,
pozostate sygnaly sa natomiast niewidoczne (rys. 36).(137) Pordéwnanie tych widm z
widmem otrzymanym dla nieznakowanej czgsteczki pozwala jednoznacznie przypisaé

sygnaty iminowe poszczegdlnym atomom H1 reszt guanozyny.
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Rys. 36. Przyklad selektywnego znakowania izotopowego (*®N) w celu jednoznacznego przypisania
sygnatow protonow iminowych. Widmo goérne wykonane dla kwadrupleksu o naturalnej zawartos$ci izotopu

15N (0.37%), widmo dolne dla prébki znakowanej na poziomie 2%.(137)

Inng metodg wykorzystywang do przypisania sygnatow protondéw iminowych reszt
guanozyny jest eksperyment H-BC HMBC pozwalajacy na korelacje protonéow z
odlegtymi o dwa lub trzy wigzania atomami wegla *C. W metodzie tej wykorzystuje sie
fakt, ze protony H8 1 H1 znajduja si¢ w odleglosci trzech wigzan od atomu wegla C5, a
odpowiednie stale sprzezenia 3J(H8-C5) i 3J(H1-C5) sa rzedu kilku hercow.
Zaobserwowanie w widmie *H-*C HMBC sygnaléw korelacyjnych od protonéw HS i H1
do atomu wegla C5 pozwala na jednoznaczne przypisanie protonu H1 pod warunkiem, ze
znane jest polozenie odpowiedniego protonu HS. Niestety z uwagi na mala naturalng
zawarto$é izotopu °C (1.1%), wystepujace czesto poszerzenie sygnaldow iminowych oraz
stezenia rzedu 1-4 mM stosowane w badaniach NMR kwadrupleksow, widma te
charakteryzuje bardzo mata czulo$¢ i staba rozdzielczos¢.

Innym eksperymentem pomocnym w analizie widm NMR kwadrupleksow jest

widmo 2D H-'H NOESY, w ktorym obecne sa sygnaly korelacyjne pomiedzy protonami
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znajdujacymi sie w odlegtosci mniejszej niz 4-5 A. W widmach tych o utworzeniu G-
tetrady $wiadczy pojawienie si¢ trzech charakterystycznych typoéw sygnatow (rys. 37 A -
B): sygnaly korelacyjne pomigdzy protonami iminowym reszty guanozyny a
aromatycznym HS przyleglej reszty (np. d, g; Ga NH1-Gp H8) (rys. 37 B - kolor zielony),
pomiedzy protonem aminowym reszty guanozyny a protonem HS8 przyleglej reszty
guanozyny (np. o, GB NH2-Ga HS8), (rys. 37 B - kolor granatowy) oraz sygnaty korelacyjne
pomiedzy protonami iminowymi wewnatrz tetrady, ktére zazwyczaj sa o malej

intensywnosci (c-f, rys. 37 C — kolor czerwony).(138-140)

A G4 15 GB(NH2)
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Rys. 37. Fragment widma 2D NOESY z widocznymi sygnatami korelacyjnymi z udzialem protonéow
iminowych i aminowych (A), (C). Charakterystyczne atomy wodoru w G-tetradzie, dla ktorych obserwuje sie
sygnaty korelacyjne zaznaczono na kolor zielony (Ga NHI1-GB HS8), niebieski (G NHz-Ga HS) oraz
czerwony (Go, NH1-G NH1) (B).(139) (140)

V. 6. 2. Metody biochemiczne
Elektroforeza Zelowa

Elektroforeza zelowa stosowana jest zazwyczaj do rozdzielania mieszanin kwasow
nukleinowych réznej wielkosci (zele denaturujgce). Gdy elektroforeza wykonana jest w
warunkach natywnych (niedenaturujacych), wowczas ruchliwos$¢ czasteczek zwigzana jest
nie tylko z ich fadunkiem i masa, ale takze ksztaltem. Ta zalezno$¢ wykorzystywana jest

rowniez do weryfikacji powstatych struktur kwadrupleksow. Dla dupleksow DNA i RNA
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szybko$¢ migracji w zelu poliakrylamidowym zalezy bezposrednio od liczby par zasad 1
jest okreslana przez pordéwnanie szybkosci migracji analizowanego prazka z markerem
mas. W przypadku kwadruplekséw zaleznos$¢ ta jest jednak obarczona duzym btedem.
Wynika to z ich zréznicowanego ksztaltu, réznego rozmieszczenia tadunku na ich
powierzchni, a takze rdznego oporu hydrodynamicznego. Zazwyczaj Sposrod
kwadrupleksoéw i dupleksow o podobnej masie, kwadrupleksy migruja w zelu szybciej ze
wzgledu na ich kompaktowy ksztalt.(141) Nalezy jednak przy tym pamigtaé, ze czgsto
migruja one =z nieprzewidywalng szybkoscig, dlatego obrazy elektroforetyczne
kwadruplekséw nalezy interpretowac ostroznie, stosujac odpowiednie wzorce, np. drabinke
prazkow, ktére odpowiadaja fragmentom DNA o réznej dlugosci lub inne wzorcowe
kwadrupleksy o znanej topologii. Po zakonczonym eksperymencie rozklad wszystkich
prazkow w zelu wizualizuje si¢ w $wietle UV (254 nm) lub stosujac niespecyficzny
interkalator jak np. SYBR Gold. W przypadku kwadruplekséw rownolegtych, Zzele mozna
wybarwia¢ za pomocag NMM, liganda o wysokiej selektywnosci w stosunku do
réwnoleglych kwadrupleksow, ktory zaczyna silnie fluoryzowa¢ dopiero po zwigzaniu si¢

z kwadrupleksem.(142)

Techniki mapowania chemicznego (DMS, SHALIPE, DMSLIPE)

Innymi technikami, ukierunkowanymi na identyfikacj¢ kwadruplekséw w
warunkach in vitro, s DMS (ang. dimethylsulfate), SHALIPE (ang. selective 2'-hydroxyl
acylation with lithium ion-based primer extension) i DMSLIPE (ang. dimethyl sulfate with
lithium ion-based primer extension) (powstate w oparciu 0 SHAPE i DMS).(143) Metody
te, jako nieliczne, mozna takze wykorzysta¢ do badan in vivo. W mapowaniu przy uzyciu
DMS odczynnik modyfikujacy, siarczanu dimetylu, metyluje atom azotu w pozycji N7
guaniny, atom azotu w pozycji N1 adeniny oraz atom azotu w pozycji N3 cytozyny.
Metylacji ulegajg tylko niesparowane oraz niezaangazowane w oddzialywania warstwowe
nukleotydy, dlatego tez reszty guanozyny budujace rdzen kwadrupleksu nie sa
modyfikowane. Dostgpnos¢ guanozyny dla odczynnika DMS jest przestanka, Zze dana
reszta nie jest zaangazowana w tworzenie G-tetrady.(144) Natomiast identyfikacje
struktury kwadrupleksu z doktadnoscig do pojedynczego nukleotydu umozliwiajg techniki
SHALIPE i DMSLIPE, ktore wykorzystuja reakcj¢ odwrotnej transkrypcji w srodowisku
litu (LiPE, ang. lithium ion (Li*)-based primer extension). Przy uzyciu odczynnika

acylujacego, jakim jest NAI (ang. 2-methylnicotinic acid imidazolide) w technice
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SHALIPE mozna zidentyfikowa¢ miejsca podlegajace modyfikacji pod warunkiem, ze
fragment bogaty w reszty guanozyny jest nieustrukturyzowany. Warunek ten jest spelniony
dla roztworéw zawierajacych jedynie jony litu. Powtdrzenie eksperymentu w obecnos$ci
kationdw potasu daje inny rezultat, co wynika z rearanzacji struktury badanej czasteczki 1
niedostgpnosci reszt guanozyn zaangazowanych w tworzenie kwadrupleksu (rys. 38,
pasmo 12, fioletowe gwiazdki). Pokazano rowniez, ze wykorzystujac w eksperymencie
oprocz kationdow K dodatkowo ligand selektywny wzgledem kwadrupleksow, np. PDS,
reszty guanozyny tworzace G-tetrady sg jeszcze bardziej chronione przed odczynnikiem
NAI (rys. 38, pasmo 14). Oméwione powyzej techniki dostarczajg ogromnych mozliwo$ci

dla sondowania struktur kwadrupleksow w catym transkryptomie.(143)
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Rys. 38. Analiza SHALIPE. Sekwencj¢ TERRA RNA o potencjale do tworzenia kwadrupleksu sondowano za pomoca

NAI w obecnoéci kationow litu, potasu oraz potasu i G4-liganda PDS.

Ligandy oraz sondy fluorescencyjne do monitorowania kwadrupleksow in vitro i in Vivo
W badaniach kwadruplekséw powszechnie wykorzystuje si¢ sondy fluorescencyjne,
zwigzki chemiczne wigzace si¢ swoiscie ze strukturg kwadrupleksu, ktore po wzbudzeniu
Swiattem o okreslonej dlugosci fali zaczynaja $wieci¢. Czasteczki DNA i RNA nie
wykazuja mierzalnej fluorescencji. Czesto takze w wyniku rotacji wokot pojedynczych
wigzan niezwigzany ligand oddaje bezpromieniscie cze$¢ swojej energii wzbudzenia i nie

wykazuje znaczgcego poziomu fluorescencji. Dopiero po unieruchomieniu fluorochromu
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(np. w kompleksie G4-ligand/kwas nukleinowy), obserwuje si¢ znaczny wzrost nat¢zenia
fluorescencji (sondy light-up).

Do badan oddziatywan ligandow z DNA czy RNA in vitro, najczesciej stosuje si¢
metod¢ fluorescencyjnego miareczkowania rownowagowego, gdzie obserwuje si¢ zmiany
w emisji podczas dodawania kolejnych porcji DNA/RNA do roztworu G4-liganda. Z
zaleznosci zmiany poziomu fluorescencji od stezenia kwasu nukleinowego mozna
wyznaczy¢ stezenie zwigzku niezwigzanego i zwigzanego z kwasem nukleinowym w
warunkach réwnowagowych, stalg wigzania Ka oraz stechiometri¢ wigzania.(145) Na
przyktad, matoczasteczkowa sonda fluorescencyjna jaka jest dijodek 3,6-bis (1-metylo-2-
winylopirydyniowy) karbazolu (0-BMVC) rozpoznaje i wigze jednoczasteczkowy
kwadrupleks odpowiadajacy ludzkiej sekwencji telomerowej d(TTAG3)s (HT24) ze stalg
wigzania Ka ~ 3.0 x 10" i stechiometria n ~ 3.2. Dodatkowo 0-BMVC moze byé
wykorzystany w celu odrozniania struktur kwadruplekséw od dupleksow.(145) Ligand ten
wykazuje duze roznice w czasie zaniku fluorescencji, powinowactwa stalej wigzania 1
intensywnosci fluorescencji pomigdzy strukturami kwadrupleksow i duplekséw (rys. 39),
co czyni go dobrym kandydatem do sondowania struktur kwadrupleksow. Czas zycia o-
BMVC w zakresie 1.85-2.2 ns odpowiada interakcji z antyrownolegltymi kwadrupleksami,
podczas gdy czas zaniku fluorescencji 0-BMVC dla dupleksu wynosi ~1.2 ns. Jednak
kwestia odrdznienia poszczegdlnych topologii  kwadrupleksow nadal pozostaje

niejednoznaczna.(145)

HT24 (T,AG,), LD12 GCGCA,T,GCGC

4

/,)-‘.'—J

n=32
K=3.0x107

Flu(a.u.)

05

Flu (a.u.)
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Rys. 39. Miareczkowanie fluorescencyjne 10 uM 0-BMVC przez dodanie kwadrupleksu H24 (A) lub
dupleksu LD12 (B) od 0.25 do 8 uM w 150 mM roztworze K*. Z dodatkowych wykreséw wyznaczono stalg
wigzania K, oraz liczb¢ n tj. $rednig liczbe zwigzanych G4-ligandéw przypadajacych na kazda strukture.(145)
Wzér strukturalny liganda o-BMVC (C).

Ligand 0-BMVC, wykazuje wlasciwosci selektywnego roz§wietlania komorek
rakowych, w porownaniu do komoérek zdrowych. Stwarza to ogromny potencjat w

wykrywaniu zmian przedrakowych.(145, 146) 0-BMVC w poréownaniu do izomeru BMVC
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(rys. 26 E) jest bardziej specyficzny i charakteryzuje si¢ niskg cytotoksycznoscia, co czyni
go jeszcze lepszym kandydatem do obrazowania makromolekut w komorkach.

Innymi przykladami sond fluorescencyjnych wykorzystywanych w celu
wizualizacji kwadrupleksow w komorce oprocz wspomnianego liganda o-BMVC (rys. 39
C)!* s3 NaphthoTASQ (rys. 27 C)(95), QUMA-1 (rys. 27 D)(113), PDS (rys. 27 F)(96)
czy karboksy-PDS (rys. 27 B).(110, 123, 147, 148) Idealna sonda fluorescencyjna, aby
mozna ja bylo wykorzysta¢ do obrazowania komoérkowego, powinna wigzaé si¢ z
kwadrupleksem z duzym powinowactwem 1 selektywno$cia, wykazywa¢ dobra
rozpuszczalno$¢ w wodzie, niska toksyczno$¢, przenika¢ przez btony komorkowe oraz
wykazywa¢ zwiekszong emisje fluorescencji po zwigzaniu z docelowa czasteczka.
Sprostanie tym wymaganiom, szczegolnie selektywnosci, powinowactwu i dobrej
wizualizacji jest bardzo trudne, dlatego tez, jako sondy fluorescencyjne uzywa si¢ czasami
fluorescencyjnie znakowanych G4-ligandow (np. Alexa594-PDS).(149) W takim
kowalencyjnym uktadzie znacznik fluorescencyjny jest odpowiedzialny za $wiecenie, z
kolei ligand odpowiada za preferencyjne wigzanie do struktur kwadrupleksow.(147)

Inne podejscie wykorzystano przy projektowaniu selektywnych sond do
identyfikacji kwadrupleksow RNA w komorkach. Pierwszg taka sondg byta dwufunkcyjna
sonda GTFH (ang. G-quadruplex-triggered fluorogenic hybridization), ktéra zostata uzyta
do detekcji kwadrupleksu w rejonie 5’-UTR NRAS mRNA.(150) Sonda GTFH sktada si¢ z
dwoch cztondéw: fragmentu DNA (ang. anti-tail sequence) komplementarnego do
sekwencji przylegtej do miejsca, w ktorym tworzy si¢ kwadrupleks (ang. tail sequence)
oraz fluorescencyjnej czasteczki ISCH-o0al (rys. 40 B) odpowiedzialnej za $wiecenie po
rozpoznaniu struktury kwadrupleksu (rys. 40 A). Badania wykazaty, ze za pomocg sondy
GTFH mozna wykry¢ struktury kwadrupleksu RNA NRAS, zaréwno in vitro, jak i w
komorkach. Sonda GTFH jest uzytecznym narzedziem w badaniach faldowania struktur
kwadrupleksow w obrebie interesujacych regiondéw RNA(151) i reprezentuje nowy

kierunek projektowania selektywnych sond nakierowanych na kwadrupleksy RNA.
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Rys. 40. Sonda GTFH. Zasady projektowania sondy GTFH (A). Struktura chemiczna ISCH-oal (B).
Przygotowanie sondy (C).(150)

V. 7. Strategie terapeutyczne

Choroby o podtozu genetycznym sa wynikiem mutacji gendéw lub zaburzenia liczby
czy budowy chromosoméw. Cho¢ catkowite wyleczenie tych chorob nie jest mozliwe,
istnieje coraz wigcej sposobow na minimalizowanie ich efektow. Strategie terapeutyczne
mogg by¢ ukierunkowane na czasteczki DNA lub RNA, na jednym z trzech pozioméw tj.
poziomie transkrypcji, potranskrypcyjnym jak rowniez na poziomie translacji. Strategie
ukierunkowane na mRNA opieraja si¢ glownie o wykorzystanie antysensowych
oligonukleotydéw(5), matych interfererujacych RNA(152) oraz katalitycznych kwasow
nukleinowych (rybozymy i DNAzymy).(153, 154) W zalezno$ci od wybranej koncepcji
terapeutycznej wyrozniamy strategie antygenowsa, aptamerows, rybozymowa i
antysensowa.

Strategia antygenowa polega na edytowaniu lub naprawie genomowego DNA.
Przyktadem takiej terapii jest wykorzystanie narzedzia genetycznego, jakim jest system
CRISPR/Cas9 wywodzacy sie¢ od bakterii.(7) W inzynierii genetycznej system
CRISPR/Cas9, wykorzystywany jest jako narzedzie do precyzyjnej edycji genomu. W
dziatanie tego systemu zaangazowane s3 dwa elementy: czasteczka RNA (okreslana
mianem single-guide RNA, sgRNA) oraz enzym Cas9. Geny kodujace biatko Cas9 oraz
fragment sgRNA sg wprowadzane do wybranej komorki, najczesciej za pomocg plazmidu.
Kompleks powstaty z potaczenia zsyntetyzowanego biatka Cas9 oraz sgRNA peni funkcje
nozyczek molekularnych. Kompleks Cas9-sgRNA przeszukuje ni¢ DNA w celu
znalezienia okoto 20 nukleotydowej sekwencji komplementarnej do 5’ konca sgRNA (rys.
41). Dodatkowo nukleaza Cas9 rozpoznaje trojnukleotydows sekwencje PAM, najczesSciej

NGG (N — dowolny nukleotyd), ulokowana bezposrednio za sekwencja docelowg DNA. Po
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zwigzaniu kompleksu Cas9-sgRNA do DNA, nukleaza Cas9 precyzyjnie tnie ni¢ DNA w
miejscu odleglym o okoto 3 nukleotydy od sekwencji PAM. Przecigcie podwojnej helisy,

naprawiane jest przez naturalnie wystepujace mechanizmy naprawcze.

5'*AUCCGAUGCAGCACUACGGG

PAM
% i

3-><><><ATCCGATGCAGCACTACGGGC>OQ<><5.

5' TAGGCTACGTCGTGATGCCCACCATG 3

Rys. 41. Schemat wykorzystania systemu CRISPR-Cas9 do precyzyjnej edycji genomu.

Naprawa uszkodzonych nici moze przebiega¢ zgodnie z r6znymi mechanizmami
naprawy, z czego dwa uwaza si¢ za glowne. Pierwszym z nich jest rekombinacja
niechomologiczna (NHEJ), ktora moze skutkowa¢ insercjg lub delecja dodatkowych
nukleotydoéw. Powoduje to zmiang ramki odczytu, przez co moze nie powsta¢ funkcjonalne
biatko. Drugi mechanizm, tj. rekombinacja homologiczna (HDR) daje mozliwos$ci zmiany
genu na inng jego wersje, przez wprowadzenie w dane miejsce pozadanej
mutacji/sekwencji. Zastosowanie mechanizméw HDR i NHEJ prowadzi do trwatych oraz
ukierunkowanych zmian w genomie skutkujagcych wylgczeniem genu (knock-out) lub
wprowadzeniem nowego genu (knock-in).(155)

Strategia rybozymowa. Rybozymy sa czasteczkami RNA obdarzonymi
aktywnos$cig katalityczng. Sktadajg si¢ z katalitycznej domeny, do ktorej z obu stron
przylegaja fragmenty komplementarne do docelowego RNA. Utworzenie kanonicznych par
zasad Watsona-Cricka z substratem umozliwia przebieg reakcji transestryfikacji i rozpad
wigzania fosfodiestrowego w docelowym RNA. Strategia rybozymowa wykorzystuje
syntetyczne rybozymy, ktore po zwigzaniu do mRNA powoduja jego degradacje. W
konsekwencji populacja niepozadanych w komorce czasteczek mRNA jest eliminowana.
Strategia ta ukierunkowana jest szczegélnie na geny kodujgce biatka onkogenne, czynniki
wzrostu czy czasteczki przekazujace sygnaly komorkowe.(3)

Strategia aptamerowa polega na wykorzystaniu krotkich fragmentow kwasow

nukleinowych (ok. 15-80 nt), jako ligandow wigzgcych si¢ specyficznie i bardzo silnie do
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okreslonych biomolekut. Wysokie powinowactwo jest wynikiem niezwyklego
dopasowania struktury przestrzennej aptameru do budowy czasteczki docelowej, np.
biatka. W tym przypadku aptamery dziataja jako inhibitory biatek odpowiedzialnych za
rozpoznanie i oddzialywanie z kwasami nukleinowymi. Wigzanie aptameréw blokuje
interakcje miedzy réznymi czgsteczkami, co jest podstawa wielu terapii. Aptamery znane
sg rowniez z petnienia funkcji katalitycznych czy roli ligandow wigzacych inne czasteczki
o zréznicowanej budowie, np. aminokwasy, nukleotydy, antybiotyki, witaminy czy jony
metali.(2, 6)

Strategia antysensowa wykorzystuje jednoniciowe, zazwyczaj modyfikowane
chemicznie czasteczki kwasow nukleinowych, ktore hybrydyzuja do mRNA, wzglgdnie
DNA. Typowe oligonukleotydy antysensowe (ASO) zawieraja od 18 do 21 reszt
nukleotydowych i1 wiaza si¢ z komplementarnymi fragmentami np. mRNA tworzac
regularny dupleks. Hybrydyzacja ASO do wilasciwego fragmentu sekwencji docelowej
prowadzi¢ moze do zahamowania procesu replikacji, transkrypcji lub translacji. W
komoérce hamowanie translacji przebiega glownie wedlug dwdch mechanizmow. Pierwszy
polega na aktywacji endogennego enzymu RNazy H przez powstaly kompleks
DNA/MRNA (rys. 42). Enzym ten przecina mRNA w kompleksie DNA/MRNA,
uniemozliwiajac proces biosyntezy biatka poprzez degradacj¢ matrycy. Drugi mechanizm
opiera si¢ na sterycznym blokowaniu dostepu rybosomu do informacji zakodowanej w
MRNA lub pre-mRNA na skutek utworzenia dupleksu ASO/mRNA. Wigkszos$¢ lekow
antysensowych dziata w oparciu o mechanizm zalezny od RNazy H. Taka redukcja

ekspresji MRNA moze by¢ bardzo skuteczna, osiggajac okoto 80-95 %.(156)

A DEGRADACJA mRNA - RNaza H B ZAWADA STERYCZNA
ASO z modyfikacjami N ASO z modyfikacjami
pierwszej generacji drugiej generacji — ASO
TITASODNA —5 111 TTT 4so —_— ,;I'IT
LLinnl LILLIL LI RNy NIl LLLLL wIRRNTNRRE]
mRNA mRNA mRNA
DNA/mRNA ASO/mRNA
ASO z modyfikacjami pierwsze] ASO z modyfikacjami
i drugiej generacji 3}}- trzeciej generacji —> ASO
TITTTTTITT chi TIT aso —
chimeryczne ASO —s A1l [TRTIR
mRNA NEENINE mRNA mRKA

ASO/mRNA

ASO/mRNA

Rys. 42. Dwa gtdéwne mechanizmy dziatania ASO wptywajace na ekspresj¢ genow. Degradacja mRNA za

posrednictwem RNazy H (A). Zawada steryczna dla rybosomu (B). Modyfikacje chemiczne z podziatem na

ich generacje zostaty opisane ponize;j.
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Terapeutyczne oligonukleotydy antysensowe musza spelniaé szereg wymagan
zwigzanych z odpornoscig na degradacje przez endo- i egzonukleazy, przenikaniem przez
btong¢ komorkowa, niska toksyczno$cig oraz wysoka specyficznoscia i efektywnos$cia
dziatania.(157) Internukleotydowe wiazania fosfodiestrowe w oligonukleotydach
antysensowych sa mato stabilne w surowicy i ulegajag hydrolizie przez egzo- |
endonukleazy. Konieczne jest zatem wprowadzenie modyfikacji chemicznych w celu
poprawy ich stabilnosci. Modyfikowane oligonukleotydy antysensowe zostaty podzielone
na trzy generacje. O modyfikacjach I generacji méwimy, gdy jeden z atoméw tlenu w
grupie fosforanowej zostaje zastgpiony atomem siarki lub grupa metylowa z
wytworzeniem odpowiednio tiofosforanéw (tiofosforanowych analogéw kwasow
nukleinowych) lub metylofosfonianow (rys. 43). Oligonukleotydy pierwszej generacji sg
stosowane najczesciej, gdyz charakteryzuja si¢ dlugim okresem poéttrwania i duza
odpornoscig na nukleazy. Powstaty po potaczeniu modyfikowanego oligonukleotydu DNA
z mRNA dupleks nie jest aktywny w procesie translacji, a dodatkowo aktywuje dziatanie
enzymu RNazy H. Modyfikacje drugiej generacji dotyczg zmian w pozycji 2'-OH rybozy.
Powszechnie stosowanymi modyfikacjami w tej grupie sg 2'-OMe (2'-O-metyl) czy 2'-
MOE (2'-O-metoksyetyl). Oprocz zwigkszania odpornosci na nukleaze, modyfikacje te
poprawiaja powinowactwo wigzania ASO do docelowego mRNA. Dodatkowo
oligonukleotydy z tej grupy sa silniej wychwytywane w tkankach, ich okres pottrwania in
vivo jest dtuzszy, a ich efekt toksyczny jest niski. Zwigzany ASO zawierajagcy modyfikacje
drugiej generacji nie aktywuje RNazy H, a stanowi jedynie zawadg steryczng dla
rybosomu. Jednocze$nie oligonukleotyd antysensowy, w ktérym modyfikacje drugiej
generacji wystepuja tylko w pozycjach flankujacych, a centralng jego cze$¢ stanowi
oligonukleotyd z modyfikacjami pierwszej generacji po potaczeniu z mRNA aktywuje
dziatanie RNazy H. Z kolei najczgstszymi modyfikacjami trzeciej generacji sa kwas
peptydonukleinowy (PNA), morfolinoamidofosforan (MF) oraz nukleozyd o usztywnionej
konformacji pierscienia rybozy, LNA (ang. locked nucleic acid). Tak modyfikowane
oligonukleotydy wykazuja wysoka stabilnos¢ biologiczng za sprawg ich duzej odpornosci
na nukleazy oraz wykazuja silne powinowactwo hybrydyzacji z mRNA. Wywotuja efekt
antysensowy poprzez zawade steryczng. Wada modyfikacji trzeciej generacji jest ich
neutralny elektrostatycznie charakter z wyjatkiem LNA, co stanowi duze wyzwanie dla ich

rozpuszczalnosci i wychwytu komorkowego. (5, 8, 156)
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Rys. 43. Modyfikacje chemiczne oligonukleotydow wykorzystywane w strategii antysensowej.

W badaniach nad wyciszeniem ekspresji gendOw probowano wykorzysta¢ takze
czasteczki bogate w reszty guanozyny. Pokazano miedzy innymi, ze zwigzanie si¢
oligorybonukleotydu o sekwencji GGGCCCGGG z docelowym mRNA, zawierajacym
rowniez dwa trojnukleotydowe bloki guanozynowe, prowadzi do powstania
dwuczasteczkowego kwadrupleksu RNA:RNA, ktory stanowi zawadg steryczng dla
rybosomu i w efekcie prowadzi do zahamowania procesu translacji in vivo.(14) Staba
strong tej metody jest duza niespecyficzno$¢, gdyz oligonukleotyd o sekwencji
GGGCCCGGG moze hybrydyzowaé nie tylko do innych sekwencji bogatych w reszty
guanozyny, ale réwniez do komplementarnego fragmentu bogatego w reszty cytydyny (np.
CCCGGGCCC). W 2010 roku Hagihara i in. opublikowali pracg, w ktorej zastosowane
podejscie czesciowo rozwigzuje problem niespecyficznodci. Zaproponowane przez nich
oligonukleotydy antysensowe (w serii DNA) oprocz segmentu bogatego w reszty
guanozyny posiadaly fragment sekwencji komplementarny do mRNA. Rolg tego
komplementarnego fragmentu bylo zapewnienie specyficznosci rozpoznania. Jak
pokazano, takie dwufunkcyjne oligonukleotydy antysensowe moga indukowaé tworzenie
na matrycach RNA struktur hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks, skutecznie hamujac
odwrotng transkrypcje RNA HIV-1 (rys. 44).(15)
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Rys. 44. Zahamowanie procesu odwrotnej transkrypcji(15) lub translacji(158) indukowane oligonukleotydem

dwufunkcyjnym w serii DNA. Kazda z nici posiada po dwa bloki guanozynowe GGG.

Dodatkowo badania te pokazaly, ze skuteczno$¢ inhibicji zalezna jest gtdéwnie od
stabilnosci powstatych struktur heterohybryd. Na ich stabilno$¢ wplywata glownie
stabilnos¢ heterodupleksu utworzonego migdzy matrycg RNA a domeng dupleksowa oraz
liczba reszt nukleotydowych pomiedzy blokami guanozynowymi zar6wno w sekwencji
antysensownej jak i na matrycy RNA. Najbardziej optymalng dlugo$¢ domeny
dupleksowej okreslono na 12-14 reszt nukleotydowych, a najstabilniejszy kwadrupleks
DNA:RNA tworzyt si¢, gdy bloki guanozynowe rozdzielata tylko jedna reszta. Z kolei
dlugos¢ facznika pomiedzy obiema domenami miata jedynie niewielki wptyw na stabilnos¢
badanych struktur.

Skutecznos¢ podejscia opartego na kontrolowanym generowaniu struktur
hybrydowych DNA:RNA w oparciu o struktur¢ typu dupleks — kwadrupleks do inhibicji
translacji wykazal rowniez Bhattacharyya i in. (rys. 44).(158) Stosujac jednoczesnie dwa
rozne oligonukleotydy antysensowe, z ktorych jeden byt nakierowany na region 5'-UTR a
drugi na region kodujacy biatko elF-4E zaobserwowano obnizong zdolno$¢ komoérek
nowotworowych do proliferacji.

Uktady hybrydowe typu dupleks-kwadrupleks moga by¢ dodatkowo stabilizowane
poprzez jednoczesne wykorzystanie dwoch réznych ligandoéw, jednego specyficznie
wigzacego si¢ do duplekséw oraz drugiego wykazujacego selektywnosé wzgledem
kwadrupleksow. Mozliwos¢ jednoczesnego wigzania si¢ dwoéch réznych ligandéw do
struktur hybrydowych pokazano na przyktadzie dwoch wybranych ligandéw: netropsyny,
antybiotyku silnie wigzacego si¢ do dupleksow DNA bogatych w pary A:T, oraz Phen-
DC3, o duzym powinowactwie do kwadrupleksow (rys. 45 A).(159)
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Rys. 45. Jednoczesne wigzania ligandow do dupleksu i kwadrupleksu. Ligandy netropsyna oraz Phen-DC3
wigzace odpowiednio dupleks oraz kwadrupleks (A). Oddziatywanie dwucztonowego liganda cIKP-linker-
PIP z kwadrupleksem c-myc i sasiadujacym z nim dupleksem (B).(159)

Interesujagcym rozwinigciem opisanego powyzej eksperymentu jest mozliwos¢
polaczenia dwodch ligandow za pomocs linkera (rys. 45 B).(159) Jako przyktad takiego
rozwigzania moze stuzy¢ czasteczka powstata przez kowalencyjne potaczenie dwoch
ligandow: cIKP (ang. cyclic Imidazole/Lysine Polyamide) wigzacego kwadrupleks oraz PIP
(ang. Pyrrole/Imidazole Polyamide), sekwencyjnie specyficznie wigzacego si¢ do
dupleksoéw. Pokazano, ze takie podwojne rozpoznanie, kwadrupleksu i sasiadujacego z
nim dupleksu, zwigksza specyficznos¢ dwucztonowego liganda wzgledem kwadrupleksu c-
myc (rys. 45 B). Metody opierajgce si¢ o wykorzystanie dwoch réznych ligandow moga
przyczynia¢ si¢ do synergicznego i selektywnego rozpoznania docelowej struktury

hybrydowej 1 potencjalnie by¢ wykorzystane w terapii antynowotworowe;.
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V. 8. Nadekspresja EGFR — czynnik nowotworzenia

EGFR — receptor czynnika wzrostu naskorka (ang. epidermal growth factor
receptor) petni bardzo wazng rol¢ w kontrolowaniu proliferacji prawidlowych komorek,
ich réznicowaniu i przezywalnosci. Odstgpstwa od prawidtowego funkcjonowania szlaku
sygnatlowego EGFR zidentyfikowano w przypadku wielu nowotworow m. in. w
nowotworze phuc, sutka i jelita grubego.(160) Catkowita dtugos¢ genu kodujacego EGFR
(erbB-1) to okoto 10 000 par zasad zlokalizowanych na chromosomie 7 w pozycji 7pl2-
14.(161) W sktad tego genu wchodzi 26 eksonow, z czego za najlepiej poznany uznaje si¢
obszar genu o sekwencji ekson 1/intron 1 zawierajacy zaledwie 2800 par zasad. Wydaje si¢
by¢ on najwazniejszy ze wszystkich, gdyz poziom jego transkrypcji jest o okoto osiem razy
wyzszy niz eksonow 2-26. Co wigcej, jak donosza dane naukowe, rejon pomigdzy
eksonami 1 a 2 moze odpowiada¢ za kontrolowang syntez¢ mRNA receptora EGFR.(160)

Receptor EGFR jest pojedynczym tancuchem polipeptydowym, sktadajacym si¢ z
1186 reszt aminokwasowych. Struktura tego biatka posiada trzy funkcjonalne domeny:
zewnatrzkomérkowa wiazaca ligand, transbtonowa kotwiczacg receptor w blonie
komorkowej oraz domene wewnatrzkomorkowa stanowigcg miejsce efektorowe receptora
kinazy tyrozynowej (rys. 46). Wystapienie nieprawidlowosci w poszczegdlnych wyzej
wymienionych domenach bedace efektem wystepowania mutacji w obrgbie genow

kodujacych syntez¢ EGFR (rodzina c-erbB) powoduje powstawanie nieprawidtowych form

EGFR.(162)
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Rys. 46. Schematyczna budowa receptora czynnika wzrostu naskorka — EGFR.
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Receptor EGFR nalezy do receptoréw z rodziny ErbB, w obrebie ktorej
wyrozniono 4 receptory: ErbB-1/EGFR/HER-1, ErbB-2/HER-2, ErbB-3/HER-3, ErbB-
4/HER-4. Agonistami dla tych receptoréw jest ponad 3000 zwigzkéw, a sposrod nich
najwigkszg liczbe stanowig czynniki i modulatory wzrostu. Receptor EGFR jest
aktywowany gltownie za pomoca czynnika wzrostu naskorka — EGF (ang. epidermal
growth factor) oraz transformujacego czynnika wzrostu a — TGF-o (ang. transforming
growth factor o). Jedna z najwazniejszych funkcji EGF jest pobudzenie fibroblastow do
produkcji kolagenu, co ma duze znaczenie w gojeniu si¢ naskorka. Z kolei glowna rola
TGF-a jest indukcja nabtonkéw, pobudzenie profileracji fibroblastow czy tworzenie
naczyn krwiono$nych. Przylaczenie si¢ odpowiedniego liganda do domeny
zewnatrzkomoérkowej receptora uruchamia mechanizm bedacy ciaggiem zdarzen
wewnatrzkomorkowych. Sygnal tego zdarzenia zalezy od takich czynnikow jak rodzaj i
stezenie liganda, rodzaj receptora oraz nasilenie jego ekspresji jak réwniez od czasu
trwania polaczenia liganda z receptorem. Zatem receptory czynnika naskorkowego wzrostu
pelnig bardzo wazne funkcje fizjologiczne. Niekiedy jednak dochodzi do zwigkszenia ich
ekspresji, czego konsekwencja jest nickontrolowany podzial komérkowy, a dalej choroby
nowotworowe. Jeden ligand moze wigza¢ si¢ z wieloma typami receptorow, z kolei jeden
receptor moze wigza¢ wiele ligandow. Zdecydowanie jest to zaleta w przypadku
optymalizacji efektywnos$ci uktadu receptorowego, lecz tylko w zdrowych warunkach.
Niestety, w przypadku procesOw nowotworzenia, zablokowanie przekazywania sygnatu w
obliczu licznych ligandéw komplikuje podej$cia terapeutyczne w przeciwienstwie do
scenariusza, gdy dany receptor taczyt si¢ tylko z jednym ligandem. Mozna by rzec, ze z
dzisiejszym zaawansowaniem nauki wyprodukowanie blokujacego przeciwciata
rozwigzaloby problem, niestety istnieje wiele innych uwarunkowan nadmiernej aktywnosci
EGFR.

Wsréd mutacji genu kodujacego synteze EGFR na specjalng uwage zastuguje tak
zwany wariant 111 mutacji EGFR(162), wystepujacy w wielu chorobach nowotworowych.
Sa to mutacje punktowe lub niewielkie, sktadajace si¢ od kilku do kilkunastu nukleotydow
delecje lub insercje w eksonach omawianego genu. Rodzaj mutacji determinuje strukture 1
aktywnos¢ kinazy tyrozynowej. Substytucje wigza si¢ z mniejszymi zmianami, z kolei
delecje czy insercje mogg zmieni¢ wigkszy fragment biatka. Zmiany w eksonach
powoduja, ze nie sg one juz zdolne do kodowania wewnatrzkomoérkowej domeny kinazy
tyrozynowej receptora dla naskorkowego czynnika wzrostu, co wiaze si¢ z cigglym

pobudzeniem kinazy tyrozynowej. Przyktadowo u chorych na raka piersi, w wyniku delecji

78



801 par zasad wystepujacych w eksonach 2-7 genu EGFR dochodzi do utraty
aminokwasow z domeny zewnatrzkomorkowej receptora. Konsekwencja tego jest brak w
strukturze receptora miejsca wigzacego ligand i ciggla aktywacja kinazy tyrozynowe;j
EGFR bez konieczno$ci przytaczenia liganda. Z kolei w przypadku chorych na
niedrobnokomorkowego raka ptuca (NDRP), gdzie wystgpowanie mutacji genu EGFR
dotyczy okoto 10% chorych rasy kaukaskiej i okoto 30-40% chorych pochodzenia
azjatyckiego, najczesciej diagnozowanymi mutacjami sg delecja w eksonie 19 (45-50%
wszystkich mutacji) oraz substytucja L858R w eksonie 21 (okoto 40-45% wszystkich
mutacji). Mutacja w eskonie 21 polega na zmianie aminokwasu w pozycji 858 tancucha
biatkowego z leucyny (L) na argining (A). Mutacja ta jest wynikiem substytucji tyminy (T)
do guaniny (G) w sekwencji kodujacej i jest obiektem mojego zainteresowania, o czym
wspomniatam juz we wprowadzeniu (str. 26).

Ze wzgledu na fakt, ze nadekspresja receptora EGFR wystepuje w wigkszos$ci
komorek nowotwordw ztosliwych, badania nad pozyskaniem odpowiednich lekow skupiaja
si¢ nad zwigzkami, ktore moglyby wplywa¢ na nadmierng aktywnos¢ EGFR. Jak dotad
opracowano dwie glowne strategie terapeutyczne, pierwsza dotyczy inhibitorow kinazy
tyrozynowej (IKT), druga, przeciwcial monoklonalnych. Przeciwciala monoklonalne
blokuja zewnatrzkomérkowa domene wigzaca ligand, w wyniku czego inne czasteczki
sygnatowe nie moga wigza¢ si¢ do tej domeny i aktywowaé kinazy tyrozynowe;j.(162)
Stosujac IKT osiggnieto duze sukcesy w leczeniu chorych na niedrobnokomorkowego raka
ptuca (NDRP). Niestety, u wigkszosci pacjentdw leczonych w ten sposob obserwuje si¢
nabyta opornos$¢ na leki (gefitinib 1 erlotynib) w przeciagu 2 lat.

W zwigzku z powyzszym obserwuje si¢ proby stworzenia nowych strategii
terapeutycznych, ktore w przeciwienstwie do wczesniej stosowanych podejs¢ dziatajg na
poziomie MRNA lub DNA, a nie biatka. Jako przyktad moze poshuzy¢ wykorzystanie
modyfikowanych klasterem boru antysensowych oligonukleotydow DNA, dla ktoérych
aktywno$¢ wyciszania translacji mRNA genu EGFR w zaleznosci od miejsca
wprowadzenia modyfikacji si¢gala nawet 80%.(163) Pokazano, ze rowniez system
CRISPR/Cas9 moze by¢ wykorzystany jako potencjalne narzg¢dzie kliniczne do naprawy
lub zniszczenia zmutowanego genu EGFR.(164) Jednak pomimo wykazania wysokiej

skuteczno$ci tych metod, badania nad IKT sg nadal bardziej zaawansowane.
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V. 9. Szczepionki mRNA przeciw COVID-19

Caly $wiat zmaga si¢ obecnie z pandemig COVID-19 wywotang koronawirusem
SARS-CoV-2. Badania nad bezpieczng i skuteczna szczepionka przeciw COVID-19
rozpoczely sie¢ z chwila opublikowania sekwencji nukleotydowej koronawirusa SARS-
CoV-2 (11.01.2020 r.).(165) W efekcie intensywnych prac juz kilka miesi¢ecy od poznania
sekwencji SARS-CoV-2 az 47 szczepionek znalazto sie¢ w fazie badan klinicznych, a ponad
150 szczepionek bylo w fazie badan przedklinicznych. W chwili przygotowywania
niniejszej rozprawy (luty 2021 r.) trzy szczepionki zostaly dopuszczone do uzytku w Unii
Europejskiej: Pfizera/BioNTechu, Moderny oraz preparat wyprodukowany przez
AstraZenece. Szczepionki te uzywane sg rowniez w innych krajach, a Rosja, Chiny i Indie
korzystaja z preparatow wilasnej produkcji. Szczepionka Sputnik V, opracowana w
Centrum Epidemiologii i Mikrobiologii im. Nikotaja Gamelei, zostala zarejestrowana w
Rosji jako pierwsza na §wiecie.

Wyrdzni¢ mozna trzy rodzaje szczepionek przeciw COVID-19: wektorowe, mRNA
I rekombinowane. Szczepionki mRNA i wektorowe zawierajg material genetyczny wirusa
SARS-CoV-2, z ktorego w organizmie powstaje biatko wirusowe. Z kolei szczepionka
rekombinowana zawiera biatko wirusa, nie ma zatem etapu jego produkcji przez
organizm.(166) Wszystkie te szczepionki maja za zadanie wywota¢ pamigé
immunologiczng, dzigki czemu przy ponownym kontakcie z patogenem wytworzone
przeciwciata powinny uniemozliwi¢ rozwoj choroby. Do stycznia 2020 roku nie
dopuszczono na $wiecie zadnej terapii wykorzystujacej mRNA, jednak dzigki akceptacji
szczepionek bazujagcych na mRNA 1 pokazaniu, Ze sa one skuteczne i bezpieczne,
otwiorzyly si¢ nowe perspektywy zaréwno dla innych szczepionek mRNA jak i dla
zastosowan terapeutycznych.(167) Uznatam, ze chociaz szczepionki nie sg terapeutykami,
to nie sposob je poming¢ omawiajac terapeutyczne kwasy nukleinowe, skoro dwie z nich
wykorzystujace mMRNA wirusa (Pfizer/Biontech, Moderna) zostaty juz dopuszczone do
uzytku. W najblizszym czasie przetozy si¢ to z pewnos$cig na postepy w leczeniu chorob
innych niz COVID-109.

W szczepionkach wykorzystujacych kwas rybonukleinowy znajduje si¢ fragment
mRNA, ktory zawiera informacje o syntezie bialka kolca (tzw. biatko S; Spike)
koronawirusa SARS-CoV-2 odpowiadajgcego za rozpoznanie komorki gospodarza oraz
inicjujace proces zakazenia. Z dostepnych informacji wiadomo

(https://berthub.eu/articles/11889.doc), ze  mRNA  zawarty @ w  szczepionce
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BioNTechu/Pfizera (znanej rowniez jako BNT162b2 lub Tozinameran lub Comirnaty) ma

dhugos¢ 4284 reszt (schemat jego budowy przedstawiony jest na rysunku 47).

@;’—UTR sig] S protein_mut|3"-UTR | poly(A)

Rys. 47. Schemat mRNA zawartego w szczepionce przeciw COVID-19: 5'-UTR - rejon mRNA
niepodlegajacy translacji, Sig - sekwencja sygnalowa glikoproteiny S; S protein_mut - region kodujacy
biatko zawierajagcy mutacje K986P and VV987P; poly(A) - ogon poli(A)

Tworcy szczepionki zastosowali kilka zabiegéw inzynierii genetycznej majacych
na celu poprawienie jej trwatosci jak i usprawnienie procesu produkcji powstajgcego
biatka. Jednym z tych zabiegéw zwigkszajacych trwato$¢ czasteczki mRNA oraz jej
ochrone przed zniszczeniem ze strony uktadu odpornosciowego organizmu byto
zastgpienie wszystkich reszt urydyny przez 1-metylo-pseudourydyne.

Ponizej wymienione sa informacje, do ktorych miatam dostep, dotyczace innych

modyfikacji wprowadzonych do mRNA zawartego w szczepionce BioNTechu /Pfizera.

e Czapeczka (cap) sktada sie z dwoch modyfikowanych nukleozydéw, m’G i A (rys.
48). Jej rolg jest stabilizacja czasteczki mRNA i inicjowanie syntezy biatka kolca

zakodowanego w mRNA.
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Rys. 48. Wzér strukturalny czapeczki na koncu 5' mRNA. Cap G'A% m’G*m3'-5"-ppp-5'-Am2'-3'-p- (M7 =
7-CHa; m3’ = 3-0-CHa; m2’ = 2'-O-CHs; -ppp- = -PO;H-0-PO,H-0-PO,H)-; -p = -POzH).

e Region 5-UTR jest zbudowany z 51 nukleotydow. Twoércy szczepionki
wykorzystali zoptymalizowany 5’-UTR z mRNA kodujacego alfa globuling. Biatko
to powstaje w komorkach szybko i w duzej ilosci, dzigki czemu szczepionkowe

MRNA moze wyprodukowac wigcej biatka S w krotkim czasie.
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e Sekwencja sygnatowa informuje o tym, gdzie w komorce ma by¢ skierowane
wyprodukowane biatko. W tej czesci mRNA jedyna modyfikacjg w stosunku do
sekwencji wirusa SARS-CoV-2 jest wykorzystanie kodonow synonimicznych
(koduja ten sam aminokwas) w celu usprawnienia i przyspieszenia syntezy biatka

kolca.

e Wiasciwy region kodujacy biatko S zbudowany jest z 3777 zasad. Tutaj rowniez, z
dwoma wyjatkami, wprowadzono zmiany synonimiczne. Dwa kodony (K986P i
V987) zostaty zmienione na niesynonimicznie, w efekcie czego w miejsce dwaoch
aminokwasow wirusowego biatka S (lizyny i waliny), w szczepionkowym biatku S
wbudowana jest prolina. Te dwie zmiany znacznie zwigkszaja skuteczno$é
szczepionki, gdyz jak opisano w 2017 roku, umieszczenie podwojnej substytucji
proliny we wlasciwym miejscu Sprawia, ze biatka SARS-CoV-1 i MERS S
przyjmuja konformacje ,,sprzed fuzji”, co pozwala odtworzy¢ ksztatt biatka kolca,

doktadnie taki jaki przyjmuje ono, gdy jest wbudowane do otoczki wirusa.(168)

e Region 3-UTR zostat zaczerpniety z mitochondrialnego 12S rRNA w celu

ustabilizowania RNA i zwigkszenia catkowitej ekspresji biatka.

e Na sekwencje ogona poli(A) sktada si¢ 110 reszt nukleotydowych. Pierwsze 30
reszt adenozyny polaczonych jest ztozonym z 10 nukleotydow (GCAUAUGACU)
tacznikiem drugim fragmentem zwierajgcym kolejne 70 reszt adenozyny. Rola

wprowadzenia tego tagcznika nie zostata przez tworcow wyjasniona.

Materiat genetyczny bialka kolca, zmodyfikowany w opisany powyzej sposob, jest
nastgpnie kapsutowany w nanoczastkach lipidowych, ktére chronia mRNA przed
degradacjg. Te lipidowe nanoczastki pokazane schematycznie na rysunku 49 sktadajg sie z
czterech lipidow: ulegajacemu jonizacji lipidu SM-102, czyli 8-((2-hydroksyetylo)(6-okso-
6-(undecyloksy)heksylo)amino)oktanianu heptadekan-9-ylu, cholesterolu, 1,2-distearoilo-
sn-glicero-3-fosfocholiny (DSPC) oraz PEG2000-DMG, czyli 1-
monometoksypolietylenoglikolo-2,3-dimirystyloglicerolu, w  ktorym reszta glikolu

polietylenowego ma $rednig mase czgsteczkowg 2000 Da.(169)
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Rys. 49. Schemat przedstawiajacy kapsutowany materiat genetyczny biatka kolca.

Z dostgpnych materiatow wynika, ze najistotniejsza rdéznicg pomigdzy
szczepionkami firm Pfizer/BioNTech i Moderna sa lipidy stanowigce ostong dla mRNA. W
przypadku szczepionki Moderny odpowiedni doboér lipidow pozwala na przechowywanie
jej w wyzszych temperaturach niz jest to w przypadku szczepionki Pfizer/BioNTech.

Obecny sukces szczepionek mMRNA otwiera perspektywy wykorzystania RNA do
innych zastosowan terapeutycznych, nad ktorymi badania prowadzone sa juz od wielu lat.
Wymieni¢ tu mozna propozycje¢ terapii bazujagcych na mRNA do leczenia rzadkich chorob
genetycznych, takich jak mukowiscydoza czy fenyloketonuria, a wigc chorob, w ktorych
jedno z biatek produkowane jest z defektem. Ponadto inne doniesienia wskazuja, ze mRNA
mozna potencjalnie zastosowa¢ w regeneracji migsnia sercowego 0sob po zawale czy w

terapii rdzeniowego zaniku migsni.
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VI. WYNIKI
V1. 1. Badania strukturalne modelowych ukladéw CCC/GT i CCC/UT

Gléwnym celem mojej rozprawy bylo zaprojektowanie i otrzymanie czasteczek
bogatych w reszty guanozyny, nazywanych dalej ,,dwufunkcyjnymi oligonukleotydami -
DQ”, ktore po hybrydyzacji z oligorybonukleotydami docelowymi, réznigcymi si¢ tylko
jedng reszta nukleotydowa w regionie bogatym w reszty guanozyny, tworzytyby rozne
struktury drugorzedowe. Nici oligonukleotydowe hybrydyzujace z sekwencjami
docelowymi w dalszej czgsSci rozprawy nazywane sa takze oligonukleotydami
antysensowymi.

Jak wspominalam w czgéci WPROWADZENIE zakladatam, ze uda mi sie
otrzyma¢ struktury typu dupleks-kwadrupleks (DQH) i dupleks z nieuporzadkowanymi
koncami (DsS), ktore r6zni¢ si¢ beda stabilnoscig termiczng. Moje badania rozpoczetam od
zaprojektowania i otrzymania trzech modelowych oligorybonukleotydow. Jako

oligonukleotyd antysensowy otrzymatam oligorybonukleotyd o dtugosci 23 reszt:

5'-C-GGG-C-GGG-C-CUUCAAGUCCGGCA-3"  (CCC)

oraz dwa czgéciowo komplementarne do niego oligorybonukleotydy docelowe o
sekwencjach réznigcych si¢ jedng resztg nukleotydowg we fragmencie bogatym w reszty
guanozyny:
5'-UGCCGGACUUGAAG-UA-GGG-C-GGGC-3' (GT)
5'-UGCCGGACUUGAAG-UA-GGG-C-UGGC-3' (UT).

W dalszej czesci rozprawy dla struktur powstajgcych po potagczeniu oligorybonukleotydow
docelowych GT lub UT z czgsteczkg antysensowg CCC stosuje oznaczenia odpowiednio
CCC/GTi CCC/UT (rys. 50).

A B
DOMENA
KWADRUPLEKSU

DOMENA DOMENA
DUPLEKSU , 3 DUPLEKSU
/ 5 o e b 00000000 5
—0-000-0-000000000 3 ° —0-0-00-0-000000000 3
5' <
DQH: CCC/G' Dss: CCC/U"

Rys. 50. Schematyczne przedstawienie struktur drugorzedowych czasteczek CCC/GT (A) i CCC/UT (B).
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Dla uniknigcia w tekscie licznych powtdrzen przyjelam zasadg, ze warunki
roztworu, w ktorych byly prowadzone poszczegdlne eksperymenty nazywam dalej
skrotowo buforem potasowym lub K* (50 mM KCI, 10 mM K>HPO4/KH2PO4, pH 6.8,
0.1 mM EDTA) Ilub buforem sodowym Ilub Na* (150 mM NaCl, 10 mM
Na,HPO4/NaH2POa, pH 6.8, 0.1 mM EDTA). Dodatkowo, jesli temperatura pomiaru nie

jest podana, oznacza to, ze dany eksperyment zostal wykonany w 25 °C.

Aby uzyska¢ informacje o strukturze drugorzedowej badanych czasteczek
wykonatam seri¢ widm jadrowego rezonansu magnetycznego. Na rysunku 51 zestawione
sa widma *H NMR wykonane w buforze potasowym dla pojedynczych nici CCC, GT i UT
oraz dla czasteczek otrzymanych po potaczeniu nici CCC odpowiednio z ni¢mi GT
(CCC/GT)i UT (CCC/UT). Dla poréwnania zamieszczone jest dodatkowo widmo dupleksu
(DX) o sekwencji odpowiadajacej wspolnemu, komplementarnemu fragmentowi obu

czasteczek, CCC/GT i CCC/UT, wykonane w tych samych warunkach roztworu:

5"- UGCCGGACUUGAAG - 3'/5"- CUUCAAGUCCGGCA -3' (DX)

Pokazane jest takze widmo czasteczki o sekwencji 5'-CGGGCGGGC-3', ktora w
buforze potasowym tworzy kwadrupleks (2Q), odpowiadajacy domenie kwadrupleksu
struktury CCC/GT. Dla uproszczenia zamie$citam tylko te fragmenty widm, w ktorych
wystepuja protony iminowe zaangazowane w tworzenie wigzan wodorowych typu
Watsona-Cricka lub Hoogstena, stanowigce swoisty ,,0dcisk palca” dupleksow i
kwadrupleksow. Przy kazdym z widm zamiescitam schemat proponowanej lub

przewidzianej przez RNAstructure struktury drugorzgdowe;.
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Rys. 51. Widma 'H NMR czasteczek UT, GT, CCC, 2Q, DX, CCC/GT oraz CCC/UT zarejestrowane w
buforze potasowym. Z prawej strony widm zaproponowane sg dla poszczegolnych czasteczek ich struktury

drugorzgdowe.

W widmie pojedynczych nici (UT, GT i CCC) w rejonie 11.5 - 15 ppm widoczne sa
gtownie sygnaly pochodzace od par zasad Watsona-Cricka. Dla czgsteczki UT liczba
obserwowanych sygnatow pochodzacych od protonéw iminowych jest mniejsza niz mozna
by oczekiwa¢ dla przewidzianej struktury spinki. Wynika to prawdopodobnie stad, ze
sygnaty pochodzace od protonéw iminowych terminalnych par zasad nie sg na ogo6t
obserwowane, a obecno$¢ w strukturze spinki trzech niekanonicznych par G:U moze
dodatkowo przyczynia¢ si¢ do zwigkszonej wymiany z wodg protonéw sasiadujacych z
nimi par G:C. W przypadku czgsteczki GT widoczne sg dodatkowo bardzo szerokie
sygnaty w rejonie 10.5-12.0 ppm, co sugerowato, ze oprocz struktury spinki w roztworze
moze istnie¢ niewielka frakcja kwadrupleksu (rozdziat V. 6. 1; Spektroskopia
magnetycznego rezonansu jgdrowego).

W widmie dupleksu (DX) sygnaly wystepujace w zakresie 11.5 - 15 ppm
odpowiadajg protonom iminowym pochodzacym od par zasad Watsona-Cricka. W widmie
czagsteczki 2Q obecno$¢ sygnalow w zakresie 10.5 - 12 ppm jest charakterystyczna dla
protonéw iminowych reszt guanozyny zaangazowanych w tworzenie G-tetrad. Poniewaz z

widm NMR nie mozna bylo jednoznacznie okresli¢ liczby nici tworzacych kwadrupleks
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2Q, jego czasteczkowos$¢ zostala ustalona za pomocg analizy profilu migracji w zelu
poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych, przedstawionej w dalszej czesci tego
rozdziahu na rysunku 52 B. Okazato si¢, ze powstajacy kwadrupleks jest dwuczasteczkowy
(CGGGCGGGCE): i stanowi dobre odniesienie jako domena kwadrupleksu w strukturze
hybrydy. Z kolei widmo czasteczki CCC/G" zawiera sygnaly zarobwno w regionie
typowym dla par zasad Watsona-Cricka jak i w regionie, w ktorym wystepuja protony
zaangazowane w parowanie zasad na sposob Hoogstena. Poréwnujac widmo czasteczki
CCC/G" z widmami dupleksu DX i kwadrupleksu 2Q wyraznie wida¢, ze jest ono sumg
poszczegdlnych widm. Oznaczalo to, ze zaprojektowana przeze mnie czgsteczka CCC/GT
przyjmuje oczekiwang strukturg hybrydy typu dupleks-kwadrupleks.

W widmie drugiej z interesujgcych mnie czasteczek, CCC/UT, widoczne sg jedynie
sygnaty pochodzace od protonéw iminowych par Watsona-Cricka i jest ono bardzo
podobne do tego zarejestrowanego dla dupleksu referencyjnego (DX). Wynik ten
wskazywal, ze w warunkach NMR hybrydyzacja nici CCC i UT prowadzi do zawigzania
si¢ dupleksu w czesci, gdzie obie nici sg komplementarne, natomiast fragment obu nici
bogaty w reszty guanozyny pozostaje nieuporzadkowany.

Jedng z wad spektroskopii NMR w badaniach biomolekut jest mata czulo$¢ metody,
co skutkuje konieczno$cig stosowania duzych st¢zen badanych zwigzkéw. Wymagane
stezenia sg zazwyczaj rzedu jednego do kilku milimoli, co znacznie odbiega od stgzen
fizjologicznych.(170) Wymagane stezenia roznig si¢ rowniez w zaleznosci od typu
eksperymentu. Dla jednowymiarowych widm *H NMR stosowane stezenia moga by¢ duzo
nizsze niz te wymagane dla otrzymania dobrej jakosci widm dwuwymiarowych.
Spektrometr 700 MHz znajdujacy si¢ w Pracowni NMR IChB PAN zaopatrzony jest w
glowice kriogeniczng, dzigki ktorej uzyskuje si¢ czterokrotng poprawe stosunku sygnatu do
szumu. Dlatego tez, wykorzystujac sonde kriogeniczng dla moich eksperymentéw *H NMR
moglam stosowac stezenia rzedu 0.1 - 0.2 mM. Stosowanie tak matych stezen
powodowalo, ze rejestracja widm 'H NMR trwajaca zwykle kilka sekund lub minut
zajmowata zazwyczaj kilka godzin. Zdajac sobie sprawe, ze struktura badanych przeze
mnie zwigzkow moze si¢ rozni¢ w zaleznosci od warunkéw roztworu(74, 79), w
nastgpnym etapie postanowilam sprawdzi¢, czy wyniki, ktore uzyskalam z analizy widm
NMR bedg spdjne z tymi otrzymanymi z innych metod eksperymentalnych.

Moje badania kontynuowalam  wykorzystujac  elektroforeze w  zelu
poliakrylamidowym w warunkach natywnych. Eksperyment ten, podobnie jak widma

NMR, wykonatam w buforze zawierajacym 50 mM KCI. Na rysunku 52 poréwnana jest
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migracja pojedynczych nici CCC (pasmo 1), GT (pasmo 2), UT (pasmo 3) oraz czasteczek
CCC/GT (pasmo 4), CCC/UT (pasmo 5). Szybko$¢ migracji badanych zwigzkow
porownywatam z markerem mas, czyli drabinkg dwuniciowych oligonukleotydéw DNA w
zakresie 10-100 par zasad (pasmo W). Po zakonczeniu rozdziatu elektroforetycznego zel
wizualizowalam najpierw w $wietle UV (254 nm), a nastepnie w celu uwidocznienia oraz
identyfikacji prazkéw odpowiadajacych kwadrupleksom, zel poddatam barwieniu
ligandem NMM selektywnym wzgledem réwnolegltych kwadrupleksow (roztwér 0.1
ug/ml) (rozdziat 6. 2. 1). Najszybciej migrujace prazki pochodzace od oligonukleotydow
CCC (1), G" (2) oraz UT (3) odpowiadajg pojedynczym niciom. W pasmach 4 i 5
widoczne sg intensywne prazki migrujace poréwnywalnie do prazka markera mas
wielko$ci 50 par zasad, co potwierdzilo tworzenie si¢ struktur dwuczasteczkowych,
CCC/GT i CCC/UT. Dodatkowo w pasmach 4 i 5 mozna zaobserwowaé¢ duzo stabsze
prazki pochodzace od niezasocjowanych pojedynczych nici. Eksperyment ten powtarzatam
wielokrotnie i1 kazdorazowo otrzymywatam taki sam wynik, a prazki od pojedynczych nici
zawsze byly intensywniejsze dla CCC/UT niz dlaCCC/GT.

Po wybarwieniu zelu w roztworze zawierajacym NMM intensywny prazek
widoczny byt tylko dla czgsteczki CCC/GT (rys. 52 A, pasmo 4'). Rezultat ten jest zgodny
z wynikami z eksperymentu NMR, gdzie na podstawie analizy widm 'H NMR
postulowatam, ze czgsteczka CCC/GT przyjmuje strukture hybrydowa typu dupleks-
kwadrupleks. Dodatkowo fakt, ze ligand NMM wigzal sie¢ do CCC/GT wskazywal na
réwnolegla topologie kwadrupleksu, czego mozna byto oczekiwa¢, gdyz jest to topologia
typowa dla kwadrupleksow RNA. Topologi¢ t¢ potwierdzitam réwniez za pomoca widma
dichroizmu kotowego, gdzie obserwowalam charakterystyczne dodatnie pasmo przy ~ 265
nm i ujemne przy 240 nm. Widmo CD dla czgsteczki CCC/UT roznito sie tylko
intensywno$cig pasma przy ~265 nm (rys. 52 C). Ligand NMM nie wigzat si¢ do CCC/UT
(rys. 52 A, pasmo 5’), co rowniez bylo zgodne z wczesniejszymi wynikami, ktore
pokazywaty, ze czasteczka przyjmuje strukture dupleksu z nieuporzadkowanymi koncami.
Na rysunku 52 B pokazany jest wspomniany wczesniej eksperyment potwierdzajacy
dwuczasteczkowa budowe kwadrupleksu 2Q. Odpowiadajacy mu prazek migruje bardzo
szybko, co wyklucza czteroczasteczkowa budowe kwadrupleksu. Dodatkowo prazek ten
wybarwia si¢ w NMM. Ani dupleks (DX) ani pojedyncza ni¢ CCC nie wigzg NMM, co

wida¢ z zelu pokazanym na rysunku 52 B.
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Rys. 52. Poréwnanie profili migracji czasteczek RNA w Zelu poliakrylamidowym wizualizowanym w $wietle
UV oraz wybarwionym za pomocg NMM. Profile migracji czgsteczek CCC, GT, UT, CCC/GT, CCC/UT (A)
oraz czasteczek odpowiadajacym segmentom dupleksu (DX) i kwadrupleksu (2Q) w odniesieniu do GT,
CCC, CCC/GT (B). Widma CD czgsteczek CCC/GT, CCC/UT (C). Eksperymenty wykonano w buforze
potasowym.

W kolejnym kroku postanowitam zbada¢ stabilno$¢ termiczng badanych zwiazkow
wykorzystujac w tym celu spektroskopi¢ UV. Wszystkie widma UV rejestrowatam przy
dwoch dlugosciach fali 260 oraz 295 nm (rozdziat V. 6. 1; Spektroskopia UV). Jak juz
wczesniej wspomniatam, dla kwasoéw nukleinowych pomiar temperatury topnienia

wykonuje si¢ standardowo przy dlugosci fali 240 lub 260 nm, gdyz w tym zakresie
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absorbancja jest maksymalna. Natomiast w przypadku kwadrupleksow, pomigdzy 220 a
280 nm obserwuje si¢ wzrost absorbancji wraz ze wzrostem temperatury, a przy 295 nm
spadek absorbancji. W rzeczywisto$ci proba wyznaczenia w przypadku kwadruplekséw
temperatury topnienia i parametrow termodynamicznych przy 260 nm moze prowadzi¢ do
niejednoznacznych wynikéw, gdyz podczas denaturacji/renaturacji kwadrupleksu zmiana
absorbancji jest niewielka. Dlatego tez dla kwadrupleksow temperatur¢ topnienia
wyznacza si¢ przy dlugosci fali 295 nm. Dodatkowo analiza profili topnienia
zarejestrowanych przy dwoch dtugosciach fali moze stuzy¢ potwierdzeniu lub wykluczeniu
przebiegu topnienia wedlug modelu dwustanowego. W topnieniu dwustanowym,
niezaleznie od dtugosci fali, warto$¢ Tm musi by¢ porownywalna, a wszelkie odchylenia od
>15%
renaturacji/denaturacji.

Na rysunku 53 A-B pokazane sg krzywe topnienia dla CCC/GT i CCC/UT
zarejestrowane przy obu dtugosciach fali (260 i 295 nm) a na rysunku 53 C-D dla dupleksu
DX i kwadrupleksu 2Q.

tej wartosci s3 dowodem na obecno$¢ bardziej zlozonego procesu
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Rys. 53. Krzywe topnienia przy dtugosciach fali 260 nm i 295 nm dla czasteczek CCC/GT (A), CCC/UT (B),
kwadrupleksu 2Q (C) oraz dupleksu DX (D). Eksperymenty prowadzono w buforze potasowym.
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Dla CCC/GT temperatura topnienia wyznaczona przy 260 nm wynosita 69.4 °C, a

przy 295 nm - 68.8 °C. Niezaleznie od dtugosci fali, przy ktérej wykonatam pomiar,
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trwalo$¢ termiczna hybrydy CCC/GT jest wicksza niz jej poszczegdlnych elementow,
dupleksu (64.4 °C, warto$¢ wyznaczona z krzywej przy 260 nm) (rys. 53 D) |
kwadrupleksu (65.5 °C, warto$¢ wyznaczona przy 295 nm) (rys. 53 C). Dla typowych
kwadrupleksow krzywa topnienia przy dhlugosci fali 295 nm powinna mie¢ ksztalt
,,odwroconej” sigmoidy, jak wida¢ to na widmie otrzymanym dla czgsteczki 2Q. Jednak
dla czasteczki CCC/GT ksztalt ten jest nietypowy, szczegdlnie w wysokich temperaturach
obserwowatam ponowny wzrost absorbancji. Moze to by¢ wynikiem naktadania si¢ dwoch
efektow - jednoczesnego topienia si¢ domeny dupleksu i kwadrupleksu, co przejawia si¢
wzrostem absorbancji dla dupleksu i zmniejszeniem wartos$ci absorbancji dla kwadrupleksu
wraz ze wzrostem temperatury. Podobny ksztatt krzywej topnienia przy 295 nm
obserwowano w literaturze dla bgdgcego w rownowadze ukladu spinka-kwadrupleks,
jednak zjawisko to nie byto dyskutowane.(171) W przypadku badanych przeze mnie
struktur hybrydowych efekt ten utrudniat jednoznaczne wyznaczenie temperatury
topnienia. W dalszej czgsci mojej pracy w celu wyznaczenia temperatury topnienia odczyty
prowadzitam przy dtugosci fali 260 nm, a analiza przy 295 nm stuzyla mi jedynie do
potwierdzenia obecnosci domeny kwadrupleksu lub jej braku (z wyjatkiem krzywej dla
czasteczki 2Q). Majac na uwadze fakt, iz dla struktur dwuczasteczkowych wartos¢
temperatury topnienia zalezna jest od stezenia, wszystkie pomiary prowadzitam dla
poréwnywalnych stezen.

Dla CCC/UT, brak odwrdconego profilu topnienia przy 295 nm potwierdzal
wczesniejsze obserwacje z widm NMR 1 analizy zeli, ktore wskazywaty, ze w przypadku
tej czasteczki nie zawigzuje si¢ domena kwadrupleksu. Temperatura topnienia wyznaczona
przy dtugosci fali 260 nm wynosita 61.0 °C 1 byla nizsza o 8.4 °C od tej wyznaczonej dla
hybrydy CCC/GT, co pokazywalo, ze obecno$¢ kwadrupleksu stabilizuje strukture
hybrydy DQH (rys. 53 A, tabela 2). Poréwnanie temperatury topnienia dla CCC/UT z
wartosciami Tm dla czasteczek referencyjnych, dupleksu DX (Tm=64.4 °C) (rys. 53 D) i
kwadrupleksu 2Q (Tm=65.5 °C) (rys. 53 C) pokazato, ze obecno$¢ dlugich,
nieuporzgdkowanych koficow w  strukturze CCC/UT moze destabilizowaé domene
dupleksu.

Rownolegle do opisanych w tym rozdziale eksperymentow (*H NMR, elektroforeza
w warunkach natywnych, widma UV), ktére byly prowadzone w obecnosci kationow
potasu (60 mM), analogiczne badania wykonywatam w roztworze zawierajagcym kationy

sodu (160 mM). Wyniki tych eksperymentéw pokazane sg na rysunkach 54 i 55.
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Rys. 54. Widma 'H NMR dla CCC/G™ oraz CCC/UT (A). Profile migracji czasteczek RNA w zZelu

poliakrylamidowym wizualizowanym w $wietle UV oraz wybarwionym w roztworze NMM (B).

Eksperymenty prowadzono w buforze sodowym.
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Rys. 55 Krzywe topnienia zarejestrowane przy dtugosciach fali 260 nm i 295 nm dla czasteczek CCC/GT
(A), CCC/UT (B), kwadrupleksu 2Q (C) oraz dupleksu DX (D). Eksperymenty prowadzono w buforze

sodowym.

92

Temperatura [°C]

Temperatura [°C]



Poréwnujac trwato$¢ termiczng badanych czasteczek w obecnosci kationow sodu i
potasu w niektorych przypadkach zauwazytam duze roznice. Na przyktad wyznaczone
przeze mnie warto$ci Tm dla czasteczki CCC/UT wynosza 70.5 °C i 61.0 °C odpowiednio
w obecnosci kationow Na* i K* a dla hybrydy CCC/GT warto$ci te wynosza 71.0 °C (Na*)
i 69.4 °C (K%). Duze roznice w stabilnosci termicznej, zalezne od warunkow roztworu,
otrzymatam takze dla czgsteczek referencyjnych, dupleksu DX oraz kwadrupleksu 2Q. W
tym przypadku wzrost Tm zaobserwowatam dla dupleksu, 71.6 °C (Na®) versus 64.4 °C
(K%), natomiast dla kwadrupleksu efekt ten byl odwrotny — duzo mniej stabilny
kwadrupleks tworzyt sie¢ w buforze sodowym, 48.6 °C (Na®) versus 65.5 °C (KY).
Sprawdzitam, ze za obserwowang roznice w trwatosci termicznej w przypadku CCC/UT
odpowiedzialna jest cze$ciowo sita jonowa uzytych buforéw (160 mM Na* versus 60 mM
K"). Gdy do roztworu zawierajgcego 60 mM K* dodatam dodatkowo 100 mM LiCl,
temperatura topnienia wyznaczona dla CCC/UT wzrosta o 11.5 °C (72.5°C). W takich
samych warunkach (60 mM K* + 100 mM Li*) Tm wyznaczona dla CCC/GT wzrosta o0 2.6
°C (72.0 °C).

V1. 2. Badania struktury drugorzedowej ukladéw DNA-CCC/GT i DNA-CCC/UT

Z danych literaturowych wiadomo, ze dupleksy 1 kwadrupleksy RNA sa
stabilniejsze = niz  ich  odpowiedniki ~ DNA:RNA, heterodupleksy  oraz
heterokwadrupleksy.(17, 18, 172) Jak juz wspominatam w rozdziale Struktury hybrydowe
typu dupleks-kwadrupleks (V. 3.), poza jednym znanym przypadkiem, kwadrupleksy RNA
sa zawsze rownolegte, jednak nadal niewiele wiadomo na temat preferencji strukturalnych
heterokwadrupleksow ~ DNA:RNA. Wydaje si¢, ze rowniez w  przypadku
heterokwadrupleksow DNA:RNA preferowana jest topologia réwnolegta, jednak z uwagi
na niewielkg liczbe danych eksperymentalnych kazdy z nowo rozpatrywanych ukladéw
nalezy analizowa¢ indywidualnie.

Doniesienia literaturowe wskazuja rowniez, ze stabilno$¢ struktur drugorzedowych
utworzonych pomiedzy matrycg mRNA a nicig antysensowg ma wplyw na efektywnos$¢
hamowania r6éznych procesow biologicznych, np. odwrotnej transkrypcji.(15) Dlatego tez
planujac wykorzystanie oligonukleotydow antysensowych w serii RNA, spodziewalam si¢
otrzymac efektywniejsze narzedzie do hamowania translacji, niz gdybym stosowata ich
odpowiedniki w serii DNA. Nastepnym etapem moich badan bylo wiec pordéwnanie

wlasciwosci hybrydowych struktur typu dupleks-kwadrupleks w serii DNA:RNA i
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RNA:RNA. W tym celu otrzymatam odpowiednik dwufunkcyjnego oligorybonukleotydu
CCC w serii DNA, DNA-CCC:

CCC r[C- -C- -C-CUUCAAGUCCGGCA]
DNA-CCC d[C- -C- -C-CTTCAAGTCCGGCA]

Aby pozna¢ ewentualne roznice i podobiefistwa pomiedzy wlasciwosciami
czagsteczek DNA-CCC/GT i DNA-CCC/UT oraz ich odpowiednikami w serii RNA,
CCCI/GT i CCC/UT, przeprowadzitam seri¢ eksperymentéw. Podobnie jak uprzednio, dla
badanych heterokompleksow zarejestrowatam serie widm 'H NMR, poréwnatam ich
migracje¢ w warunkach natywnych w zelu poliakrylamidowym oraz wyznaczytam

temperatury topnienia metodg UV w obecnos$ci jonow potasu (rys. 56-58, tabela 2).
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Rys. 56. Widma 'H NMR dla DNA-CCC/UT, DNA-CCC/G", DNA-CCC, oraz UT zarejestrowane w
buforze potasowym. Obok widm proponowane sa dla poszczegdlnych czasteczek ich struktury

drugorzedowe.

Na rysunku 56 zestawione sa widma H NMR dwoch heterokompleksow
DNA/RNA, DNA-CCC/UTi DNA-CCC/GT oraz pojedynczych nici, DNA-CCC i UT. W
widmie czgsteczki DNA-CCC/GT widoczne sa sygnaly w regionie typowym dla dupleksu
(11.5-15 ppm) oraz kwadrupleksu (10.5-12 ppm), co wskazywalo na zawigzywanie si¢
struktury hybrydowej typu dupleks-kwadrupleks. Specjalnego omoéwienia wymaga
natomiast widmo czgsteczki DNA-CCC/UT, ktore r6zni sie od widma DNA-CCC/GT nie
tylko brakiem sygnatéw w rejonie 10.5-12 ppm, ale rowniez brakiem sygnatow, ktore

swiadczylyby o zawigzywaniu si¢ dupleksu. W widmach pojedynczych nici, DNA-CCC
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oraz UT, widoczne sg sygnaty pochodzace od protonéw iminowych, co wskazywato, ze
obie czgsteczki formujg strukture drugorzedows stabilizowang parami zasad. Na rysunku
56 pokazane sg takze zaproponowane przez program RNAstructure struktury spinek dla
nici DNA-CCC oraz UT (pokazanej juz wcze$niej na rys. 51). Poroéwnanie widma
zarejestrowanego dla DNA-CCC/UT z widmami DNA-CCC oraz UT sugeruje, Ze jest ono
najprawdopodobniej sumg sygnatéw pochodzacych od ustrukturyzowanych pojedynczych
nici, co wskazywaloby, ze w warunkach pomiaru NMR nie obserwuje si¢ powstawania
struktury heterodupleksu DNA/RNA z nieuporzagdkowanymi koncami.

Nastepnie przeprowadzitam rozdziat elektroforetyczny (rys. 57 A) dla CCC/GT,
CCC/UT, DNA-CCC/GT, DNA-CCC/UT oraz DNA-CCC (pasma 1-5) uzywajac jako
wzorca mas drabinki dwuniciowych oligonukleotydow DNA w zakresie 10-100 bp (W).
Dla czasteczek DNA-CCC/GT i DNA-CCC/UT pojawity sie prazki odpowiadajace
strukturom dwuniciowym, ktére migrowaty nieco szybciej niz ich odpowiedniki w serii
RNA. Dodatkowo zauwazytam, ze intensywno$¢ prazka odpowiadajacego czasteczce
DNA-CCC/UT (pasmo 4) byta stabsza niz intensywno$¢ prazkow pochodzacych od
tworzgcych ja nici DNA-CCC i UT, (oznaczone gwiazdkami na rysunku 57 A). Wyniki te
wskazywaly, ze zastgpienie oligorybonukleotydu CCC oligodeoksynukleotydem DNA-
CCC prowadzi do utworzenia bardzo niestabilnej struktury DNA-CCC/UT. Gdy zel ten
wybarwilam w roztworze zawierajagcym NMM zaobserwowalam obecnos$¢ jedynie dwoch
prazkow pochodzacych od CCC/GT i DNA-CCC/G', potwierdzajac tym samym
tworzenie si¢ struktur zawierajacych motyw kwadrupleksu o rownolegtej topologii (rys. 57
A, pasma 1, 3"). Topologi¢ t¢ potwierdzitam réwniez za pomoca widma dichroizmu
kotowego, gdzie obserwowatam charakterystyczne dodatnie pasmo przy ~265 nm 1 ujemne

przy 240 nm (rys. 57 B, DNA-CCC/GT).
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Rys. 57. Profile migracji czasteczek RNA i DNA w Zelu poliakrylamidowym wizualizowanym w $wietle UV
oraz wybarwionym w roztworze NMM (A). Widma CD czasteczek DNA-CCC/UT, DNA-CCC/GT (B)
Eksperymenty prowadzono w buforze potasowym.

Roznice w stabilnoéci czasteczek CCC/GT i DNA-CCC/GT potwierdzily takze
pomiary temperatury topnienia (rys. 58). Wartosci Tm wynoszg 61.4 °C dla DNA-
CCCI/GT, 59.5 °C dla DNA-CCC/UT. Hybryda DNA-CCC/GT jest az o okoto 8 °C mnigj
stabilna niz jej odpowiednik w serii RNA, CCC/G'. Na rysunku 58 C pokazana jest
rowniez krzywa topnienia zarejestrowana dla DNA-CCC/UT wraz z nalozong na nig
krzywg topnienia pojedynczej nici UT, ktora jest mniej stabilna niz DNA-CCC/UT. Biorac
pod uwage wyniki opisanych powyzej eksperymentéw, mozna z duzym
prawdopodobienstwem zatozy¢, ze obserwowana krzywa jest wypadkowa krzywych
topnienia pochodzacych od co najmniej trzech struktur bedacych w rownowadze: spinki
UT, spinki DNA-CCC i kompleksu DNA-CCC/UT. Co prawda, w widmie *H NMR
zarejestrowanym dla DNA-CCC/UT nie wida¢ sygnatdow od dupleksu =z
nieuporzadkowanymi koncami, Dss, jednak z uwagi na znaczne poszerzenie sygnatow oraz
maly stosunek sygnatu do szumu, nie mozna wykluczy¢ obecnosci niewielkiej populacji

(rzedu kilku procent) rowniez i tej formy.(150)
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Rys. 58. Krzywe topnienia zarejestrowane przy dtugosciach fali 260 nm i 295 nm dla czasteczek DNA-
CCC/G™ (A), DNA-CCC/UT (B) oraz przy diugosci fali 260 nm dla czasteczek DNA-CCC/GT i UT,

Eksperymenty prowadzono w buforze potasowym.

VI. 3. Dwufunkcyjne oligonukleotydy antysensowe zawierajace modyfikacje
chemiczne

Obiecujgce wyniki dotychczasowych badan zainspirowaty mnie, aby sprawdzic,
czy poprzez wprowadzenie nienukleotydowych modyfikacji chemicznych do nici
antysensowej mozna bedzie sterowa¢ wilasciwosciami badanych przeze mnie struktur.
Sadzitam, ze dzigki zastosowaniu odpowiednich modyfikacji bede potrafita doprowadzi¢
do utworzenia bardziej stabilnych struktur hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks
(DQ/GT), jednoczesnie obnizajac stabilno$¢ struktur z nieuporzadkowanymi koncami
(DQ/UT). Zalozytam, ze im wigksze uzyskam zrdznicowanie stabilno$ci struktur DQ/GT i
DQ/UT, tym wicksze bedzie prawdopodobienstwo, ze dany oligonukleotyd antysensowy
bedzie w komorce dziatal bardziej selektywnie wzgledem sekwencji docelowych
roznigcych si¢ jedng reszta nukleotydowa. Dodatkowym powodem zastosowania
modyfikacji chemicznych byta chg¢¢ potencjalnego zabezpieczenia oligorybonukleotydow

antysensowych przed dzialaniem nukleaz w komorkach ludzkich. Modyfikacje
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wprowadzitam w trzy rdézne miejsca: do domeny dupleksu, do tacznika pomiedzy

segmentem dupleksu a kwadrupleksu oraz pomiedzy bloki guanozynowe (rys. 59).
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Rys. 59. Schemat modelowego oligonukleotydu antysensowego oraz modyfikacji chemicznych z

zaznaczonymi miejscami ich wprowadzania.

Do badan wybratam opisane ponizej 4 typy modyfikacji.

e Modyfikacja 2’-OMe zostata wprowadzona do 14 nukleotydowego fragmentu
komplementarnego do sekwencji docelowej. Dtugos¢ tego fragmentu byta dobrana
na podstawie wczesniejszych badan prowadzonych przez Hagihare i in.(15) Celem
wprowadzenia tej modyfikacji bylo zwigkszenie stabilnosci dupleksu oraz
zabezpieczenie go w przysztosci przed potencjalnym dziataniem nukleaz. Zgodnie
z doniesieniami literaturowymi wprowadzenie jednej reszty 2'-OMe zwigksza
stabilno§¢ termodynamiczng dupleksu $rednio o 0.9 kcal/mol.(173) Zdawatam
sobie jednak sprawg, ze utworzenie bardzo stabilnej struktury dupleksu nie jest
korzystne, gdyz jesli struktura dupleksu z nieuporzadkowanymi koncami (Dss)
okazalaby si¢ by¢ zbyt stabilna, mogloby to prowadzi¢ do znacznego wyciszenia
translacji.

e Kaolejne zaproponowane przeze mnie miejsca wprowadzenia modyfikacji to
pozycje lacznikow tj. pomiedzy dwoma blokami guanozynowymi (-GGG-N2-
GGG-) oraz na potgczeniu segmentow kwadrupleksu i dupleksu (N3) (rys. 3, 59;
tabela 1). Przy wyborze modyfikacji kierowatam si¢ dostepnymi w literaturze

informacjami  dotyczagcymi  ich  potencjatlu  do  stabilizacji  struktur

98



kwadrupleksowych oraz promowaniem struktury rownolegltego kwadrupleksu.
Uznatam, ze optymalnymi do tego celu bedg modyfikacje nienukleotydowe, takie
jak reszty pozbawione zasad heterocyklicznych (abasic) czy alifatyczne linkery o
roéznej dhugosci (rys. 59).(86) Dodatkowo, w kontekscie planowanych przeze mnie
badan biologicznych, uznatam, ze obecno$¢ alifatycznych linkeréw w obrebie
blokoéw guanozynowych potencjalnie moze zapobiegaé niespecyficznemu wigzaniu
si¢ nici antysensowej do innych mRNA o cze$ciowej komplementarno$ci
zasad(174) np. fragmentéw bogatych w reszty cytydyny (efekt off-target) co

zobrazowatam na rysunku 60.

A 6685866
3. 5' 3 GGG GGG &
. 50000000, ..o
_____ 3 mRNA g g GGg ccc ccc 3
mRNA g5g GGg OCC:C CCOC:C
----- 3'
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Rys 60. Schemat przedstawiajacy mozliwosci wigzania oligonukleotydu antysensowego bogatego w reszty
guanozyny do réznych miejsc w sekwencji docelowej mRNA. Utworzenie struktury dupleksu (A) oraz

struktury kwadrupleksu za sprawa obecnosci tacznika abasic (B).

e Znana jest tendencja kwadrupleksow do dimeryzacji i agregacji.(55) Aby
sprawdzi¢, czy obecnos¢ sekwencji flankujacej ma wptyw na proces dimeryzacji
kwadrupleksow lub ich strukture, na koncu 5’ sekwencji antysensowe] w miejsce
reszty cytydyny zaplanowatam wprowadzenie dodatkowej grupy fosforanowej(64)
lub reszty adenozyny(63) (rys. 59).

e W celu zwiekszenia stabilno$ci 1 selektywnosci dwufunkcyjnych oligonukleotydow
antysensowych zaplanowatam roéwniez uzycie oligonukleotydu z przylaczong
kowalencyjnie do konca 5 pochodna oBMVC, ligandem selektywnym wzglgdem
kwadrupleksow (rys. 61).
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Rys 61. Schemat oligonukleotydu 0-BMVC-C3-CCC.

W tabeli 1 zebrane sg sekwencje wszystkich oligonukleotydow, ich oznaczenia oraz

konwencja przyjeta przeze mnie do opisu dwuniciowych struktur DQH i Dss.

Tabela 1. Sekwencje oligonukleotydow wykorzystanych w niniejszej pracy, ich oznaczenia oraz konwencja

przyjeta przeze mnie do opisu dwuniciowych struktur DQH i Dss.

Nazwa

Sekwencje oligonukleotydéw antysensowych (od 5'do3') pqH Dss
CCC C- -C- -C-CUUCAAGUCCGGCA cce/agT cce/uT
CCC-OMe C- -C- -C-(CUUCAAGUCCGGCA)?oMe CCC-OMe/GT CCC-OMe/UT
paa p- -a- -a-CUUCAAGUCCGGCA paa/GT" paa/uUT”
Aaa A- -a- -a-CUUCAAGUCCGGCA Aaa/G’ Aaa/UT
paC p- -a- -C-CUUCAAGUCCGGCA paC/GT paC/uT
AaC A- -a- -C-CUUCAAGUCCGGCA AaC/G" AaC/uUT
pCa p-GGG-C-GGG-a-CUUCAAGUCCGGCA pCa/GT pCa/UT
pL2C p- -L2- -C-CUUCAAGUCCGGCA pL2C/GT pL2C/uUT
pL3C p- -L3- -C-CUUCAAGUCCGGCA pL3C/GT pL3C /UT
pL4C p- -L4- -C-CUUCAAGUCCGGCA pL4aC/GT pL4ac /Ut
0-BMVC-C3-CCC 0-BMVC-C3-C- -C- -C-CUUCAAGUCCGGCA 0-BMVC-C3-CCC/GT 0-BMVC-C3-CCC/UT
CCC-DNA d[C- -C- -C-CTTCAAGTCCGGCA] CCC-DNA/GT CCC-DNA/UT

Sekwencje oligonukleotydéw docelowych (od 5'do 3')

GT UGCCGGACUUGAAG-UA-GGGCGGGC
uT UGCCGGACUUGAAG-UA-GGGCUGGC
GLT UGCCGGACUUGAAG-UA-GGGCGGGCAUAGUUGCA
uLT UGCCGGACUUGAAG-UA-GGGCUGGCAUAGUUGCA

Tworzenie stabilnych struktur drugorzedowych badz agregatow moze obnizaé

aktywno$¢ oligonukleotydéw antysensowych w komorce, obnizajac ich zdolno$¢

hybrydyzacji z docelowymi sekwencjami mRNA. Jak juz wcze$niej pokazatam, modelowa
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czgsteczka CCC przyjmuje w roztworze strukture spinki (rys. 51, 62), jednak
wprowadzenie nienukleotydowych modyfikacji (abasic, linkery alifatyczne) moze
prowadzi¢ do powstania innych stabilnych struktur. Wedlug przewidywan za pomoca
programu RNAstructure, czasteczka CCC przyjmuje strukture spinki o energii swobodne;j -
7.7 kcal/mol. Wprowadzenie jednej lub dwoch nienukleotydowych modyfikacji,
oznaczonych jako X i przedstawionych na rysunku 62 powoduje wzrost energii swobodnej,
gdyz maleje liczba potencjalnych par zasad Watsona-Cricka oraz G:U stabilizujacych
strukture spinki. Z kolei obecnos¢ dwoch blokow guanozynowych w  sekwencjach
badanych oligonukleotydéw, wobec ich obnizonej tendencji do tworzenia spinek, moze

promowac¢ powstawanie struktur kwadruplekséw, dwu- lub czteroczasteczkowych.

cCcC pXC E = -4.6 kcal/mol pXX E = -3.6 kcal/mol
E = -7.7 kcal/mol AXC E = -4.6 kcal/mol AXX E = -3.6 kcal/mol
C Cu Cu
Uu GC A U A U
oo g A C A C
A G-C G X
A .G U-G U-G
G-C c-G cC-G
U-G C-G C-G
. G X G X
: G G G G
C-G C G C G
G s A LA S LA
C P 5 P 5
A

Rys. 62. Przewidziane za pomocg programu RNAstructure struktury drugorzedowe dla pojedynczych nici
CCC, pXC i AXC oraz pXX i AXX. Oznaczenia pXC i AXC odpowiadajg oligonukleotydom paC, pL2C,
pL3C, pL4C, AaC, natomiast oznaczenia pXX i AXX odpowiadaja sekwencjom paa i Aaa. Zielonym

kolorem zaznaczone sa miejsca wprowadzenia modyfikacji nienukleotydowych.

Aby sprawdzi¢, jak obecno$¢ modyfikacji chemicznych wplywa na wlasciwosci
pojedynczych nici, wykonatam serie widm *H w obecnosci kationéw sodu lub potasu (rys.
63). Analiza tych widm pokazata, ze wigkszos¢ modyfikowanych oligonukletydow
wystepuje w roztworze w réwnowadze miedzy dwiema konformacjami, spinka i
kwadrupleksem. Tylko w przypadku trzech czgsteczek: CCC, CCC-OMe i UT, spinka
byta dominujaca forma niezaleznie od warunkéw roztworu. Ponadto analiza widm H
NMR pokazata, ze w obecno$ci jonow potasu silniej promowane jest tworzenie si¢ struktur

zawierajacych motyw kwadrupleksu, niz w obecnosci jonow sodu. Jedynie w przypadku
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czgsteczek paa i Aaa kwadrupleks jest dominujgca formg w roztworze, zar6wno w

obecnosci jondw potasu i sodu.
60 mM K*
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Rys. 63. Rejon iminowy widm *H NMR pojedynczych nici oligorybonukleotydowych. Widma wykonane w
buforze potasowym (A) oraz w buforze sodowym (B).

W celu uzyskania dodatkowych informacji, réwnolegle monitorowatam tworzenie si¢

struktur drugorzedowych przez pojedyncze nici oligonukleotydowe za pomoca
elektroforezy w zelu natywnym. Jak wida¢ na rysunku 64, wigkszo$¢ oligonukleotyddéw
migrowala w zelu z szybkoscig odpowiadajacag prazkowi markera DNA dtugosci ~20 bp,
co wskazywato na tworzenie si¢ spinek. Po wybarwieniu zelu w roztworze NMM pojawily
si¢ dodatkowe prazki o migracji odpowiadajacej markerowi DNA o dtugosci 100 par
zasad, co $wiadczyto o powstaniu Struktur kwadruplekséw zbudowanych z czterech nici

(rys. 64, prazki 2' - 6'). Prazki odpowiadajace oligonukleotydom zawierajacym adenozyng
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na koncu 5' (AaC i Aaa), migrowaly zauwazalnie szybciej od pozostatych (rys. 64, prazki
9" - 10") 1 pochodzg prawdopodobnie od dwuczasteczkowej, a nie czteroczasteczkowe;j
struktury kwadrupleksu. Prazki §wiadczace o powstawaniu kwadrupleksow byly stabo
widoczne w $wietle UV, co oznaczato, ze ich populacja w warunkach elektroforetycznych

byta niewielka.

uv NMM
[} [}
= =
o o
= 00 O o
0O - o & QO QY2 s o
Oomo N < tcO TAam< ©
2 00882233 %e 0088242222
100 Struktura
50 wyzszego rzedu
------- Kwadrupleks
20 dwuniciowy
15
10

12345678 910 1"2°"3'45 67 8910

Rys. 64. Porownanie profili migracji pojedynczych nici oligorybonukleotydowych w zelu
poliakrylamidowym. Wizualizacja w $wietle UV oraz zel wybarwiony za pomoca roztworu NMM.

Eksperyment prowadzono w buforze potasowym.

Majac na uwadze tworzenie struktur drugorzedowych przez pojedyncze nici
zar6wno antysensowe jak i docelowe, postanowitam przyjrze¢ si¢ ich stabilnoSciom
termicznym. Do kolejnego eksperymentu wytonitam cztery oligorybonukleotydy. Byly to
czgsteczki niezawierajgce modyfikacji (CCC i GT), paa reprezentujgca te, ktore w
warunkach wykonywania widm 'H NMR tworzyty gtownie kwadrupleksy, oraz pL3C

reprezentujgca czasteczki z linkerami alifatycznymi (rys. 65).
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Rys. 65. Krzywe topnienia zarejestrowane przy dhugosciach fali 260 nm i 295 nm dla czgsteczek GT, CCC,
paa oraz pL3C w obecnosci kationow K* (A) i Na* (B).

Jak wida¢ na rysunku 65, jedynie w przypadku oligorybonukleotydu z dwiema
modyfikacjami typu abasic (paa) obserwowatam tworzenie kwadrupleksu, zarowno w
obecnos$ci kationow potasu oraz sodu (odwrocony profil krzywej topnienia przy 295 nm).
Dla paa temperatura topnienia wyznaczona przy 295 nm wynosita 57 °C oraz 35 °C
odpowiednio w obecnosci kationow K* oraz Na*. Na rysunku 66 pordwnane sg warto$ci Tm
wyliczone na podstawie analizy krzywej topnienia zarejestrowanej przy dlugosci fali 260
nm dla badanych czasteczek. Sposrod nich najstabilniejszg strukture tworzy oligonukleotyd

CCC przyjmujacy postaé spinki i nieposiadajacy zadnej modyfikacji.

80 _ Na" mK'
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l = e

60 o [Te] el
o50) @ ~ =
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g 30- ¥
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0 T r .
G’ CCC paa pL3C

Rys 66. Poréownanie temperatur topnienia [°C] oligonukleotydow GT, CCC, paa i pL3C w buforze

potasowym (niebieskie stupki) i sodowym (pomaranczowe stupki).
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Zadawatam sobie pytanie, czy tworzenie si¢ stabilnych struktur drugorzedowych
przez oligorybonukleotydy antysensowe nie bedzie konkurowato z powstawaniem struktur
hybrydowych DQH, co w konsekwencji mogloby ostabia¢ ich skuteczno$¢ w komorce.
Zaproponowatam wiec eksperyment 'H NMR, dzieki ktéremu miatam mozliwo$é
przesledzi¢ tworzenie si¢ struktury hybrydowej w zaleznosci od sposobu przygotowania
probki (rys. 67). Do tego eksperymentu wytypowalam dwie czasteczki, jedng
niemodyfikowang, CCC/GT, oraz druga, paa/G', zawierajaca modyfikacje typu abasic.

Przygotowatam nastepujace probki w buforze potasowym:

e dwie probowki NMR zawieraly pojedyncze nici, CCC i paa, ktore zostaty
wczesniej poddane procesowi podgrzewania i powolnego schtadzania. Obecnos¢
struktur spinek potwierdzilam za pomoca widm H NMR; tak ustrukturyzowane
czasteczki nazywam odpowiednio CCC* oraz paa*;

e kolejne dwie probowki NMR zawieraty ustrukturyzowang pojedynczg ni¢ GT, dalej
nazywang G'*, ktora rOwniez byta wczesniej poddana procesowi podgrzewania i
powolnego schtadzania. Za pomoca widm H NMR potwierdzitam obecno$é
bedacych w rownowadze struktur spinki 1 kwadrupleksu;

e nastepnie potagczytam rownomolowo roztwory CCC* z G™ oraz paa* z G™ (nie
poddajac ich juz procesowi powolnego podgrzewania i1 schtadzania) i wykonatam
widma *H NMR;

e otrzymane widma poréwnatam z widmami czgsteczek CCC/GT oraz paa/GT, ktore
zostaly przygotowane w sposob omoOwiony w rozdziale MATERIALY 1
METODY (réwnomolowe potaczenie nieustrukturyzowanych nici, CCC z G,

oraz paa z G' i nastepnie ich podgrzewanie i powolne schladzanie).

Wszystkie widma dla par oligonukleotydow, CCC z GT oraz paa z GT, zostaly
zarejestrowane w tym samym dniu po zlaniu obu nici. Wyniki opisanego powyzej

eksperymentu zestawione sg na rysunku 67.

105



pary zasad W-C G-tetrady
r r R

ccc
ustrukturyzowana ni¢
GT*
ustrukturyzowana ni¢ . .
CCCHG™
potaczone niezaleznie
ustrukturyzowane nici
CCC/G’
czgsteczka referencyjna

pary zasad W-C G-tetrady
. r Al

paa*
ustrukturyzowana ni¢
GT*

ustrukturyzowana ni¢ o N
paa*/G™
potgczone niezaleznie
ustrukturyzowane nici
paal/G’
czgsteczka referencyjna

[rrrTeT proTTTTeT prorTTTTT | SRS | REAAE RS 1
14 13 12 1 ppm

Rys. 67. Widma 'H NMR ustrukturyzowanych pojedynczych nici G™, CCC*, hybrydy CCC /G™ oraz
referencyjnej czasteczki CCC/G' (A) i ustrukturyzowanych pojedynczych nici G™, paa* hybrydy

paa*/G™ oraz paa/GT jako referencyjnej czgsteczki (B). Eksperymenty prowadzono w buforze potasowym.

Widmo otrzymane po polaczeniu uprzednio ustrukturyzowanych nici (CCC* z
G'™) oraz widmo czasteczki CCC/G' (otrzymanej przez réwnomolowe polaczenie
nieustrukturyzowanych nici, CCC z GT, a nastepnie ich podgrzanie i powolnie
schtadzanie) sa bardzo podobne. Jedyna widoczng réznicg jest obecno$¢ dodatkowych,
stabych sygnatow iminowych wystepujagcych w widmach CCC*/G™, ktore sa
pozostatoscig niewielkiej frakcji ustrukturyzowanych, niezasocjowanych pojedynczych
nici. Poréwnanie widm czasteczek paa/G' i paa*/G™ pokazuje, ze rOwniez w tym

przypadku po zlaniu ustrukturyzowanych, stabilnych nici réwnowaga przesuwa si¢
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zdecydowanie w stron¢ struktury hybrdowej. Gdy widma powtorzytam po dwoch dniach,
zaobserwowalam jedynie nieistotne zmiany. Na podstawie analizy otrzymanych wynikow
moge stwierdzi¢, ze wstepne ustrukturyzowanie nici nie przeszkadza w powstawaniu
struktury hybrydy typu dupleks-kwadrupleks. Mniej stabilne od spinki CCC struktury
kwadrupleksowe utworzone przez modyfikowane oligonukleotydy np. paa tatwiej ulegaja

hybrydyzacji z sekwencja docelowa.

VI. 4. Struktura i stabilno$¢ ukladow DQH oraz Dss zawierajacych modyfikacje
chemiczne

W kolejnym kroku postanowitam sprawdzi¢, jaki wptyw maja nienukleotydowe
modyfikacje chemiczne na tworzenie i stabilno$¢ struktur hybrydowych typu dupleks-
kwadrupleks oraz dupleksu z nieuporzadkowanymi koncami. Wpierw, aby potwierdzic¢
formowanie sie tych struktur zarejestrowatam serie widm H NMR dla
oligorybonukleotydow zawierajacych modyfikacje (tabela 1) w kompleksie z sekwencjami
docelowymi GT i UT. Widma te wykonane w obecnosci kationéw potasu (rys. 68) i
obecnosci kationéw sodu (rys. 69) zestawione sg z widmami ich niemodyfikowanych
odpowiednikéw, czgsteczek CCC/GT i CCC/UT. Analiza widm wykonanych dla nici
oligorybonukleotydowych zawierajacych modyfikacje (abasic, linkery alifatyczne L2-L4)
po hybrydyzacji z nicig GT pokazuje, ze niezaleznie od typu modyfikacji i typu jonow (K*
lub Na") powstaja oczekiwane struktury hybrydowe dupleks-kwadrupleks. W widmach
widoczne sa sygnaty pochodzace zarowno od par zasad Watsona-Cricka jak i od G-tetrad.
Wszystkie te widma sg bardzo podobne, jedynie dla czgsteczek AaC/GT oraz Aaa/GT'
ksztalt szerokiego sygnalu w rejonie 10.5 - 12 ppm jest nieco rézny, brak jest
charakterystycznego sygnatu przy 10.5 ppm. Jest to zapewne zwigzane z obecnoscia reszty
adenozyny na 5’ koncu. Obraz inny od oczekiwanego zaobserwowatam natomiast po
potaczeniu nici antysensowych zawierajagcych niektore modyfikacje z czasteczka o
sekwencji UT (rys. 68 B, 69 B). Podobnie jak w przypadku kompleksu pozbawionego
modyfikacji, CCC/UT, spodziewalam si¢, ze nie pojawig si¢ zadne sygnaly, ktore by
wskazywaly na zawigzywanie si¢ G-tetrad. Niestety, w kilku przypadkach w regionie tym
zaobserwowalam sygnaty, ktorych intensywno$¢ byla poréwnywalna z intensywnoscia
sygnatow w widmach zarejestrowanych po potgczeniu nici antysensowych z nicig GT.
Efekt ten byt szczegblnie widoczny w przypadku widm czgsteczek paa/UT, Aaa/UT,

paC/UT i AaC/U", wykonanych, w obecno$ci kationdow potasu (rys. 68 B). Nie mozna
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byto wykluczyé obecno$ci kwadruplekséw rowniez w widmach otrzymanych dla pCa/UT,
pL3C/UT i pL4C/UT, gdyz w rejonie 10.5 — 12 ppm zauwazytam pojawienie si¢ bardzo
szerokiego sygnatu, cho¢ o duzo nizszej intensywnosci (rys. 68 B). Z kolei w roztworze
zawierajagcym kationy sodu, sygnaty w tym rejonie byly znacznie stabsze lub nieobecne.
Jedynie dla kwadrupleksow zawierajacych dwie reszty typu abasic (paa/UT i Aaa/UT)

sygnaty te sg dobrze widoczne, cho¢ o stabszej intensywnosci (rys. 69 B).

pary zasad W-C G-tetrady
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Rys. 68. Widma *H NMR otrzymane po polaczeniu nici antysensowych z nicig o sekwencji GT (A) i UT (B).

Widma wykonano w buforze potasowym.
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Rys. 69. Widma *H NMR otrzymane po potgczeniu nici antysensowej z nicig o sekwencji GT (A) i UT (B).

Widma wykonano w buforze sodowym.

Chcac uzyska¢ dodatkowe informacje o wlasciwosciach badanych czasteczek,

okreslitam ich stabilno$ci metodg spektroskopii UV. Na rysunku 70 i 71 przedstawitam

profile topnienia zarejestrowane przy dtugosciach fali 260 i 295 nm otrzymane po asocjacji

nici antysensowych z ni¢émi G i UT w obecnosci kationdw potasu (rys. 70 Ai 71 A) oraz

sodu (rys. 70 B i 71 B). Wyznaczone temperatury topnienia zebrane sa w tabeli 2.

Wszystkie wartosci Tm wyznaczatam z profili topnienia zarejestrowanych przy dtugosci

fali 260 nm. Jak juz wczesniej wspomniatam, monitorowanie stabilnosci struktur

kwadruplekséw odbywa si¢ zazwyczaj przy 295 nm, jednak w przypadku wspotistnienia

struktur dupleksu i kwadrupleksu odczytanie wartosci Tm z profilu topnienia przy 295 nm

jest niejednoznaczne z uwagi na nietypowy ksztatt krzywych.
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Rys. 70. Krzywe topnienia czgsteczek otrzymanych po polaczeniu nici antysensowych z nicig GT,
zarejestrowane przy dtugosciach fali 260 oraz 295 nm w obecnosci 60 mM kationow K* (A) i 160 mM
kationéw Na* (B).
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Rys. 71. Krzywe topnienia czasteczek otrzymanych po potgczeniu nici antysensowych z nicig UT,
zarejestrowane przy dtugosciach fali 260 oraz 295 nm w obecnoéci 60 mM kationdéw K* (A) i 160 mM
kationéw Na* (B).
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Analiza danych zamieszczonych w tabeli 2 wskazuje, ze trwalos¢ termiczna hybryd
zawierajacych nienukleotydowe modyfikacje (abasic, linkery alifatyczne o dhugosci od
dwoch grup metylenowych do czterech) jest porownywalna z trwaloscig hybryd
niezawierajacych modyfikacji. Jedynie w przypadku modyfikacji 2’-OMe wprowadzonej
do domeny dupleksowej zaobserwowatam wzrost Tm, co jest szczegodlnie widoczne w
obecnos$ci kationdow Na™. Z kolei porOwnanie temperatur topnienia struktur hybrydowych
DQH z ich odpowiednikami Dss pokazuje roznice zalezne od warunkow roztworu. W
obecnosci kationow potasu struktury hybrydowe typu dupleks-kwadrupleks sg $rednio o 8
°C stabilniejsze w stosunku do struktur Dss, natomiast w buforze zawierajacym kationy
sodu, stabilno$ci obu typoéw struktur sg zblizone. Jest to zwigzane z obecno$cig domeny
kwadrupleksowej, ktora tworzy stabilniejsze formy w obecnos$ci kationdw potasu. Z kolei,
jak juz to dyskutowatam na stronie 93, obserwowana réznica stabilnosci dupleksu w
warunkach K* i Na* zwigzana jest z rozng sitg jonowg obu uzytych do badania buforow,

potasowego i sodowego (60 mM K* versus 160 mM Na™).

Tabela 2. Temperatury topnienia [°C] niemodyfikowanych i zawierajgcych modyfikacje chemiczne struktur
hybrydowych DQH oraz odpowiadajacych im struktur Dss. Pomiary wykonano w buforze potasowym (A) i
w buforze sodowym (B).

A DOH T [°C] Dss Tw [°C]
60 mM K* 60 mM K*

CCCIGT 69.4 ccciuT 61.0
CCC-OMe/GT 717 CCC-OMe/UT 63.5
paa/G’ 68.0 *paa/UT 61.5
Aaa/GT 69.0 *Aaa/UT 61.0
paC/GT 67.5 paC/GT 61.0
AaC/GT 68.5 *AaC/GT 62.0
pCa/GT 67.4 pCa/GT 60.5
pL2C/GT 68.0 pL2C/GT 61.5
pL3C/GT 68.5 pL3C/GT 61.5
pL4C/GT 68.5 pL4C/GT 60.5
DNA-CCC/GT 61.4 DNA-CCC/UT 59.5
DX 64.4

2Q 65.5
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B DQH Tm [°C] Dss Tm [°C]
160 mM Na* 160 mM Na*

CCCIGT 71.0 ccciut 705
CCC-OMe/GT  75.6 CCC-OMe/UT 745
paa/GT 69.6 *paa/UT 70.0
Aaa/GT 69.5 *Aaa/UT 69.0
paC/GT 69.8 paC/GT 70.0
AaC/GT 69.5 AaC/GT 70.0
pCa/GT 69.5 pCa/GT 69.0
pL2C/GT 69.6 pL2C/GT 70.7
pL3C/GT 70.7 pL3C/GT 69.0
pLAC/GT 69.5 pLAC/GT 67.2
DX 716

2Q 486

* oznaczenie czgsteczek DQIUT, dla ktérych przy diugosci fali 295 nm obserwowatam odwrécony profilu topnienia Swiadczgcy 0
obecnosci domeny kwadrupleksowej

Analiza profilu krzywych topnienia zarejestrowanych przy 295 nm w obecnoSci
kationdw potasu oraz sodu potwierdzita wczes$niejsze obserwacje z widm NMR, ze
czgsteczki paa/UT, Aaa/UT i AaC/U™ maja tendencje do zawigzywania domeny
kwadrupleksowej. Niestety dla tych kwadrupleksow na podstawie dost¢pnych danych, nie
mozna zaproponowaé powstawania jednej najbardziej prawdopodobnej struktury. Zgodnie
z przestankami literaturowymi mozna zaproponowac istnienie kilku potencjalnych form
kwadrupleksow w zawigzywaniu ktorych moze takze bra¢ udzial reszta urydyny.(51)
Osobnego omdéwienia wymagaja wyniki uzyskane dla czasteczki paC/UT, ktérej widmo *H
NMR wykonane w buforze potasowym wskazywalo na obecno$¢ znacznej populacji
kwadrupleksu (rys. 68 B). Z kolei ksztatt krzywej topnienia dla paC/UT, rowniez w
obecnosci kationdw potasu, nie byt typowy ani dla formy kwadrupleksu ani dla dupleksu
(rys. 71 A). Najprawdopodobniej, wraz ze wzrostem st¢zenia oligomerdéw, czyli w
warunkach pomiaru NMR, wystepujagca w roztworze réwnowaga pomiedzy strukturg
zawierajaca motyw kwadrupleksu a dupleksem z nieuporzadkowanymi koncami jest
przesunigta w strone struktury z kwadrupleksem.

Dla omawianych struktur podjetam roéwniez probe wyznaczenia parametrow
termodynamicznych (rys. 72). Przy ich wyznaczaniu korzystatam z programu MeltWin 3.5

uzywajagc dwoch metod: dopasowania topnienia dziewigciu réznych stezen (regresja
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liniowa) oraz zaleznosci wartosci parametru Tm od stgzenia badanej czasteczki (Tm™* od log
Cr). Pomimo przetestowania wielu zmiennych (zmiana warunkow topnienia: od 8 °C do 90
°C1i0d 90 °C do 8 °C, rézna szybkos¢ topnienia 0.2 °C/min do 0.5 °C/min, r6zne sposoby
przygotowania probek do badan) wyznaczone parametry termodynamiczne, czyli entropia
(AS°®), entalpia (AH®) i energia swobodna (AG°®37) zawsze roznity sie¢ mi¢dzy sobg o wiecej
niz 15%. Takie wyniki $wiadczyly o niedwustanowym przebiegu termicznej denaturacji i

nie pozwalaty na wyciagni¢cie wnioskow w oparciu o parametry termodynamiczne.

098 —
0.96 —
0.94 —
0.92 —
0.90 —
0.88 —
Abs T T T T T T T T
Temp (C) 10 20 30 40 50 60 70 80
B Full Analysis
Date: 20 Oct 2020 Comment: Imported From ASCII
Melt Curve Results
Concentration dH ds dG Tm
M) (kcal/mol) (cal/K-mol) (kcal/mol, 37°C) °C)
1.800e-05 -14428 -381.56 -25684 8220
4.300e-06 -163.47 44461 -21.57 7748
4.500e-05 -142.80 -379.26 -25.18 82.17
2.700e-06 -188.64 -509.81 -30.53 7746
6.900e-06 -208.54 -564.55 3344 79.75
1.700e-06 -148.05 -393.46 -26.02 77.18
Averages: -166.30 44554 22811 7937
Analysis of Melt Curve Fits/Emrors
dH ds dG Tm
(kcal/mol) (cal/K-mol) (kcal/mol, 37°C) (°C. 1.0e-4M)
-166.30 =27.033 -445.54 =76.803 -28.11=3233 833
Analysis of Tm Depend /Etrors
dH das dG Tm
(kcal/mol) (cal/K-mol) (kcal/mol, 37°C) (°C. 1.0e-4M)
-13536+23.138 -357.62 65426 -24.44=2887 843
C 5 Comment: Imported From ASCII —
B = 0946 . . "
2850 dH=  -135.36 kcal‘mol o
- [dS= -357.62 cal'mol T
28.45 dG(37C)=-24 44 keal'mol L
- (,r—r’))
2840 | o
LS o .
283 | o
830 | o
o
2825 | o
w0 | * .
2815 |
10000 Tm T T T T T T T T T
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Rys. 72. Natozenie krzywych topnienia czgsteczki CCC/GT dla siedmiu stezen (A), Zestawione dane

termodynamiczne (B). Wykres =zalezno$ci odwrotnosci temperatury 1/Tm od logarytmu stezenia
oligorybonukleotydu (C).

114



Dodatkowe informacje o wptywie poszczegolnych modyfikacji na wlasciwosci
badanych kompleksow uzyskatam na podstawie obrazow elektroforetycznych (rys. 73).
Rozdziat elektroforetyczny w warunkach natywnych prowadzitam w obecnosci kationow
potasu. Tak jak poprzednio, zel wizualizowatam poczatkowo w $wietle UV a nastepnie
wybarwiatam go w roztworze zawierajacym NMM. Po hybrydyzacji z nicig docelowg GT,
wszystkie oligorybonukleotydy antysensowe zawierajace modyfikacje migrowaty
podobnie jak hybryda CCC/GT a odpowiadajace im prazki wybarwialy si¢ w roztworze
zawierajgcym NMM. W przypadku trzech czasteczek: paa/G', pL3G/GT i pL4C/GT
zaobserwowatam, ze odpowiadajace im pasma sg rozdwojone (rys. 73, zaznaczone zielong
gwiazdka, gory zel) i1 fluoryzuja z podobng intensywnoscia po dodaniu NMM
(zaznaczone czerwong gwiazdka, dolny zel). Obecno$¢ dwoch prazkow moze
odzwierciedla¢ obecno$¢ dwoch konformerow o podobnej stabilnosci. Powstawanie dwoch
roznych form moze by¢ nastgpstwem zwickszonej swobody konformacyjnej
nienukleotydowej petli (abasic, linker L3, L4). Na rysunku 74 pokazane sa dwie mozliwe
formy tych hybryd, r6znigce si¢ jedynie sposobem polgczenia obu motywow, dupleksu i
kwadrupleksu. Niestety, z uwagi na ich duze podobienstwo, nie istnieje prosta metoda, za
pomoca ktérej mozna by analizowaé ich struktur¢ nie w mieszaninie. Sg one na tyle
podobne, ze w widmach NMR nie jest mozliwe zaobserwowanie sygnalow od
poszczegdlnych form, zwlaszcza dla czgsteczek o tak duzych masach. Prawdopodobnie
problem ten datoby si¢ latwo rozwiazaé stosujac np. selektywne znakowanie izotopowe **C
lub N w odpowiednio zaplanowanych pozycjach, wykraczalo to jednak poza ramy mojej

rozprawy doktorskiej.
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Rys. 73. Poréwnanie profili migracji czasteczek RNA w Zelu poliakrylamidowym wizualizowanym w $wietle
UV (prazki 1-20) oraz wybarwionym w roztworze NMM (prazki 1'-20"). Za wzorzec migracji postuzyly

scharakteryzowane wcze$niej czasteczki CCC/GT oraz CCC/UT. Eksperymenty prowadzono w buforze
potasowym.

Analiza zeli pokazata réwniez, ze prazki odpowiadajace czasteczkom zawierajacym
linkery alifatyczne pL2, pL3 i pL4 migrujg wolniej niz pozostate hybrydy. Wszystkie te
czasteczki posiadaja zmniejszony tadunek ujemny w wyniku zastapienia jednej reszty
nukleotydowej réznej dtugosci linkerami alifatycznymi. Zmniejszony tadunek ujemny

moze przejawiac si¢ wolniejszg migracja elektroforetyczng tych czasteczek.

Rys. 74. Proponowane struktury hybryd typu dupleks-kwadrupleks, rézniace si¢ kierunkowoscia nici (1111)
(A)oraz (L) (B).
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Na zelu pokazanym na rysunku 73 oprocz prazkow odpowiadajgcych strukturom
hybrydowym (prazki 1’-20"), obserwowatam takze duzo wolniej migrujace prazki o matej
intensywnos$ci, wskazujace na tworzenie si¢ struktur wyzszego rzedu. Wykonatam
dodatkowy eksperyment, w ktérym monitorowatam zmiang¢ intensywnos$ci tego wolno
migrujacego prazka w czasie. Jak pokazane jest to na rysunku 75, dla czasteczki CCC/GT,
intensywnos$¢ tego prazka rosta, im wigcej czasu mingto pomiedzy hybrydyzacja nici CCC
i GT a nalozeniem probki na zel. Wyniki tego eksperymentu wskazywaty jednoznacznie, ze
czasteczki te dimeryzuja, najprawdopodobniej poprzez oddzialywania warstwowe

pomiedzy domenami kwadrupleksowymi.
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Rys. 75. Porownanie profili migracji czasteczek RNA w zelu poliakrylamidowym wybarwionym za pomoca
NMM. Czasteczki przed natozeniem na zel pozostawiono na 10 min, 3h oraz 18h w temperaturze pokojowe;j.

Eksperymenty prowadzono w buforze potasowym.

Jak  juz  wczedniej  wspomniatam  (str.  99), planujac  sekwencje
oligorybonukleotydow antysensowych zaproponowatam, aby na koncu 5’ umiesci¢ grupe
fosforanowa. Obecnos¢ ujemnego ladunku na koncu 5" miata zapobiegaé dimeryzacji
kwadrupleksow, gdyz za ten proces sa zazwyczaj odpowiedzialne oddziatywania
warstwowe typu 5' - 5. Jednak w przypadku badanych przeze mnie czasteczek nie
zaobserwowalam takiego efektu i1 dla wigkszos$ci czasteczek pojawialy sie prazki
wskazujace na dimeryzacj¢. Zaskoczeniem byt dla mnie natomiast brak obecno$ci wolno
migrujacych prazkow dla czasteczek Aaa/GT oraz AaC/GT, co sugerowalo, ze obecnosé
reszty adenozyny na 5’ koncu najskuteczniej ogranicza ten niepozadany proces W
obecno$ci kationdw potasu. Na nieco inne struktury tych czasteczek wskazywaty tez

widma *H NMR, w ktorych obserwowatam zauwazalnie rozny wzor sygnalow protonow
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iminowych pochodzacych od G-tetrad w stosunku do widm pozostatych czasteczek hybryd
(rys. 68 A).

Oligorybonukleotydy antysensowe zawierajace modyfikacje po hybrydyzacji z nicig
UT, migrowaly podobnie jak wzorcowa czasteczka CCC/UT. Odpowiadajace im prazki w
wiekszosci nie wybarwiaty si¢ w NMM (parzyste linie), co potwierdzato tworzenie struktur
typu Dss jako dominujacej formy. Wyjatek stanowia czasteczki paa/UT, Aaa/UT, paC/UT,
dla ktorych powstawanie kwadrupleksu w obecnosci kationdw potasu bylo wczesniej
potwierdzone za pomocg analizy widm *H NMR oraz UV. Po wybarwieniu zelu za pomocg
NMM prazek odpowiadajacy czasteczce paC/UT (rys. 73 prazek 4') obserwowany byl na
poziomie struktur wyzszego rzedu. Natomiast prazki pochodzace od czgsteczek paa/UT
(prazek 8') oraz Aaa/UT (prazek 10") wybarwione za pomocg NMM, migrowaly z podobng
szybko$cig do prazkéw odpowiadajacych hybrydom paa/GT oraz paa/GT. Nalezy
podkresli¢, ze intensywno$¢ prazkow przypisanych czasteczkom paa/UT i Aaa/UT po
zwigzaniu NMM jest wyraznie nizsza niz odpowiadajagcych im struktur z domeng
kwadrupleksu, paa/GT i Aaa/GT.

Dla oligorybonukleotydow antysensowych zawierajgcych modyfikacje typu abasic,
ktore po hybrydyzacji z nicig UT w obecnoéci kationow potasu wykazywaly zdolno$¢ do
tworzenia struktur kwadrupleksowych, przeprowadzilam takze rozdzial elektroforetyczny
w $rodowisku kationow sodu. Po wybarwieniu zelu roztworem NMM (rys. 76)
zaobserwowalam  zréznicowang intensywno$¢ prazkow. Prazki odpowiadajace
czasteczkom zawierajagcym ni¢ GT sg duzo bardziej intensywne niz te po asocjacji z nicig
UT. Prazki wskazujace na tworzenie domeny kwadrupleksu w obecno$ci kationéw sodu
obserwowatam dla czasteczek paa/UT oraz Aaa/UT, jednak ich intensywno$¢ byta
niewielka. Nie obserwowatam natomiast pragzkéw Swiadczacych o zawigzywaniu
kwadrupleksu w przypadku czgsteczki paC/UT. Najprawdopodobniej jest to zwigzane z
mniejszg stabilnoscia domeny kwadrupleksowej w $rodowisku jonéw sodu (48.6 °C) w

stosunku do jej stabilnos$ci w obecnosci kationéw potasu (68.6 °C).
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Rys. 76. Porownanie profili migracji czasteczek RNA w zelu poliakrylamidowym wizualizowanym w §wietle
UV (prazki 1-10) oraz wybarwionym w roztworze NMM (prazki 1'-10"). Za wzorzec migracji postuzyly
czasteczki CCC/GT oraz CCC/UT scharakteryzowane wczeéniej. Eksperymenty wykonano w buforze
sodowym.

Planujgc sekwencje nici docelowych GT i UT skupiatam si¢ glownie na fragmencie
bogatym w reszty guanozyny oraz zachowaniu ich komplementarno$ci w domenie
dupleksowej. Z uwagi na fakt, ze duzg cz¢s$¢ moich badan stanowity eksperymenty NMR,
zalezalo mi na tym, aby jak najbardziej ograniczy¢ wielkos¢ badanych czasteczek.
Jednakze otrzymane wyniki, ktére wskazywaly na tworzenie si¢ struktur
kwadrupleksowych po zwigzaniu z nicig UT sklonitly mnie, aby sprawdzi¢, czy dlugosé
sekwencji docelowych moze mie¢ wptyw na struktury powstajace po zasocjowaniu ich z
oligorybonukleotydami antysensowymi. W tym celu zaprojektowatam i przebadatam,
wydhuzone o 9 reszt nukleotydowych, czasteczki RNA o sekwencjach docelowych GLT i
ULT (tabela 1). Na rysunku 77 pokazany jest rozdzial elektroforetyczny po wybarwieniu za
pomocag NMM, na ktorym rdéznica intensywnosci prazkow odzwierciedla tendencje
badanych czasteczek do tworzenia kwadrupleksow. Jak wida¢, niezaleznie od dtugosci
sekwencji, GT vs GLT, po hybrydyzacji z nicig antysensowg paa oraz Aaa powstajace
struktury drugorzedowe zawieraja domeny kwadrupleksowe (prazek 5', 9'). Z Kolei
zastgpienie sekwencji UT jej dtuzszym odpowiednikiem ULT, zapobiegalo tworzeniu si¢
kwadrupleksow (prazek 6', 10"). Wynik tego eksperymentu byt dla mnie bardzo wazny,
gdyz pokazywal, ze by¢ moze niezaleznie od typu modyfikacji (paa, Aaa) w warunkach
komoérkowych bgdzie mozna obserwowaé powstawanie zréznicowanych struktur DQH i

Dss w zaleznosci od jednonukleotydowej roznicy w sekwencji docelowe;.
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Rys. 77. Porownanie migracji czasteczek RNA w Zelu poliakrylamidowym w warunkach natywnych

wizualizowanym w $wietle UV (prazki 1-10) oraz wybarwionym za pomoca roztworu NMM. Za wzorzec

szybko$ci migracji poshuzyly czasteczki CCC/G' oraz CCC/UT. Eksperymenty prowadzono w buforze
potasowym.

Na podstawie analizy krzywych topnienia nie mogtam uzyska¢ informacji o wptywie
modyfikacji chemicznych na stabilno$ci poszczegdlnych domen, dupleksowej i
kwadrupleksowej. Postanowitam sprawdzié, czy za pomoca widm H NMR, w ktorych
sygnaly pochodzace od obu domen sa dobrze rozdzielone, bede w stanie uzupehic te
brakujace informacje. Z uwagi na ograniczenia wynikajace ze specyfikacji glowicy
(CryoProbe), na ktorej wykonywatam pomiary, maksymalng temperaturg byto 75 °C. Na
rysunku 78 przedstawitam zaleznosci temperaturowe widm 'H NMR dla czasteczek
CCCI/GT, paa/G™ oraz pL3C/GT w obecnosci kationow K* oraz Na*. Jak wida¢ na rys. 78
A, domena kwadrupleksu jest stabilniejsza w $rodowisku kationéw potasu od domeny
dupleksu. Sygnaty pochodzace od G-tetrad sa widoczne nawet w temperaturze 75 °C,
podczas gdy te od dupleksu zanikajg juz wczesniej. Dodatkowo, w poréwnaniu do
czasteczki modelowej CCC/GT, dla czasteczek zawierajagcych nienukleotydowe
modyfikacje intensywnos$¢ sygnaldw protonéw iminowych wydaje si¢ by¢ nieco wigksza.
Natomiast, jak mozna si¢ bylo spodziewaé, stabilnos¢ domeny dupleksu jest
poréwnywalna dla wszystkich trzech badanych czasteczek. Z kolei w obecnosci kationow
sodu (rys. 78 B) domena kwadrupleksu jest wyraznie mniej trwata od domeny dupleksu. W
tych warunkach tylko dla hybrydy paa/G', zawierajacej dwie reszty abasic, sygnaly
iminowe pochodzace od domeny kwadrupleksu zanikaly wolniej niz w przypadku dwoch
pozostatych czasteczek.

Obserwacje te s3 w zasadzie zgodne z wnioskami otrzymanymi z analizy widm UV.

Dane NMR jednoznacznie pokazaty, ze w obecno$ci kationow potasu, ktoére powszechnie
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wystepuja w komorce, to domena kwadrupleksowa ma wigkszy przyczynek do stabilnos$ci
catej hybrydy niz domena dupleksowa a wprowadzenie nienukleotydowych modyfikacji

dodatkowo, cho¢ w niewielkim stopniu, stabilizuje domeng kwadrupleksu.

A
L3/GT

75°C CCCIGT paa/G’ M p "

45WLMA\~‘ MM M
= JUMUIMAN WIS i M
14 13 12 " ppm 14 13 12 1 ppm 14 13 12 1 ppm

Rys. 78. Zaleznoé¢ temperaturowa widm H NMR dla czasteczek CCC/G', paa/G' oraz pL3C/GT w

obecnosci kationow potasu (A) oraz sodu (B).

Jak wida¢ na rysunku 78, nie wszystkie sygnaly od domeny dupleksowej zanikaja
jednoczesnie. Oprocz monitorowania zaniku poszczegolnych domen w hybrydzie typu
dupleks-kwadrupleks, spektroskopie NMR postanowitam wykorzysta¢ do sprawdzenia,
ktore z par zasad lub G-tetrad, jako pierwsze, ulegaja rozpleceniu. Sadzitam, ze
zidentyfikowanie tych miejsc w strukturze hybrydy pomoze mi zrozumie¢, dlaczego proces
topnienia jest niezgodny z modelem dwustanowym. W tym celu konieczne bylo
przypisanie sygnatow w widmie poszczegdlnym resztom.

Widma 'H NMR badanych przeze mnie czasteczek wykazuja duze podobienstwo w
regionie iminowym (rys. 68 - 69). Dlatego tez widma dwuwymiarowe zarejestrowalam
tylko dla reprezentatywnej czasteczki, paa/G'. W celu przypisania sygnatéow protonow

iminowych poszczegdlnym typom par zasad (G:C, A:U) lub G-tetrad, w pierwszej

121



kolejnosci otrzymatam heterojadrowe widmo korelacyjne 2D *H-N HSQC (ryc. 79). W
widmie tym obserwuje si¢ sygnaly korelacyjne pomiedzy atomem wodoru a bezposrednio
zwigzanym z nim atomem azotu °N. Na podstawie charakterystycznych przesunieé
chemicznych atoméw azotu °N dla reszt guanozyny (~147 ppm) i urydyny (~ 162 ppm) w
parach zasad Watsona-Cricka oraz reszt guanozyny w G-tetradach (~ 142 ppm)
przypisatam sygnaly pochodzace od tych reszt.(138) Jednoczesnie ze wzgledu na znaczne
poszerzenie i nalozenie si¢ sygnatdéw protonéw iminowych G-tetrad (~11.7-10.3 ppm), ich

jednoznaczne przypisanie nie jest mozliwe.
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Rys. 79. Widmo !H-*N HSQC zarejestrowane dla czasteczki paa/G™ w buforze potasowym.

Poniewaz sygnaly pochodzace od domeny dupleksu sg dobrze rozdzielone,
postanowitam przypisa¢ je stosujac standardowe metody przypisywania sygnatow w
widmach NMR dla czgsteczek RNA.(138) Zarejestrowatam w tym celu widmo 2D ‘H-'H
NOESY 1 analizujgc sygnaty korelacyjne NOE pomiedzy protonami iminowymi
sgsiadujgcych ze sobg par zasad (rys. 80) przypisatam 12 sygnalow, ktore odpowiadaja
parom zasad od G2:Al3 do U33:C44. Przypisania sygnatdéw do poszczegdlnych reszt
zaznaczone s3 na rysunkach. Z uwagi na zwigkszong szybkos¢ wymiany z woda, w widmie
nie obserwowatam sygnalow pochodzacych od koncowej pary zasad (U1l:A45) oraz od

znajdujacej si¢ na polaczeniu domen pary G14:C32.
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Znajac przypisania sygnatow iminowych w domenie dupleksowej powrodcitam do
analizy widm H NMR wykonanych w funkcji temperatury (rys. 80). Obserwujac
zanikanie poszczegdlnych sygnalow wraz ze wzrostem temperatury zauwazylam, ze
najtrwalszym rejonem w domenie dupleksu jest fragment pomiedzy parami G43:C3 a
G38:C8 (rys. 80, zielona ramka) a topnienie dupleksu rozpoczyna si¢ jednocze$nic w

miejscu potaczenia obu domen oraz od konca U1:A45.
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Rys. 80. Rejon iminowo-iminowy widma 2D *H-'H NOESY zarejestrowanego dla czasteczki paa/GT wraz z
wyznaczong $ciezkg polaczen sekwencyjnych. Temperaturowa zalezno$¢ widma *H NMR dla paa/G'.

Widma wykonano w buforze potasowym.

Rowniez dla czasteczki referencyjnej, dupleksu DX, przeprowadzitam podobna
analize. Przypisalam sygnaty iminowe (na podstawie analizy widma 2D 'H-'H NOESY)
oraz zarejestrowatam widma protonowe w zakresie temepratur 25 - 65 °C (rys. 81). W
widmach dupleksu DX, takze jako pierwsze zanikaja sygnaly pochodzace od protonow
iminowych par zasad na koncach 5’ i 3" a najstabilniejszy fragment usytuowany jest w jego

srodkowej czesci.
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Rys 81. Fragment iminowo-iminowy widma 2D H-'H NOESY wraz z wyznaczong $ciezkg polaczen
sekwencyjnych (A). Zaleznoéé temperaturowa widm *H NMR dla czgsteczki dupleksu (DX) w obecnosci

kationow potasu (B).

Probujac wyjasni¢ przyczyny niezgodnego z modelem dwustanowym procesu
denturacji uktadow hybrydowych w oparciu o wyniki otrzymane z analizy widm NMR,
uwazam, ze moze to by¢ wynikiem réznej stabilno$ci poszczegdlnych domen, dupleksu i
kwadrupleksu. W momencie, gdy dupleks ulega rozpleceniu, kwadrupleks nadal pozostaje
ustruktyryzowany (rys. 78). Niezgodno$¢ procesu topnienia z modelem dwustanowym
moze zaleze¢ takze od innych czynnikow, jednak aby moéc to jednoznacznie wyjasnic,
konieczne bylyby dalsze eksperymenty, w ktérych np. analizowane bylyby hybrydy o
roznej dlugosci domeny dupleksu, czy sekwencji zasad. Zagadnienie to jednak nie bylo

gléwnym celem moich badan.

Widma CD

Dzigki charakterystycznym wzorom widm, spektroskopia CD dostarcza cennych
informacji o strukturach kwadrupleksow, w szczegolnosci kwadrupleksow DNA (rozdziat
V.6.1; Dichroizm kolowy). Niestety, w przypadku badanych przeze mnie hybrydowych
uktadow RNA typu dupleks-kwadrupleks, technika CD ma jedynie ograniczone

zastosowanie, gdyz widma CD réwnolegtych kwadrupleksow sg bardzo podobne do widm
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dupleksow A-RNA. Niemniej jednak, wykorzystujac spektroskopie¢ CD moglam
wykluczy¢ antyrownolegta topologie domeny kwadrupleksowej (rys. 30 A). Cho¢ typowe
kwadrupleksy RNA sa w przewazajacej wiekszosci rownolegle, to znane sg wyjatki od tej
reguly nawet dla ich niemodyfikowanych chemicznie czasteczek (rozdziat V.3.).

Na rysunku 82 A i B poréwnane sa widma CD czasteczek CCC/GT i CCC/UT
zarejestrowane w obecnosci kationow potasu i sodu. W przypadku obu czasteczek
widoczne jest dominujace pasmo z maksimum absorpcji przy ~ 265 nm i ujemne pasmo z
minimum przy 240 nm, co jest charakterystyczne dla dupleksow typu A-RNA oraz
rownolegtych kwadrupleksow. W obu przypadkach amplituda pasma absorpcji przy 265
nm jest wigksza dla CCC/GT niz dla CCC/UT.
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Rys 82. Poréwnanie widm CD czgsteczek CCC/GT i CCC/UT zarejestrowanych w buforze potasowym (A)
oraz sodowym (B). Widma CD czasteczki CCC/G" w obecnosci kationow K* (linia czarna) i Na* (linia

niebieska) (C) oraz czgsteczki CCC/UT w obecnosci kationow K* (linia szara) i Na* (linia czerwona) (D).

Jest to wynik zgodny z oczekiwanym, gdyz na ksztalt 1 amplitud¢ widma CD
struktury hybrydowej sumujg si¢ efekty Cottona pochodzace zaréwno od motywu
kwadrupleksu jak i dupleksu. W przypadku czasteczek Dss widmo CD powinno
odzwierciedla¢ motyw dupleksu oraz ewentualny przyczynek do catkowitej amplitudy,

pochodzacy od koncow bogatych w reszty guanozyny. Profile widm CD czasteczek
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CCCI/GT i CCC/UT pozostaja takie same, niezaleznie od uzytego buforu, potasowego lub
sodowego. Obserwacja ta stanowi dodatkowe potwierdzenie, ze niezaleznie od warunkow
roztworu czgsteczka CCC/GT przyjmuje strukture hybrydy typu dupleks-kwadrupleks a w
przypadku czgsteczki CCC/UT zawsze tworzy si¢ dupleks z nieuporzadkowanymi
koncami.

Na rysunku 83 zebrane sg widma zarejestrowane dla wszystkich badanych przeze
mnie struktur hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks oraz dupleksu (DX) i kwadrupleksu
(2Q), zarowno w obecno$ci kationdw K* jak i Na*. Wszystkie krzywe CD struktur
hybrydowych maja podobny ksztalt, co jednoznacznie wskazywato, ze obecnos¢
modyfikacji chemicznych nie wptywa na rownolegla topologie¢ domeny kwadrupleksu.
Wida¢ natomiast, ze maksima intensywno$ci pasma przy 265 nm s3 najwigksze dla

czasteczek zawierajacych modyfikacje typu abasic.
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Rys 83. Widma CD czagsteczek hybrydowych DQ/GT oraz dupleksu (DX) i kwadrupleksu (2Q) w obecnosci

kationéw potasu oraz sodu.
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W widmach H NMR czasteczek paa/UT, Aaa/UT, paC/UT i AaC/UT
zarejestrowanych w obecno$ci kationdéw K* obserwowatam sygnaly $wiadczace o
tworzeniu si¢ niepozadanych struktur kwadrupleksowych (rys. 68 B). Zarejestrowane
widma 'H NMR w obecnosci kationéw Na* jednoznacznie potwierdzaly tworzenie sie
struktur kwadrupleksowych dla czasteczek paa/UT i Aaa/UT, z kolei dla dwoch
pozostatych czasteczek sygnaly w rejonie typowym dla G-tetrad byly zdecydowanie mniej
intensywne. Analiza zelu w warunkach natywnych wskazywata na dwuczasteczkows
budowe kwadrupleksu tylko w przypadku czasteczek paa/UT i Aaa/UT, niezaleznie od
warunkow prowadzenia eksperymentu (Na* lub K¥) (rys. 73, 76). Zastanawialam sie, czy
porownujagc widma CD bede potrafita znalezé dodatkowe argumenty potwierdzajace
obecnos¢ G-tetrad w czasteczkach zawierajacych modyfikacje abasic oraz sekwencje
docelowg UT. Na rysunku 84 zestawione sg widma CD z naniesionymi warto$ciami
amplitud (w obecnosci kationow K* oraz Na*) czasteczek Aaa/GT, paa/GT, (rys. 84 A, C)
oraz Aaa/UT, paa/UT (rys. 84 B, D). Dla poréwnania zestawione sa z widmami
modelowych czasteczek CCC/GT oraz CCC/UT.
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Rys. 84. Widma CD dla czasteczek CCC/GT, paa/G', Aaa/GT, paC/UT, AaC/UT (A) oraz CCC/UT,
paa/UT, Aaa/UT, paC/UT, AaC/UT (B) w obecno$ci jondéw K*. Eksperyment prowadzony w obecno$ci

jonow Na* (C, D). Dla kazdej z czgsteczek wpisane zostaty wartosci ich amplitud przy dlugoéci fali 265 nm.
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Jak widaé, wartosci amplitudy w widmach CD czasteczek zawierajacych dwie
modyfikacje abasic (paa/UT, Aaa/UT) sa znacznie wigksze niz w przypadku czasteczki
CCC/UT. Efekt ten nie zalezy znaczaco od warunkéw roztworu (K* vs. Na*). Mozna wigc
przypuszczaé, ze wyzsza amplituda widm CD obserwowana dla czasteczek paa/UT i
Aaa/UT jest wynikiem obecno$ci w roztworze pewnej populacji kwadrupleksu. Doktadne

wyjasnienie tego zjawiska wymagatoby jednak dodatkowych badan.

V1. 5. Badanie oddzialywan G4-ligandéw z modelowymi strukturami DQH oraz Dss

Aby zapewni¢ wysoka efektywnos¢ 1 selektywnos¢ dwufunkcyjnych
oligonukleotydow antysensowych nakierowanych na wyciszanie mRNA zawierajacego
mutacj¢ punktowa U—G, zalezalo mi, aby struktury DQH i DsS znacznie rdznity sie
stabilnoscig (rys. 50).

Niestety okazalo si¢, ze nie wszystkie uzyskane przeze mnie wyniki byly w tym
wzgledzie zadowalajace. Znaczaca rdznicg, okoto 8 °C, pomiedzy stabilnoscia struktur
hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks a odpowiadajagcymi im dupleksami z
nieuporzagdkowanymi koncami obserwowatam jedynie w obecnosci kationdéw potasu.
Dlatego tez postanowitam poszerzy¢ moje badania o wykorzystanie G4-ligandow. Jak juz
wczesniej opisatam w czgscei literaturowej (rozdziat V. 4. 4.), wigkszos¢ G4-ligandow
wigze si¢ z kwadrupleksami DNA lub RNA niezalezne od ich topologii i zazwyczaj je
stabilizuje. Obecnie duzym wyzwaniem dla naukowcow jest otrzymanie takich ligandow,
ktére nie tylko rozrozniatyby kwadrupleksy DNA od RNA, ale aby ich selektywnos¢
zalezna byta od struktury danego kwadrupleksu. Majac na uwadze zdolno$¢ G4-ligandow
do stabilizacji kwadrupleksow postanowitam zbada¢, jaki wplyw na stabilno$¢ struktur
hybrydowych  typu dupleks-kwadrupleks ma  kowalencyjnie  dotgczenie do
oligorybonukleotydu antysensowego liganda wykazujacego powinowactwo wzgledem
kwadrupleksow (rys. 85). Uznatam, ze takie podejs$cie oparte na kontrolowanym tworzeniu
hybrydy strukturalnej typu dupleks-kwadrupleks na matrycy mRNA, indukowane
antysensowym oligorybonukleotydem z przylaczonym kowalencyjnie G4-ligandem (L-
DQ), powinno przyczynic¢ si¢ do efektywniejszej inhibicji translacji.
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Rys. 85. Schematyczne przedstawienie efektu wigzania sie L-CCC do sekwencji docelowych GT, UT z
utworzeniem struktury hybrydowej typu dupleks-kwadrupleks, L-CCC/G', oraz dupleksu z
nieuporzgdkowanymi koncami, L-CCC/UT.

Pierwszym problemem, z jakim przyszto mi si¢ zmierzyé, byl wybor
odpowiedniego liganda. Spos$réd powszechnie znanych G4-ligandéow, rozwazatam
wykorzystanie NMM, PDS lub 0-BMVC (rozdziat V. 4. 4.), ktére zazwyczaj stabilizujg
kwadrupleksy. Ligand 0-BMVC wydal mi si¢ najbardziej odpowiedni z kilku powoddow.
Zwigzek ten wykazuje 80-120 krotne wzmocnienie fluorescencji w obecnosci
kwadrupleksow, a stala wigzania do kwadrupleksow jest rzedu 10° M™. Ponadto duza
warto$¢ przesunigcia Stokesa (przesunigcie maksimum pasma absorpcji wzgledem emisji
dla tego samego stanu wzbudzonego wynosi ok. 100 nm) oraz przesunigcie o okoto 25 nm
w stron¢ dluzszych fal pasma absorpcji 0-BMVC w kompleksie z kwadrupleksem w
poréwnaniu z dupleksem, minimalizuje jego addytywny wplyw na emisj¢ fluorescencji
kompleksu 0-BMVC:kwadrupleks. Warto réwniez wspomnie¢ o 2.0-2.5 krothnym
wydtuzeniu czasu zaniku fluorescencji 0-BMVC w obecnosci kwadrupleksu w stosunku do
dupleksu lub pojedynczej nici, co znalazlo zastosowanie w bioobrazowaniu
kwadrupleksow w komorkach technika FLIM (ang. fluorescence lifetime imaging
microscopy).(175) Dodatkowym atutem 0-BMVC byla jego budowa chemiczna i
stosunkowo tatwa synteza nowych pochodnych tego liganda przystosowanych do
kowalencyjnego przytaczenia do oligorybonukleotydu antysensowego.(145) Ligand o-
BMVC (rys. 39 C) nie jest dostepny komercyjnie i zostal zsyntezowany przez dr Daniela
Baranowskiego z Zaktadu Biomolekularnego NMR. Dr Baranowski otrzymat dodatkowo
pochodng 0-BMVC podstawiong kwasem 9-propionowym (0-BMVC-C3, rys. 86 A).
Pochodna ta zostata dalej wykorzystana do syntezy aktywnego estru, 0-BMVC-C3-NHS,
ktory nastepnie zostal przyltaczony do 5'-konca modelowego oligorybonukleotydu
antysensowego CCC poprzez C6-aminolinker (0-BMVC-C3-CCC) (rys. 85).
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Rys. 86. Wzory strukturalne: 0-BMVC-C3 (A) oraz fragmentu czasteczki 0-BMVC-C3-CCC od konca 5’ (o-
BMVC-C3-aminolinker-) (B).

Badania rozpoczg¢tam od wyznaczenia stechiometrii wigzania i stalej asocjacji, Ka,
dla obu ligandow: 0-BMVC (rys. 39 C) i 0-BMVC-C3 (rys. 86 B). Do dalszych
eksperymentow wytypowalam 4 czasteczki hybryd (CCC/GT, paa/G', Aaa/G' oraz
pL3C/GT), jedng czasteczke o strukturze dupleksu z nieuporzadkowanymi koncami
(CCC/UT) oraz dupleks (DX).

Ligandy 0-BMVC oraz 0-BMVC-C3 w buforze zawierajacym 50 mM KCl
wykazywaty bardzo staba emisj¢ fluorescencji. Miareczkowanie roztworu liganda
roztworem wymienionych powyzej oligorybonukleotydéw postuzyto do wyznaczenia statej
asocjacji na podstawie analizy krzywej wzrostu intensywnosci fluorescencji w zaleznosci
od stezenia oligorybonukleotydéw. Dane te zostaly zebrane w tabeli 3. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze badane ligandy maja 7-22 krotnie wicksze powinowactwo do struktur
zawierajgcych motyw kwadrupleksu niz do pozostatych struktur (CCC/UT oraz DX). State
wigzania obu ligandow do struktur hybrydowych sa porownywalne i poza jednym
przypadkiem, paa/GT, warto$ci te sg nieznacznie wieksze dla pochodnej 0-BMVC-C3. Jak
wynika z danych zamieszczonych w tabeli 3, wartosci statej wigzania obu ligandow do
hybrydy paa/G™ s3 co najmniej dwukrotnie wicksze niz dla pozostatych struktur
hybrydowych. Wydaje sie, ze to obecnos¢ grupy fosforanowej na koncu 5' oraz obecnos¢
reszt abasic s odpowiedzialne za silniejsze wigzanie ligandow.

Analiza otrzymanych danych pozwolita rowniez na oszacowanie liczby miejsc
wigzania czasteczek ligandow w poszczegodlnych strukturach. Do kazdej czasteczki
hybrydy wigza si¢ dwie czasteczki liganda, co sugeruje oddzialywania warstwowe z
krancowymi G-tetradami. Natomiast wyznaczona liczba miejsc wigzania ligandow do

duplekséw wynosi od siedmiu do o$miu. Najprawdopodobniej odzwierciedla to fakt, ze w
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przypadku struktur dupleksowych dodatnio naladowane ligandy moga oddzialywac

niespecyficznie za pomocag oddzialywan elektrostatycznych z ujemnie natadowanymi

resztami fosforanowymi.

Tabela 3. Wartoéci statych asocjacji Ka [M?] dla oddziatywania ligandéw 0-BMVC i 0-BMVC-C3 z

badanymi czasteczkami w buforze zawierajacym 50 mM KCIl.

Nazwa Stala wigzania [Ka]; | Liczban Stala wigzania [Ka); Liczban
0-BMVC 0-BMVC-C3

Hybrydy typu dupleks-kwadrupleks

paa/GT 2.2+0.1x10°8 1.9+0.1 1.9+0.1x10°8 1.9+0.1

Aaa/GT 1.1+0.1x10° 2.2+0.1 1.3+0.1x10°8 2.5+0.1

pL3C/GT 1.0£0.1x108 2.3+0.1 1.3+0.1x10°8 2.1+0.1

CCCIGT 0.7+0.01x108 2.2+0.1 0.9+0.01x10° 2.2+0.1

Dupleksy

ccc/uT 0.27+0.01x10° 8.0£0.1 0.2+0.01x10° 7.0+0.1

DX 0.1+0.01x10°8 8.0£0.1 0.09+0.001x108 8.0+0.1

W kolejnym kroku postanowitam sprawdzi¢, jaki wptyw na strukture i stabilnos¢

badanych czasteczek ma kowalencyjne przylaczenie 0-BMVC-C3. Na rysunku 87 A
zestawione s3 widma 'H NMR czasteczek CCC/G', 0-BMVC-C3-CCC/G' oraz o-
BMVC-C3-CCC/UT. Obecnos¢ sygnatow iminowych w widmie 0-BMVC-C3-CCC/GT

w regionie typowym dla par zasad Watsona-Cricka oraz dla G-tetrad potwierdza

powstawanie obu domen, dupleksowej oraz kwadrupleksowej. Ponadto silne poszerzenie

sygnatow iminowych tylko w rejonie 10.5 - 12 ppm wskazuje, ze ligand ten wigze si¢

selektywnie do motywu kwadrupleksu. W przypadku czasteczki 0-BMVC-C3-CCC/UT

widoczne sg nieposzerzone sygnaty pochodzace od domeny dupleksu oraz poszerzone lecz

o bardzo matlej intensywno$ci sygnaty w rejonie 10.5 - 12 ppm. Oznacza to, ze

prawdopodobnie

0-BMVC-C3 moze

roéwniez

oddziatywaé

nieuporzagdkowanym fragmentem bogatym w reszty guanozyny.

niespecyficznie

V4
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Rys. 87. Widma 'H NMR czgsteczek 0-BMVC-C3-CCC/GT, 0-BMVC-C3-CCC /UT oraz wzorcowej
CCC/GT (A). Profile migracji czgsteczek RNA w zelu poliakrylamidowym wizualizowanym w $wietle UV

(254 nm) oraz przy dtugosci fali 473 nm (B). Eksperymenty prowadzono w buforze potasowym.

W celu uzyskania dodatkowych informacji o strukturze badanych zwigzkow
przeprowadzitam rozdzial elektroforetyczny (rys. 87 B) w warunkach niedenaturujgcych
dla czgsteczek 0-BMVC-C3-CCC (pasmo 1), 0-BMVC-C3-CCC/GT (pasmo 2) i o-
BMVC-C3-CCC/UT (pasmo 3). Na rysunku pokazany jest zel, ktory byt wizualizowany
wpierw w $wietle UV. Poniewaz ligand 0-BMVC-C3 wykazuje wlasciwosci
fluorescencyjne po zwigzaniu si¢ do domeny kwadrupleksu, nie byto koniecznosci
wybarwiania zelu w roztworze NMM. Powstaty fluoryzujacy kompleks (0-BMVC-C3-
CCC/G") obserwowalam po zeskanowaniu zelu za pomocg skanera laserowego przy
dhugosci fali wzbudzenia 473 nm. W $wietle UV zaobserwowalam prazki potwierdzajace
tworzenie si¢ struktur dwuniciowych 0-BMVC-C3-CCC/GT (pasmo 2), 0-BMVC-C3-
CCC/UT (pasmo 3) oraz prazki pochodzace najprawdopodobniej od pojedynczych nici
(spinka lub nieustrukturyzowana ni¢, pasmo 1). Duza roéznica w intensywnosci
fluorescencji pomiedzy czgsteczkami 0-BMVC-C3-CCC/G" i 0-BMVC-C3-CCC/UT
(rys. 87 B, prawy zel) potwierdzala tworzenie si¢ struktury hybrydowej tylko w przypadku
czgsteczki  0-BMVC-C3-CCC/GT. Pojawienie sie¢ stabo fluoryzujgcych pasm
pochodzacych od 0-BMVC-C3-CCC/UT moglo wskazywaé na obecno$¢ niespecyficznych
oddziatywan przylaczonego kowalencyjnie G4-liganda z fragmentem bogatym w reszty
guanozyny czy powstaniu form wyzszego rzgdu, co sugerowaty rowniez widma NMR.

Aby sprawdzi¢, czy zwigzanie si¢ liganda do motywu kwadrupleksu zwigksza
stabilno$¢ struktury 0-BMVC-C3-CCC/G™ w stosunku do hybrydy = CCC/GT,
porownatam ich temperatury topnienia. Wyznaczona dla 0-BMVC-C3-CCC/GT
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temperatura topnienia wynosita Tm=72.1°C 1 byla jedynie o 2.7 °C wyzsza od tej
wyznaczonej uprzednio dla CCC/GT (tabela 2). Chociaz zaobserwowany dla 0-BMVC-
C3-CCC/G" wazrost stabilno$ci termicznej nie jest taki duzy jak oczekiwatam, to
oddziatywanie liganda z domeng kwadrupleksu moze mie¢ potencjalnie duze znaczenie.
Mianowicie w warunkach komoérkowych utworzenie takiej struktury moze zapobiegaé
rozplataniu kwadrupleksu przez G4-helikazy lub przynajmniej spowalnia¢ ten proces,
moze takze postuzy¢ do wizualizacji kwadrupleksu metodami wykorzystujacymi zjawisko
fluorescencji.(176) Temperature topnienia wyznaczylam tez dla czgsteczki 0-BMVC-C3-
CCC/UT. Okazalo sig, ze stabilnoéci termiczne czgsteczek 0-BMVC-C3-CCC/UT i
CCC/UT sg takie same w granicach btedu i wynoszg odpowiednio 61.2 °C i 61.0 °C.

250+ — 0-BMVC-C3-CCC/G'
— 0-BMVC-C3-CCC/U"
200 — CCC/G'
150
100

50

o4

-504

-100 T T T T 1
220 240 260 280 300 320

Nnm
Rys. 88. Poréwnanie widm CD czasteczek 0-BMVC-C3-CCC/GT, 0-BMVC-C3-CCC/UT oraz CCC/G".
Eksperymenty wykonano w buforze potasowym.

Na rysunku 88 zestawione s widma CD czgsteczek 0-BMVC-C3-CCC-/GT i o-
BMVC-C3-CCC/UT z widmem hybrydy CCC/GT. Jak wida¢, intensywno$¢ pasma przy
265 nm w przypadku 0-BMVC-C3-CCC/GT jest znacznie wigksza niz dla czgsteczki 0-
BMVC-C3-CCC/UT, co potwierdza tworzenie si¢ domeny kwadrupleksu. Podobny efekt
zaobserwowatam uprzednio poréwnujagc widma CD czgsteczek DQH oraz Dss bez
przylaczonego kowalencyjnie liganda (rys. 82). Wyzsza amplituda pasma przy 265 nm dla
czgsteczki 0-BMVC-C3-CCC/GT wzgledem czasteczki CCC/G™ moze $wiadczy¢ o jej

silniejszym ustrukturyzowaniu.
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VII. Analiza represji translacji przez oligorybonukleotydy antysensowe

tworzace rozne struktury drugorzedowe z docelowym mRNA

Jak przedstawitam w rozdziale V. 5. kwadrupleksy RNA peinig w komorce rdézne
funkcje regulatorowe, a jedng z nich jest kontrola procesu translacji. Jest to proces ztozony
i zalezy nie tylko od lokalizacji kwadrupleksu w nici mRNA, ale takze obecnos$ci biatek
wigzacych te motywy (ang. G4-binding protein). Wiele kwadrupleksow wystepujacych w
regionach 5’-UTR i w otwartej ramce odczytu (ORF) uwaza si¢ za inhibitory translacji.(11)
W regulacji procesu translacji zaleznym od kwadrupleksu, gtowna rol¢ odgrywa zawada
steryczna, gdyz kwadrupleksy stanowig przeszkode dla poruszajacego si¢ wzdtuz mRNA
rybosomu. Kwadrupleksy, zwlaszcza RNA, w komoérce mogg ulega¢ dynamicznemu
rozplataniu i ponownemu zwijaniu, a regulacja tego procesu jest ztozona i nadal mato
poznana.(111, 113) Najwazniejsza rol¢ w tym procesie petnig G4-helikazy. Przyktadem
takiej helikazy jest DHX36, wspomagajaca translacje Nkx2-5 mRNA poprzez rozwijanie
struktur kwadrupleksow.(177) Obecnie poszukuje si¢ gldwnie takich rozwigzan, w ktorych
struktury kwadrupleksow bytyby dodatkowo stabilizowane, aby mogltyby spetniaé role
inhibitorow procesow biologicznych. Przyktadem takiego rozwigzana sa strategie
terapeutyczne ukierunkowane na inhibicje translacji, w ktorych wykorzystuje si¢ G4-
ligandy do stabilizacji endogennych kwadruplekséw (ang. intrinsic G4) powstatych z
nalezacych do grupy wysokiego ryzyka onkogennych mRNA.(178) Inng metoda regulacji
ekspresji gendw bogatych w reszty guanozyny jest podejécie antysensowe, w ktorym do
komorki podaje si¢ oligonukleotydy DNA bogate w reszty guanozyny (DNA-DQ).
Oligonukleotydy te hybrydyzujac z docelowym mRNA tworza strukture heterohybrydy
DNA:RNA typu dupleks-kwadrupleks i stanowig zawadg steryczyng dla rybosomu,
hamujac w ten sposob proces translacji (rys. 44). Zaleta drugiej metody jest mozliwosé
wygenerowania struktury kwadrupleksu w wybranym fragmencie mRNA. Dodatkowo,
strategia ta moze by¢ w przyszlosci rozwijana ze wzgledu na opracowanie selektywnych
dwucztonowych ligandow (rys. 45 B), ktore zapewni¢ moga podwoédjne rozpoznanie,
kwadrupleksu i sgsiadujacego dupleksu.(159)

W badaniach regulacji ekspresji genow, aktywnosci czy funkcji bialek stosuje si¢
narzedzia inzynierii genetycznej z wykorzystaniem gendw reporterowych np. biatka
zielonej fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent protein). Mozliwe jest zintegrowanie
cDNA biatka GFP z sekwencja kodujaca lub fragmentem dowolnego genu. Takie podejscie

moze by¢ wykorzystane jako model doswiadczalny w badaniach nad regulacja ekspresji
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konkretnych gendéw. Konstrukt zawierajagcy docelowe cDNA wprowadzany jest do
plazmidowego wektora ekspresyjnego (rys. 88). Takie potgczenie genu kodujgcego
interesujagce nas biatko z genem GFP (biatko fuzyjne), pod wspdlnym promotorem,
umozliwia posrednio jego identyfikacj¢, dostarcza informacji o wydajnosci reakcji
transfekcji jak rowniez umozliwia analiz¢ poziomu wyciszenia ekspresji badanego
genu.(179) Jest to bardzo dobry uktad modelowy, ktoéry umozliwia ocen¢ aktywnos$ci nowo
opracowywanych czasteczek antysensowych lub innych czynnikéw o potencjalnym
znaczeniu terapeutycznym. Poziom zielonej fluorescencji biatka GFP mierzony w
transfekowanych wektorem, komoérkach kontrolnych w obecnos$ci np. lipofektaminy jako
no$nika, do ktérych nie podano oligonukleotydéw antysensowych, przyjmuje si¢ jako
eksperymentalny poziom 100%. Gdy komorka jest kotransfekowana wektorem oraz ASO
(w serii RNA) w cytoplazmie dochodzi do hybrydyzacji oligonukleotydu z nicig
docelowego mRNA. Powstaje wowczas kompleks ASO/mRNA przyjmujacy zazwyczaj
forme¢ dupleksu, ktory stanowi zawade przestrzenng dla rybosomu utrudniajac lub
uniemozliwiajagc ptynny odczyt informacji niezb¢dnej do biosyntezy biatka (rys. 42).
Struktura kompleksu ASO/mRNA zalezy od sekwencji oligorybonukleotydow
antysensowych oraz docelowych mRNA i wplywa na zréznicowanie poziomu translacji

(rys. 88).

TRANSKRYPCJA TRANSLACJA
plazmid -
EGFP mRNA
BIALKO
FUZYJINE
TRANSKRYPCJA TRANSLACJA - > @
plazmid TITTTITIL —
RNA
EGFP "
zahamowanie translacji

Rys. 88. Schemat eksperymentu wykorzystujacego wektor biatka zielonej fluorescencji do oceny:

o L BIALKO
N /' FuzyJNE
.

ekspresji badanego genu (A) poziomu wyciszenia docelowego genu z wykorzystaniem ASO (B).

Eksperymenty opisane w rozdziale WYNIKI pokazaty, ze dla sekwencji docelowej

z mutacjg punktowa U—G, mozna zaprojektowa¢ dwufunkcyjne oligonukleotydy DNA
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lub RNA bogate w reszty guanozyny w taki sposob, aby w wyniku hybrydyzacji z ni¢mi o
sekwencjach GT lub UT tworzyly sie dwie rozne struktury, odpowiednio hybryda typu
dupleks-kwadrupleks (DQH) lub dupleks z nieuporzadkowanymi koncami (Dss) (rys. 50).
Nastepnym, niezwykle waznym etapem moich badan bylo zweryfikowanie in vitro strategii
wyciszania ekspresji genu zaleznej od powstania struktur kwadrupleksowych RNA na
matrycy mRNA w ludzkich komoérkach. Zrealizowanie tego zadania bylo mozliwe dzieki
wspotpracy z Pracownig Analiz Struktur Subkomoérkowych IChB PAN kierowanej przez
prof. dr hab. Elize¢ Wyszko. Wszystkie eksperymenty biologiczne opisane w tej czesci
rozprawy zostaty wykonane przez dr Agnieszke Fedoruk-Wyszomirska.

Planujac sprawdzenie skutecznosci in vitro zaprojektowanych przeze mnie
oligorybonukleotydow antysensowych nalezalo najpierw wytypowaé odpowiednie
sekwencje docelowe, zaprojektowac sekwencje oligorybonukleotydéw antysensowych oraz
oligorybonukleotydow kontrolnych. Nastepnie dr Fedoruk-Wyszomirska opracowata
modelowy system do monitorowania ekspresji badanego fragmentu genu zintegrowanego z
EGFP (ang. Enhanced Green Fluorescent Protein) oraz przeprowadzita analize poziomu
jego wyciszenia po podaniu do komodrek Hela rdéznych oligorybonukleotydow

antysensowych. Ponizej opisane sa poszczegolne etapy tych badan:
a) wybor docelowych sekwencji mRNA bogatych w reszty guanozyny

Poczatkowo do badan biologicznych zamierzatam wykorzysta¢ te same sekwencje
docelowe, ktore uzywalam w opisanych w rozdziale VI eksperymentach biofizycznych.
Okazato sie¢ jednak, ze sekwencje GT i UT sg komplementarne do fragmentu DNA
kodujacego EGFP w wybranym do badan wektorze ekspresyjnym pEGFP-N3. Nie mogty
wigc by¢ uzyte do eksperymentow in vitro z wykorzystaniem ludzkich komorek. Planujac
eksperymenty, jako potencjalne czasteczki docelowe postanowilam wykorzysta¢ dwa
fragmenty genu odpowiadajace mutacji chorobotworczej. Jak juz wczesniej wspomniatam,
dzigki pomocy prof. dr hab. Piotra Koztowskiego, kierownika Zakladu Genetyki
Molekularnej IChB PAN udalo si¢ znalez¢ taka mutacje punktowa w genie EGFR, ktora
idealnie spelniata stawiane wymagania. W zmutowanym punktowo odpowiedniku genu
EGFR, znanym jako EGFR-L858R, substytucja tyminy (T) do guaniny (G) w sekwencji
kodujacej prowadzi do powstania interesujagcego mnie motywu GGG-C-GGG. W dalszej
czesci rozprawy wybrane do klonowania do wektora pEGFP-N3 sekwencje oparte o
fragmenty kodujace geny EGFR i EGFR-L858R oznaczone sg skrotowo, jako EGFR-U i
EGFR-G (Tabela 4). Oprocz sekwencji bazujgcych na genie EGFR, w miejsce sekwencji
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G" i UT, wytypowane zostaly dodatkowo dwie sekwencje docelowe, niewystepujace
naturalnie w sekwencji kodujgcej biatko EGFP. Sekwencje tych oligonukleotydow,
oznaczonych skrotowo 10s-U i 10s-G zamieszczone sg w tabeli 4.

Tabela 4. Sekwencje fragmentow mRNA ulegajacych kotranslacji wspdlnie z MRNA

reporterowego biatka GFP: los-G, los-U - sekwencje losowe, EGFR-G oraz EGFR-U oparte o
sekwencje genow EGFR i EGFR-L858R.

Nazwa plazmidu Sekwencja fragmentu mRNA kodowana przez cDNA

Plazmid 1: los-G 5 ‘A UGA UAG UUG CAG AGA UCG AUA GUC GUA GGG C GGG CAU AGU UGC ACU GGG
50nt

Plazmid 2: los-U 5" A UGA UAG UUG CAG AGA UCG AUA GUC GUA GGG C UGG CAU AGU UGC ACU GGG
50nt

Plazmid 3: EGFR-G 5’ AUG GUC AAG AUC ACA GAU UUU GGG C GGG CCAAAC UGC UGG GUG CGG AAG AG
51nt

Plazmid 4: EGFR-U 5" AUG GUC AAG AUC ACA GAU UUU GGG C UGG CCAAAC UGC UGG GUG CGG AAG AG
51nt

b) projektowanie oligorybonukleotydow antysensowych oraz oligorybonukleotydow

kontrolnych

Wszystkie opisane dotychczas badania w rozdziale VI skupiaty si¢ glownie na
identyfikacji tworzacych si¢ struktur hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks i dupleksu z
nieuporzadkowanymi koficami pokazanych na rysunku 49 oraz charakterystyce ich
wlasciwosci. Planujac badania w warunkach komorkowych postanowitam sprawdzi¢ efekt
wyciszenia zalezny nie tylko od sekwencji docelowej, ale rowniez od typu tworzacej si¢
struktury hybrydy dupleks-kwadrupleks. Sekwencje oligorybonukleotydow antysensowych
zostaly tak zaprojektowane, aby domena dupleksu mogta powsta¢ od 5’ konca
kwadrupleksu (DQ), od konca 3’ (QD) lub z obu stron kwadrupleksu, 3’ i 5 (DQD).
Modele drugorzedowe potencjalnie tworzacych si¢ roznych struktur pokazane sg
schematycznie w tabeli 5 (modele: Al, B1, C1) wraz z odpowiadajacymi im sekwencjami
oligorybonukleotydow antysensowych oraz ich oznaczeniami (1, 1A, 4, 4A, 7, 7TA).

Dodatkowo zaprojektowanych zostato kilka oligorybonukleotydow kontrolnych.
Jako pierwsza, wytypowana zostata czgsteczka o sekwencji 5'-CGGGCGGGC-3’ (tabela 5:
sekwencja 10) zdolna do utworzenia dwuczagsteczkowego kwadrupleksu z bogatym w
reszty guanozyny fragmentem mRNA. Inny typ sekwencji kontrolnych stanowily
oligorybonukleoty komplementarne do mRNA (od 5’ konca lub od 3’ konca) o dlugosci 14

reszt, tworzace dupleks po zwigzaniu z sekwencjg docelowa (tabela 5: sekwencje: 2, 2A,
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5, 5A; modele: A2, B2). Oligorybonukleotydy o dtugosci 18 reszt zostaly zaplanowane
jako komplementarne do bogatego w reszty guanozyny fragmentu mRNA wraz z
sasiadujagcym do niego fragmentem sekwencji mRNA (z konca 3’ lub 5), tak aby po
zwigzaniu z nicig docelowa powstawat dupleks sktadajacy si¢ z 18 par zasad Watsona-
Cricka (tabela 5: sekwencje: 3, 3A, 6, 6A; modele: A3, B3). Sekwencje
oligorybonukleotydéw oznaczone jako 8 i 8A sg komplementarne do sekwencji mRNA
obejmujacej fragment bogaty w reszty guanozyny oraz sasiadujace z nim z koncow 5’1 3’
krotkie odcinki sekwencji i tworzg z nim 26 nukleotydowy dupleks (tabela 5: model: C2).
Kolejne kontrole stanowity oligorybonukleotydy antysensowe, ktore zaprojektowano w ten
sposob, aby od koncow 5’ i 3’ mogly tworzy¢ si¢ krotkie, sktadajace si¢ z 8 par zasad
dupleksy a sekwencja w centralnej czeSci oligorybonukleotydu miala uniemozliwiaé
tworzenie si¢ par zasad Watsona-Cricka (tabela 5: sekwencje: 9, 9A; model: C3). Z kolei
14 nt czgsteczka poliU (tabel 5: sekwencja 11) skierowana byta na ogon poli(A) mRNA.
Skuteczno$¢ oligorybonukleotydow zamieszczonych w tabeli 5 byla sprawdzana
poréwnujgc poziom ekspresji gendw zawierajacych motyw GGG-C-GGG (los-G, EGFR-
G) lub GGG-C-UGG (los-U, EGFR-U) (rys. 89).

Zaplanowatam réwniez eksperyment, ktorego celem byto zbadanie wptywu G4-liganda na

efektywno$¢ translacji. Jako testowy G4-ligand wybratam NMM.
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Tabela 5. Zestawienie modeli potencjalnych struktur drugorzedowych tworzacych si¢ po potaczeniu odpowiedniego MRNA/MRNAU z
oligorybonukleotydami antysensowymi. W tabeli tozsame oligorybonukleotydy ASO maja to samo oznaczenie. Ostatnia kolumna przedstawia wartosci
poziomu fluorescencji biatka EGFP dla odpowiedniego genu po transfekcji oligorybonukleotydem ASO (200 nM).
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mRNA/ Sekwencja oligorybonukleotydéw antysensowych Poziom
| mRNAU B nt Nazwa | Model struktury drugorzedowej | fluorescencji |
5 G C.R 3 EGFP [%]
los-G CCCAGUGCAACUAU UAGGGCGGGC 24 |4 E mENs "T*:'} 31
1 Lty
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Sekwencja oligonukleotyddw antysensowych

mRNA/ Poziom
mRMNAL 7 T nt Mazwa | Model struktury drugorzedowej fluorescencji
5 i G.C. R i 3 ! EGFP [%]
los-G GCAACUAU UAGGGCGGGT CGACUAUC |26 |7 ! ;?_.1 14
! [
1 ‘mRMA o ﬁ—t . .
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C . ! ! ! ! Poziom
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* sekwencje oligorybonukleotyddw antysensowych zostaty zaprojektowane tak, aby po hybrydyzacji z sekwencjami docelowymi mRNA lub mRNAU
powstaty struktury drugorzedowe przedstawione w kolumnie “Model struktury drugorzedowej”. Dla uproszczenia opisu, kazdy z modeli ma dodatkowe
oznaczenie np. Al, A2, itd. Kolumna Sekwencja oligorybonukleotydéw antysensowych zostata w tabeli podzielona na trzy czesci. Pierwsza czesc¢
oznaczona 5’ odpowiada fragmentowi sekwencji od korica 5’, druga czes¢ odpowiada Srodkowemu fragmentowi ASO. W czesci tej mogg wystepowac
bloki guanozynowe (G), cytydynowe (C) lub rézne reszty (R). Kolorem niebieskim zaznaczone sg reszty nukleotydowe stanowigce tgczniki miedzy
poszczegblnymi segmentami ASO. Na kolor czerwony zaznaczono petle. Ostatnia czes¢ odpowiada sekwencji oligorybonukleotydu od konca 3'. W
ostatniej kolumnie zamieszczone sg wyznaczone eksperymentalnie wartosci poziomu fluorescencji biatka GFP w stosunku do komérek kontrolnych do
ktorych nie podano ASO. Niebieskim ttem zaznaczono symbol sekwencji docelowej losG, fioletowym ttem symbol sekwencji docelowej EGFR-G, z6ttym
ttem symbol sekwencji docelowgq losU oraz r6zowym symbol sekwencji docelowej EGFR-U.

nt: liczba reszt nukleotydowych
nazwa: oznaczenie ASO
mRNA/mRNAU sekwencja docelowa
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¢) modelowy system do monitorowania poziomu translacji

Aby oceni¢ wpltyw poszczegdlnych oligorybonukleotydow antysensowych
(tabela 5) na efektywno$¢ wyciszenia docelowego genu zawierajacego sekwencje kodujace
los-G, EGFR-G oraz los-U i EGFR-U wykorzystano wektor plazmidowy pEGFP-N3
kodujacy biatkko EGFP (https://www.addgene.org/vector-database/2493/). Konstrukty
plazmidowe zawieraly wklonowane, w miejscu wielokrotnego klonowania plazmidu,
fragmenty cDNA kodujace docelowe sekwencje (tabela 4). Poprawnos¢ sekwencji
nukleotydowej otrzymanych konstruktow zostalta zweryfikowana za pomoca
sekwencjonowania. Wydajno$¢ ekspresji docelowego genu oceniano na podstawie detekcji
reporterowego biatka EGFP przy uzyciu technik mikroskopii fluorescencyjnej oraz
cytometrii przeptywowej. W kolejnym etapie analizowano poziom wyciszenia ekspresji
biatka zielonej fluorescencji w zaleznosci od typu struktury drugorzedowej kompleksu
ASO/mRNA (tabela 5) powstajacego w cytoplazmie komodrek jednoczesnie

transfekowanych wektorem oraz odpowiednimi ASO.

d) poziom ekspresji biatka zielonej fluorescencji zaleiny od sekwencji
oligorybonukleotydu antysensowego i sekwencji docelowej

Na rysunku 88 przedstawiony jest schemat ideowy eksperymentu, ktorego celem
byla ocena poziomu represji translacji w zaleznosci od sekwencji oligorybonukleotydu

antysensowego.
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GFP
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zahamowania translacji

zahamowanie translacji

Rys. 89. Schemat ideowy eksperymentow wykorzystujacych konstrukty plazmidowe 1 - 4 (tabela 4)
zawierajace sekwencje 10s-G i los-U (A) oraz EGFR-G i EGFR-U (B).

Aktywnos¢ wewnatrzkomorkowa zaprojektowanych ASO badano w ludzkiej linii
komorek HelLa. W tym celu, w kilku niezaleznych eksperymentach, komorki poddano
kotransfekcji jednym z wektoréw ekspresyjnych pEGFP-N3 kodujacych sekwencje: los-U-
GFP, los-G-GFP, EGFR-U-GFP Ilub EGFR-G-GFP, oraz oligorybonukleotydami
antysensowymi (1-11 do los-U i los-G oraz 1A-9A, 10, 11 do EGFR-G i EGFR-U) w
stezeniu koncowym 50, 100 lub 200 nM w obecnosci lipofektaminy jako nosnika.
Efektywnos¢ wyciszenia ekspresji docelowego genu analizowano na podstawie
intensywnosci fluorescencji biatka EGFP po 24 h od podania ASO, za pomoca cytometrii

przeptywowej (tabela 5) oraz mikroskopii fluorescencyjnej (rys. 90).
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CCCAGUGCAACUAUUAGGGCGGGC

GCAACUAU UA GGG C GGG C CGACUAUC
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1- 4- 7- 2- 5-

Rys. 90. Wyciszenie ekspresji biatka EGFP w ludzkich komoérkach HeLa, 24 h po kotransfekcji wektorem

PEGFP-N3 oraz oligonukleotydami RNA w stezeniu 200 nM. Mikroskopowa analiza poziomu ekspresji
biatka EGFP dla wybranych oligorybonukleotydow antysensowych (1, 4, 7, 2, 5, tabela 5) hybrydyzujacych z

sekwencja docelowa los-G.

Analiza wynikow uzyskanych ze wstepnych eksperymentow wskazywata, ze
poziom wyciszenia ekspresji docelowego genu jest zalezny od stezenia uzytych ASO, a
najwickszy spadek intensywnosci fluorescencji biatka obserwowano przy 200 nM.
Wartos$ci procentowe poziomu fluorescencji biatka EGFP przedstawione w tabeli 5,
dotycza tego wiasnie stezenia. Wyniki omowionych powyzej eksperymentow zebrane sa w

tabeli 5 i na rysunkach 91 - 92.
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na podstawie analizy

0:
10A

1

6A 7A  BA  9A
EGFP wyznaczono

fluorescencji

5A

4A
Oligorybonukleotydy antysensowe

3A
intensywnosci

2A

1A

i
o &
o O
o uw 2
35
)
S ouw
g
€9 s e %y - % L8
P01127111 09000000000 1171111 SRR VY ey % 16
% 2 e @ S 3 % €
dddddddd ogonononno ?
88 Qe 9901 959 A s o zp
0,
%zl < m 5 75 % LE
% v ~ ]
2 =
L (o) % ¥€
€8 St we 82 wmg % ST
© 999 999 Wt % 19 © s
3z % 8Y
28 ST oo s . 10 & 2
. 3887888 s o 69 o 3
=
< 2
<+
o
2
% O 000 202
™ o % o€ % 6S
< a%@m&@%& % 0L
% 6Y e
N
~%
X
X
1 A 1 A L A i 1
8 8 ¢ 8 & 2 8 R
2 [%] 4493 1fbusosalonyy 9soumAsuaju| o [%] 4453 ilousosalon)s 9soUMASUB)U|

Rys. 91. Intensywno$¢ fluorescencji biatka EGFP w transfekowanych komorkach HeLa w zaleznosci od
uzytych oligonukleotydow RNA (przy koficowym stezeniu 200 nM) oraz sekwencji docelowych. K oznacza
kontrolg. Rysunek przedstawia takze modele potencjalnie tworzacych si¢ struktur drugorzedowych wraz z ich

oznaczeniem. WartoSci

cytometryczne;j.
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Rys. 92. Zestawienie wynikéw analizy cytometrycznej intensywnosci fluorescencji biatka EGFP
transfekowanych komorek HelLa w zaleznos$ci od uzytych oligorybonukleotydéw (przy koncowym stezeniu
200 nM oraz sekwencji docelowych). K oznacza kontrole.

Dla sekwencji los-G mRNA najmniejsze wartosci intensywnosci fluorescencji
biatka zaobserwowano, gdy komorki transferowano dwufunkcyjnymi
oligorybonukleotydami zawierajacymi segment kwadrupleksu: 1, 4 oraz 7 (tabela 5, rys. 91
A). Wartosci te wynosity 21%, 31% i 14% odpowiednio dla sekwencji 1, 4 i 7, co
odpowiada wyciszeniu ekspresji biatka zielonej fluorescencji odpowiednio o 79%, 69% i
86%. W tej grupie sekwencji najefektywniejszym okazat si¢ oligonukleotyd 7. Po
hybrydyzacji z nicig los-G powinien on utworzy¢ strukture hybrydy, w ktorej po obu
stronach domeny kwadrupleksowej znajduja si¢ krotkie fragmenty dupleksu (model C1).
Rownie zadowalajagce wyniki otrzymano dla sekwencji oligorybonukleotydow
antysensowych tworzacych dupleks od 5’ konca kwadrupleksu (model Al) i od konca 3’
(model B1).

Z kolei sposrod oligorybonukleotydéw kontrolnych, ktorych dziatanie opierato si¢
na tworzeniu dupleksu z docelowym mRNA (tabela 5; modele A2, A3, B2, B3), ekspresj¢
genu najefektywniej wyciszat oligonukleotyd o sekwencji 9 (64%) (tabela 5, model C3).
Nieco stabszy efekt zaobserwowano dla oligorybonukleotydu 8 o dtugosci 26 nt w petni
komplementarnego do sekwencji docelowej (tabela 5; model C2). Gdy do transfekcji

komorek uzyto oligorybonukleotydy 3 i 6 o dtugosci 18 reszt oraz 2 i 5 o dlugosci 14 reszt
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tworzace dupleksy z mRNA (tabela 5; modele A3 i B3 oraz A2 i B2), ekspresja biatka
EGFP obnizyta si¢ jedynie o 39% oraz 28 — 31% odpowiednio. Najstabszy efekt
wyciszenia translacji zaobserwowano, gdy do transfekcji uzyto oligorybonukleotydow
kontrolnych o sekwencjach 10 oraz 11. W przypadku sekwencji 10, potencjalnie tworzace;j
kwadrupleks z sekwencjg docelowg (model D1), zaobserwowano obnizenie ekspresji
EGFP zaledwie na poziomie 6%.

W kolejnym etapie poréwnano wzgledny poziom wyciszenia gendw roéznigcych sie
tylko jedna reszta (los-G vs los-U), gdy do transfekcji komorek zostaly uzyte te same
oligorybonukleotydy antysensowe. Jak wida¢ mna rysunku 91, transfekcja
oligorybonukleotydami 1, 4 i 7 powodowata nieco stabsze wyciszenie ekspresji w
przypadku genu los-U niz byto to obserwowane dla genu l0s-G. Roznica ta cho¢ niewielka,
jednak obserwowana byta w przypadku wszystkich trzech oligorybonukleotydow (12% dla
oligorybonukleotydu 1 - model Al vs A1’, 5% dla oligorybonukleotydu 4 -model B1 vs
B1’) oraz 11% dla 7 - model C1 vs C1").

Analogiczne badania przeprowadzono dla wektoréw zawierajacych geny EGFR-G
lub EGFR-U (tabela 5). Podobnie jak w przypadku sekwencji los-G, najefektywniejsze
wyciszanie ekspresji EGFR-G-EGFP zaobserwowano dla oligorybonukleotydow 7A
(79%), 1A (72%) oraz 4A (73%). Poziom wyciszenia ekspresji genéw l0s-G-EGFP i
EGFR-G-EGFP za pomocg tych samych oligorybonukleotydow antysensowych byt
poréwnywalny. Niewielkie widoczne réznice (4 — 7%) moga wynika¢ z réznych sekwencji
obu fragmentow mRNA, co z kolei moze si¢ przektada¢ na rézne stabilnosci domen
dupleksowych.

Sposrod oligorybonukleotydéw kontrolnych tworzacych dupleksy, te o dlugosci 14
par zasad (tabela 5; sekwencje: 2A, 5A, modele: A2 i B2), wyciszaly ekspresje genu
EGFR-G-EGFP na poziomie 39 - 51%. Dla dtuzszych oligorybonukleotydow (3A, 6A),
ktére dodatkowo tworzyty motyw dupleksu z fragmentem GGGCGGG mRNA (modele A3
i B3) efekt ten byt rzedu 54 - 58%. Natomiast najefektywniejszy w dziataniu (ekspresja
biatka na poziomie 24%) byt oligorybonukleotyd 8A tworzacy z mRNA regularny dupleks
o dlugosci 26 par zasad (tabela 5, model C2). Nalezy zaznaczy¢, ze oligorybonukleotydy
1A - 9A, 10 - 11 hamuja proces translacji EGFR-G-EGFP silniej niz EGFR-U-EGFP
MRNA. Jest to taki sam rezultat, jaki uzyskano dla sekwencji losowych los-U i los-G, co

potwierdza role domeny kwadrupleksowej w efektywnej represji translacji.
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Bardzo ciekawych wynikow dostarczyty badania, w ktérych analizowano wptyw
oligorybonukleotydow antysensowych w obecnosci G4-liganda na aktywno$¢
zintegrowanych genéw EGFR-G-EGFP (rys. 93). W stosunku do poprzednich
eksperymentéw zmniejszono jedynie stezenie ASO do 100 nM, gdyz przy 200 nM poziom
ekspresji genu biatka EGFP byt juz na tyle niski, ze mogloby to utrudni¢ zaobserwowanie
dodatkowego efektu pochodzacego od NMM. Dla oligorybonukleotydu 1A roéznica
pomigdzy poziomem wyciszenia ekspresji EGFP w obecnosci 10 uM NMM wzgledem
eksperymentu bez NMM wynosita > 15%. W przypadku kotransfekcji komorek
oligonukleotydem kontrolnym tworzacym dupleks o dlugosci 14 par zasad, 2A i NMM,
réznica w poziomie intensywnosci fluorescencji EGFP wynikajaca z obecnosci NMM
byta nieistotna (2%). Podobny rezultat uzyskano w eksperymentach, w ktorych razem z
NMM uzyto oligorybonukleotydy 10 (ciag G) i 11 (poliU). Chociaz badania te nalezy
potraktowac jako pilotazowe, istnieja silne przestanki, ze NMM selektywnie wiaze si¢ do
kwadrupleksu i stabilizuje tworzacy si¢ kompleks G4-ligand/kwadrupleks. Niestety do
badan tych nie nadawat si¢ ligand 0-BMVC, gdyz wykazuje on emisje fluorescencji w
podobnym zakresie jak biatko EGFP.
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Rys. 93. Analiza intensywno$ci fluorescencji biatka fuzyjnego EGFR-G-GFP w obecno$ci
wybranych ASO (100 nM) w obecnosci 10 uM liganda NMM oraz bez.

Badania przeprowadzone przez dr Fedoruk-Wyszomirska stanowig punkt odniesienia
dla przeprowadzonych przeze mnie badan spektralnych i biofizycznych oraz pozwalaja na
wstepna weryfikacje zatozen dotyczacych potencjatu terapeutycznego

oligorybonukleotydéw bogatych w reszty guanozyny. Otrzymane rezultaty pokazuja, ze
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zaprojektowane przeze mnie dwufunkcyjne oligorybonukleotydy zawierajgce segment
dupleksu oraz kwadrupleksu moga stanowi¢ efektywniejsze narzedzie do wyciszania
ekspresji genow niz klasyczne oligorybonukleotydy antysensowe. Skuteczno$¢ hamowania
translacji zalezna od tworzenia struktur hybrydowych byta bardzo wysoka, rzedu 69-86%,
podczas gdy efektywnos¢ klasycznego oligorybonukleotydu antysensowego o dtugosci 14
nt (tabela 5, sekwencje 2, 5) byta zdecydowanie nizsza, na poziomie 28-51%.

Dla przedstawionych w tym rozdziale uktadow modelowych, zawierajacych jedynie
fragment docelowego cDNA, uzyskane zréznicowanie poziomu ekspresji genow
roznigcych si¢ jedna resztg (los-G vs los-U oraz EGFR-G vs EGFR-U) nie jest jeszcze
zadowalajace. Jednak aby oceni¢ ostateczny efekt wywotany przez dwufunkcyjne
oligorybonukleotydy, konieczne bedzie powtdrzenie eksperymentdow w odpowiednich
liniach komoérkowych zawierajacych mutacjg L858R oraz biatko typu dzikiego. W
przysztosci planuje rozszerzy¢ badania o dwufunkcyjne oligorybonukleotydy antysensowe
zawierajace modyfikacje chemiczne oraz oligonukleotydy w serii DNA. Jestem
przekonana, ze rezultaty uzyskane podczas realizacji niniejszej rozprawy pozwolg w
przyszio$ci na otrzymanie dwufunkcyjnych oligonukleotydow, dzigki ktorym mozliwe

bedzie zwigkszenie selektywnosci rozpoznania sekwencji zmutowanych punktowo.

150



VIIL. DYSKUSJA WYNIKOW

Moje badania dotyczyly poznania wiasciwosci dwufunkcyjnych oligonukleotydow
antysensowych bogatych w reszty guanozyny (DQ) oraz sprawdzenia mozliwoS$ci
wykorzystania ich do selektywnego rozpoznania docelowych sekwencji RNA, réznigcych
si¢ tylko jedng reszta nukleotydowa. Jak pokazatam, oligonukleotydy antysensowe w serii
DNA i RNA zawierajace blok -GGGCGGG- po hybrydyzacji z oligonukleotydami GT
(blok -GGGCGGG-) i UT (blok -GGGCUGG-) tworza rozne struktury, odpowiednio
hybryde dupleks-kwadrupleks oraz dupleks z nieuporzadkowanymi koncami. Dla
oligonukleotydéw antysensowych w serii RNA zbadatam wptyw nienukleotydowych
modyfikacji chemicznych oraz liganda 0-BMVC-C3 na stabilno$¢ termiczng oraz strukture
badanych kompleksow DQ/GT i DQ/UT. We wspolpracy z Pracownig Analiz Struktur
Subkomorkowych IChB PAN zostaly przeprowadzone badania majace na celu
sprawdzenie potencjatu terapeutycznego badanych oligorybonukleotydow. Eksperymenty
wyciszenia ekspresji genéw w $rodowisku komoérek ludzkich wykonane byty dla
oligorybonukleotydow antysensowych niezawierajacych modyfikacji chemicznych.
Ponizej przedstawione sa najwazniejsze rezultaty otrzymane przeze mnie w trakcie
realizacji pracy doktorskiej.

Przy projektowaniu sekwencji oligonukleotydu antysensowego CCC, ktory sktadat
si¢ z 14 reszt nukleotydowych w segmencie dupleksu oraz dwoch blokéw GGG w
segmencie kwadrupleksu, opieralam si¢ na wynikach badan dotyczacych wplywu liczby G-
traktow, dlugosci petli oraz dlugosci domeny dupleksu na stabilno$¢ dwuniciowych
struktur hybrydowych DNA:RNA typu dupleks-kwadrupleks (tabela 6).(15) Liczba blokoéw
GGG uwarunkowana byta mutacjg punktowg zidentyfikowang w genie EGFR, w wyniku
ktorej dochodzi do zmiany sekwencji z GGGCUGG na GGGCGGG. Ograniczenie
dhugosci facznika pomiedzy blokami GGG w nici antysensowej do jednej reszty wynikalo
z analizy stabilnosci znanych dwuniciowych rownolegtych struktur hybrydowych
DNA:RNA typu dupleks-kwadrupleks.

W moich badaniach zastosowatam kilka technik eksperymentalnych - spektroskopi¢
NMR, UV, CD i clektroforeze w zelu poliakrylamidowym w warunkach
niedenaturujacych. Spektroskopia NMR pozwalata mi monitorowac¢ powstawanie struktur
DQH i Dss, gdyz sygnaly protonéw iminowych reszt guanozyny zaangazowanych w
tworzenie si¢ G-tetrad wystepujag w innym regionie niz sygnaty od protonéw iminowych

uczestniczacych w tworzeniu par zasad Watsona-Cricka. Niestety, w widmach badanych
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przeze mnie czasteczek sygnaly NMR byty szerokie, zwlaszcza te pochodzace od domeny
kwadrupleksowej. W regionie 10.5 -12.0 ppm widoczna byta gorka z ledwo zaznaczonymi
szczytami niektorych sygnatéw. Na szeroko$¢ sygnalow w widmach NMR ma wptyw kilka
czynnikdw. Dla badanych przeze mnie czasteczek o masie rzedu 14 kDa moze to by¢
wynikiem efektywnej relaksacji poprzecznej T2 przejawiajacej si¢ poszerzeniem sygnatow,
cho¢ w dostepnych w literaturze widmach NMR hybryd DNA o podobnej masie, sygnaty
sg znacznie wezsze.(129) Jest to jedna z czgsto obserwowanych rozni¢ pomiedzy widmami
NMR czasteczek DNA 1 RNA, gdzie obecno$¢ dodatkowej grupy 2'-OH wptywa
niekorzystnie na szeroko$¢ sygnatow. Gdy domena kwadrupleksu stanowi czgs¢ duzej
struktury RNA, ich sygnaty iminowe moga poszerzy¢ si¢ do tego stopnia, ze widac je
dopiero w podwyzszonej temperaturze. Kwadrupleksy sa z natury bardzo polimorficzne, w
zaleznos$ci od warunkoéw srodowiska jedna czasteczka moze zwijaé si¢ na wiele sposobow.
Z uwagi na silng preferencje guanozyny do przyjmowania konformacji anti wokot
wigzania glikozydowego, liczba mozliwych topologii dla kwadruplekséw RNA jest
ograniczona a wszystkie znane kanoniczne kwadrupleksy RNA sa réwnolegle. Analizujac
kwadrupleksy za pomocg widm NMR zazwyczaj udaje si¢ policzy¢ wszystkie sygnatly
iminowe pochodzace od G-tetrad, co pozwala stwierdzi¢, czy w roztworze mamy do
czynienia z jedng tylko formg kwadrupleksu, czy jest ich wigcej. Niestety, z uwagi na
poszerzenie sygnatow iminowych informacja ta byta niedostepna w moich badaniach.
Stabilno$¢ struktur kwasow nukleinowych ma bezposredni wplyw na procesy
zachodzace w komoérce. Badania inhibicji odwrotnej transkrypcji za pomoca
oligonukleotydow antysensowych zawierajacych bloki guanozynowe pokazaly, ze proces
ten zalezny jest od stabilnosci tworzacych si¢ struktur DNA:RNA typu dupleks-
kwadrupleks.(15, 16) Sugerowato to, ze oligonukleotydy antysensowe w serii RNA beda
wykazywa¢ wigksza skuteczno$¢ inhibicji translacji niz oligonukleotydy DNA o takiej
samej sekwencji, gdyz zarowno dupleksy jak i kwadrupleksy RNA sg stabilniejsze niz ich
odpowiedniki DNA:RNA czy DNA:DNA. W przypadku badanych przeze mnie czasteczek
temperatura topnienia dla struktury RNA:RNA (CCC/GT) byta o okolo 8 °C wyzsza niz
dla odpowiedniej czasteczki DNA:RNA o takiej samej sekwencji oraz strukturze
drugorzedowej (DNA-CCC/GT) (rys. 55, 58) (Tabela 2 A). Powstawanie struktury typu
DQH po potaczeniu nici DNA-CCC i GT potwierdzitam za pomocg widm NMR, w
ktorych obserwowatam pojawienie si¢ sygnaldéw iminowych charakterystycznych zarowno
dla struktury dupleksu jak i kwadrupleksu. Natomiast po potaczeniu nici CCC-DNA z UT

w temperaturze pokojowej widoczna byla jedynie niewielka populacja (rzedu kilku
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procent) strutury CCC-DNA/UT. Analizujac widma 'H NMR ustalitam, ze ni¢ UT tworzy
w roztworze glownie strukture spinki a DNA-CCC przyjmuje form¢ statystycznie
nieuporzadkowanej struktury. Powstawanie wzglednie stabilnego kompleksu DNA-
CCCI/GT oraz niestabilnej struktury CCC-DNA/UT mogloby by¢ korzystnym zjawiskiem
w kontek$cie potencjalnych badan biologicznych. W sytuacji, w ktorej oligonukleotyd
antysensowy CCC-DNA wigzataby si¢ silnie do mRNA zawierajgcego fragment -
GGGCGGG-, natomiast stabo do zmutowanego mMRNA (- GGGCUGG-), mogloby to
prowadzi¢ do zwigkszenia selektywnos$ci wyciszenia ekspresji zmutowanego genu EGFR-
L858R. Stosowanie oligonukleotydow antysensowych w serii DNA, zamiast RNA,
stanowitoby wowczas dobrg alternatywe. Efektywnos¢ takiej metody moze bytaby nizsza,
ale za to selektywno$¢ rozpoznania zdrowego i zmutowanego punktowo mRNA mogtaby
by¢ wigksza. W przysztosci planuje porownac¢ aktywnos¢ biologiczng czasteczek CCC-
DNA oraz CCC dla réznigcych si¢ jednonukleotydowa zmiang U/G mRNA, wpierw w
warunkach in vitro w komorce a nastepnie in vivo.

Dwuczasteczkowe struktury hybrydy typu dupleks-kwadrupleks, ktore moga si¢
tworzy¢, na przyktad, w komodrce po transfekcji oligonukleotydem antysensowym DNA
lub RNA, sa znacznie mniej poznane niz ich jednoniciowe odpowiedniki. Badane przeze
mnie oligonukleotydy antysensowe zarowno RNA jak i DNA po zwigzaniu z sekwencja
docelowa RNA tworzyty struktury DNA:RNA lub RNA:RNA, w ktorych kwadrupleks
przyjmowal topologi¢ réwnolegla a domeny dupleksu i kwadrupleksu potaczone byty za
pomoca niesparowanych reszt nukleotydowych. Wykorzystujac spektroskopie CD
potwierdzitam, ze wprowadzenie modyfikacji chemicznych i G4-liganda do nici
antysensowej nie zmienialo kierunkowosci nici w kwadrupleksie, wszystkie byly nadal
rownolegte. Zachowawczo$¢ ta moze wynika¢ z wigkszej trwatoSci termicznej
kwadruplekséw rownoleglych w stosunku do pozostatych topologii.

Roznice stabilnosci termicznej pomigdzy strukturami DQH i Dss spowodowane
byly glownie roznymi warunkami roztworu. W obecno$ci jonéw K* temperatury topnienia
dla struktur hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks byly srednio o 8 °C wyzsze niz dla
struktur Dss, natomiast w buforze zawierajacym jony Na*, stabilno$ci obu typow struktur
byty zblizone. Wynikato to z réznej stabilnosci domeny kwadrupleksowej w obecnosci
kationow potasu i sodu. Stabilnos¢ domeny kwadrupleksowej w niewielkim stopniu
zalezata od typu modyfikacji (tabela 2). Jak to wyjasnitam na stronie 89 wartosci Tm
wyznaczatam przy dtugosci fali 260 nm, gdyz w wigkszosci przypadkéw ksztatt krzywej
topnienia przy 295 nm uniemozliwial poprawnag interpretacj¢ wynikow. Z moich
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obserwacji wynikalo rowniez, ze ani modyfikacje typu abasic ani linkery alifatyczne nie
wptywaty na kinetyke tworzenia si¢ domeny kwadrupleksu. Krzywe topnienia UV byly
takie same niezaleznie od tego, czy pomiar wykonywatam w kierunku od nizszej
temperatury do wyzszej, czy odwrotnie — od wyzszej do nizszej (brak histerezy).

Dla trzech czasteczek, CCC/GT, paa/G" i pL3C/GT, w roztworze zawierajagcym
kationy sodu lub potasu zarejestrowatam widma *H NMR w funkcji temperatury. Sledzac
szybko$¢ zaniku sygnatéw pochodzacych od obu domen mogtam przesledzi¢ réznicg w ich
stabilno$ci. Na widmach wyraznie widaé, ze w obecnosci kationow sodu sygnaty od
kwadrupleksu zanikaja szybciej niz te od dupleksu. Najstabilniejsza strukturg w obecnosci
jonéw Na* okazata si¢ hybryda paa/GT zawierajgca dwie reszty abasic, w widmie ktorej
sygnaty iminowe pochodzace od domeny kwadrupleksu zanikaly wolniej niz w przypadku
dwdch pozostatych czasteczek. Z kolei w $rodowisku jonéw K™ kwadrupleks jest wyraznie
stabilniejszy od dupleksu. Sygnaly pochodzace od G-tetrad byly widoczne nawet w
temperaturze 75 °C, podczas gdy te od dupleksu zanikaty wcze$nie;j.

Analiza zeli otrzymanych w warunkach niedenaturujacych dostarczyta
interesujgcych wynikow. Dla trzech czasteczek: paa/G', pL3G/GT i pL4C/GT
zaobserwowatam rozdwojenie odpowiadajacych ich pasm (rys. 73), co wskazywalo na
mozliwo$¢ tworzenia si¢ dwoch roznych struktur. Zaktadajac, ze struktura dupleksu
pozostata niezmieniona a kwadrupleks jest rownolegty, to formy te najprawdopodobnie;j
musialy si¢ r6zni¢ jedynie sposobem potaczenia obu motywdw, dupleksu i kwadrupleksu,
jak pokazalam schematycznie na rys. 74. Powstawanie rdéznych form moze by¢
nastgpstwem zwigkszonej swobody konformacyjnej petli wynikajacej z zastapienia
nukleotydow w petli zewnetrznej modyfikacjami abasic, linker L3 czy L4. Niestety, za
pomocg analizy widm NMR nie udato mi si¢ potwierdzi¢ obecnosci dwoch réznych form,
gdyz sygnaly rezonansowe w cze$ci odpowiadajacej za tworzenie si¢ kwadrupleksow sa
bardzo szerokie i zaobserwowanie oddzielnych sygnatow od dwoéch bardzo podobnych
struktur kwadrupleksow byto niemozliwe. Jednoznacznego potwierdzenia na tworzenie si¢
dwoch réznych form moglyby dostarczy¢ dalsze badania NMR, co wymagatoby jednak
kupna kosztownych oligorybonukleotydéw znakowanych izotopami 3C Ilub *°N.
Tworzenie si¢ struktur hybrydowych posiadajacych bardzo zblizone konformacje
zaobserwowano rowniez w przypadku jednoczasteczkowej struktury hybrydowej typu
dupleks-kwadrupleks w serii DNA.(180) Analizujac wptyw zmian sekwencji w obrebie
polaczenia domen spinki i kwadrupleksu na stabilno$¢ czasteczek zauwazono, ze zmiana

terminalnej pary zasad z pary G:C na par¢ T:A w domenie dupleksu, tuz na polaczeniu obu
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domen, prowadzita do powstania dwoch form. Sugeruje to, ze nie tylko wigksza swoboda
konformacyjna petli zewngtrznej, ale takze typ reszt na potaczeniu domen, spinki i
kwadrupleksu, moze prowadzi¢ do powstania dwoch rézniacych si¢ form.

Tendencja kwadrupleksow do dimeryzacji, gltéwnie poprzez oddzialywania
warstwowe pomig¢dzy 5'-terminalnymi G-tetradami jest powszechnie znana. Dlatego tez
aby unikng¢ dimeryzacji, projektujac oligonukleotydy antysensowe wykorzystatam
szeroko stosowane podejscie polegajace na dotaczeniu dodatkowej grupy fosforanowj na
koncu 5’. Ku mojemu zaskoczeniu okazato si¢, ze obecnos¢ grupy fosforanowej nie
zapobieglta dimeryzacji, co potwierdzitam za pomoca elektroforezy w warunkach
niedenaturujgcych. Dla czasteczki CCC/GT intensywno$¢ wolno migrujgcego prazka rosta
(migrujacego wolniej niz odpowiadajacy mu prazek markera mas o wielkosci 100 par
zasad, rysunek 75), im wigcej czasu uptyneto od potgczenia nici CCC i GT do natozenia
probki na zel.

Badania przeprowadzone dla niemodyfikowanych oligonukleotydow pokazaty, ze
w obecnosci kationéw sodu i potasu hybrydyzacja oligonukleotydu antysensowgo CCC z
nicig docelowa UT prowadzi do powstania struktury dupleksu z nieuporzadkowanymi
koncami. Zakladalam, ze wprowadzenie nienukleotydowych modyfikacji do domeny
kwadrupleksu nici DQ nie wptynie na strukture Dss. Tymczasem okazato sie, ze dla trzech
modyfikowanych oligonukleotydow w obecnosci jonow K* zaréwno widma NMR, UV jak
analiza w zelu poliakrylamidowym wskazywaty na obecnos¢ struktury dwuczasteczkowej
zawierajacej domeng kwadrupleksu. Gdy eksperymenty powtorzytam dla roztworow
zawierajacych jony Na®, niewielka populacja struktury z kwadrupleksem widoczna byta
jedynie dla czasteczek paa/UT, Aaa/UT. Wyniki te byty do$¢ nieoczekiwane, dlatego tez
zastanawiato mnie, jak taki kwadrupleks moze by¢ zbudowany. Po pierwsze, musialby
sktadac si¢ tylko z dwoch G-tetrad, chyba ze dodatkowo utworzytaby si¢ mieszana tetrada
G:G:G:U. Kwadrupleks RNA zawierajacy tetrade G:G:U:U znany jest w literaturze, jednak
jego powstanie stymulowane bylo warunkami stloczenia molekularnego.(51) Byt on az o
36 °C mniej stabilny niz odpowiadajacy mu kanoniczny kwadrupleks zbudowany z trzech
G-tetrad. Zaobserwowano ponadto, ze po zwigzaniu liganda NMM, kwadrupleks ten
wykazywal niska fluorescencje¢ emisji. By¢ moze rowniez w przypadku czgsteczek paa/UT
i Aaa/UT obecno$¢ reszty abasic utatwia utworzenie dodatkowej tetrady, w ktorej jedna z

reszt guanozyny zastgpiona jest przez reszt¢ urydyny.
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W moich badaniach obie nici, antysensowa i docelowa RNA, byly podobnej
dtugosci. Pomyslatam wigc, ze tworzenie si¢ nietypowej struktury kwadrupleksu moze by¢
czgsciowo uwarunkowane nie tylko obecnos$cig reszt abasic, ale réwniez labilno$cig
konformacyjng 3'- terminalnego fragmentu nici U™ (-GGGCUGGC-). W komorce, gdzie
sekwencja docelowa jest czeScig dlugiego MRNA, prawdopodobienstwo utworzenia
kwadrupleksu powinno by¢ mniejsze. Rzeczywiscie, gdy wydluzytam sekwencj¢ docelowa
0 9 reszt na koficu 3’ (ULT), po polaczeniu jej z czasteczkami Aaa oraz paa, po
wybarwieniu zelu za pomocg roztworu NMM, nie obserwowalam juz prazkow
wskazujacych na obecnos¢ kwadrupleksu. Wynik tego eksperymentu sugerowal, ze w
warunkach komorkowych oligorybonukleotydy Aaa oraz paa powinny utworzyé
oczekiwang przeze mnie strukture DQH lub Dss, w zaleznosci od jednonukleotydowej
zmiany G/U w sekwencji docelowej.

Nieoczekiwanych wynikow dostarczyla analiza widm *H NMR i UV pojedynczych
nici. Okazalo si¢ bowiem, ze w obecno$ci kationow potasu wszystkie modyfikowane
oligorybonukleotydy antysensowe wystepuja w roztworze w rownowadze mi¢dzy dwiema
konformacjami, spinka 1 kwadrupleksem. Jak mozna si¢ byto spodziewa¢, kwadrupleksy
tworzyly sie tatwiej w obecnosci jonow K™ niz Na*. W przypadku czgsteczek paa i Aaa, w
ktérych reszta abasic znajduje si¢ pomigdzy blokami guanozynowymi i na pofaczeniu obu
domen, kwadrupleks byt dominujaca formg w obu warunkach roztworu. Otrzymane wyniki
potwierdzity, ze obecnos¢ modyfikacji typu abasic w petli moze promowac¢ powstawanie
struktury kwadrupleksu. Wzrost populacji formy kwadrupleksu byt rowniez zauwazalny
wraz ze wzrostem dlugosci linkera alifatycznego.

Obawialam sig, ze tworzenie stabilnych struktur drugorzedowych przez
oligorybonukleotydy antysensowe moze konkurowa¢ z powstawaniem struktur
hybrydowych DQH, co w konsekwencji mogloby ostabia¢ ich skuteczno$¢ w komorce.
Przeprowadzilam wigc eksperyment, w ktérym polaczytam ze soba dwie utozone
uprzednio pojedyncze nici, stabilng spink¢ CCC i ni¢ GT, ktora w obecnosci kationow
potasu byta w rownowadze pomiedzy spinkg a kwadrupleksem oraz kwadrupleks paa i ni¢
G'. Okazalo sie, ze wstepne ustrukturyzowanie poszczegdlnych nici nie przeszkadzato w
powstaniu struktury hybrydowej typu dupleks-kwadrupleks. Wynik ten byt dla mnie
bardzo wazny, gdyz w przeciwnym przypadku sklonnos¢ oligorybonukleotydow
antysensowych do tworzenia stabilnych struktur drugorzedowych uniemozliwiataby

wykorzystanie ich w terapii antysensowej.
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W  celu zwigkszenia  efektywnosci 1 selektywnosci  dwufunkcyjnych
oligorybonukleotydéow  antysensowych  nakierowanych na  wyciszanie mRNA
zawierajgcego mutacj¢ punktowa U—G, postanowitam poszerzy¢ moje badania o
wykorzystanie G4-ligandow. Do moich badan wybralam ligand 0-BMVC o0 stalej
wigzania do kwadruplekséw rzedu 107 M?,  ktéry po zwiazaniu z kwadrupleksem
wykazuje 80-120 krotne wzmocnienie fluorescencji. Ponadto wykorzystatam
zsyntetyzowana w naszym Zaktadzie pochodng 0-BMVC-C3. State asocjacji wyznaczone
dla obu tych ligandow byly porownywalne i wykazaly 7 — 22 krotnie wigksze
powinowactwo do struktur typu DQH niz do dupleksow Dss lub DX. Wartosci statej
wigzania obu ligandow do czgsteczki paa/GT byty co najmniej dwukrotnie wigksze niz dla
pozostatych struktur hybrydowych, co sugerowato iz moze ona oddziatywa¢ z ligandami 0-
BMVC i 0-BMVC-C3 w nieco inny sposéb niz pozostate struktury hybrydowe. Na
podstawie otrzymanych danych oszacowalam, ze do kazdej czasteczki hybrydy wiaza sie
dwie czasteczki liganda, co wskazywato, Ze najprawdopodobniej oddziatuja one z
terminalnymi G-tetradami.

Sprawdzitam rowniez wptyw liganda 0-BMVC-C3 przytaczonego kowalencyjne do
oligorybonukleotydu antysensowego, na strukture i stabilno$¢ badanych czasteczek.
Pokazatam, ze ligand 0-BMVC-C3 przytaczony kowalencyjnie do oligonukleotydu CCC
wigze si¢ selektywnie do domeny kwadrupleksu w strukturze 0-BMVC-C3-CCC/G'.
Temperatura topnienia tej hybrydy byta o okoto 2.7 °C wyzsza niz dla czasteczki CCC/GT.
Natomiast gdy oligorybonukleotyd 0-BMVC-C3-CCC potgczony zostat z nicig UT,
wyznaczone temperatury topnienia byty takie same dla czgsteczek 0-BMVC-C3-CCC/UT i
CCC/UT (w granicach btedu). Pomimo, iz efekt stabilizacji termicznej nie byl duzy, w
warunkach komorkowych obecnos¢ oddziatywania ligand-kwadrupleks moze wptywac na
zmniejszenie aktywno$ci komorkowych helikaz i spowolni¢ proces rozplatania
kwadrupleksu w komorce. Co wazniejsze, taki ligand zwigzany kowalencyjnie do
oligorybonukleotydu antysensowego moze stuzy¢ tez jako doskonale selektywny znacznik
fluorescencyjny do detekcji dwuczasteczkowych kwadrupleksow.(176)

Dzigki badaniom, ktore zostaly wykonane we wspolpracy z dr Fedoruk-
Wyszomirska moglam dokona¢ wstepnej oceny efektywnosci strategii antysenowej opartej
na tworzeniu si¢ struktur hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks. Jak si¢ okazato, poziom
wyciszenia ekspresji badanych genow, zintegrowanych z biatkiem zielonej fluorescencji,
byt rozny i zalezal nie tylko od sekwencji docelowego RNA (los-G, los-U, EGFR-G,
EGFR-U), ale rowniez od typu struktury drugorzedowej (tabela 5). Oligorybonukleotydy
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zawierajgce segment dupleksu i kwadrupleksu efektywniej wyciszaly ekspresje genéw niz
klasyczne oligonukleotydy antysensowe, tworzace dupleksy z docelowym RNA. Poziom
wyciszenia translacji, mierzony poziomem intensywnosci fluorescencji biatka GFP, réznit
si¢ znacznie dla klasycznych oligonukleotydow antysensowych (14 reszt nukleotydowych,
tabela 5, sekwencje: 2, 2A, 5, 5A) i dla oligonukleotydow, ktore z docelowym RNA miaty
utworzy¢ rozne struktury hybryd typu dupleks-kwadrupleks (tabela 5; modele: Al, B1,
C1). Klasyczne oligorybonukleotydy antysensowe (tabela 5, sekwencje: 2, 2A, 5, 5A))
wyciszaty na poziomie 28 - 51% podczas gdy struktury hybrydowe wykazywaty bardzo
wysoka skuteczno$§¢ hamowania translacji, rzgdu 69 - 86%. Chociaz poziom wyciszenia
translacji w niewielkim stopniu zalezal od pozycji domeny kwadrupleksowej,
najefektywniejszym okazat si¢ oligonukleotyd 7, ktory z nicig 10s-G tworzyt strukture, w
ktoérej po obu stronach domeny kwadrupleksowej znajdujg si¢ krotkie fragmenty dupleksu
(tabela 5, model C1). W tym wypadku poziom wyciszenia translacji wynosit az 86%.

Jednym z gtownych celdéw mojej pracy bylo zbadanie zdolnosci oligonukleotydow
antysensowych bogatych w reszty guanozyny do selektywnego rozpoznania docelowych
sekwencji RNA, roznigcych si¢ tylko jedng reszta nukleotydowa. Porownujac wzgledny
poziom wyciszenia gendw 10s-G vs los-U i EGFR-G vs EGFR-U okazato sie, ze roznica
ta, cho¢ niewielka, obserwowana byta dla wszystkich oligorybonukleotydéw tworzacych z
docelowym RNA strukture hybrydy typu dupleks-kwadrupleks (1 i 1A, 41 4A, 7 i 7A).
Mozliwo$¢ rozpoznania jednonukleotydowej zmiany w sekwencji docelowej przez
oligonukleotydy antysensowe ma ogromny potencjal terapeutyczny. Jak wczesniej
wspomniatam, narzedzie takie mogloby potencjalnie stanowi¢ alternatywe dla dostgpnych
terapii u chorych na niedrobnokomoérkowego raka ptuca.

W przysztosci planuje¢ wykona¢ analogiczne badania dla oligonukleotydow w serii
RNA i DNA zawierajacych modyfikacje chemiczne. Jak pokazalam, wprowadzenie w
odpowiednie pozycje modyfikacji chemicznych, takich jak linkery alifatyczne czy reszty
abasic moze stabilizowa¢ lub promowaé powstawanie kwadrupleksow, co powinno
przyczyni¢ si¢ do skuteczniejszego zahamowania procesu translacji. Chcialabym réwniez
sprawdzi¢, czy kowalencyjne przytaczenie G4-liganda do oligorybonukleotydu
antysensowego bedzie efektywniej wycisza¢ ekspresje genoéw dzigki zwigkszeniu
specyficznosci rozpoznania sekwencji docelowej (efekt on-target) i wzrostowi stabilnosci

kwadrupleksu.
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Za najwazniejsze osiggnigcia mojej pracy uwazam:

wykazanie, ze hybrydyzacja oligonukleotydow antysensowych DNA 1 RNA
bogatych w reszty guanozyny z czasteczkami RNA, ktérych sekwencje r6znig si¢
jedna reszta nukleotydowa prowadzi do powstania hybrydowej struktury typu
dupleks-kwadrupleks i dupleksu z nieuporzgdkowanymi koncami,

okreslenie wptywu nienukleotydowych modyfikacji chemicznych na tworzenie si¢ i
wilasciwos$ci hybrydowych struktur hybrydowych RNA typu dupleks-kwadrupleks i
duplekséw z nieuporzadkowanymi koncami,

udowodnienie, ze ligand 0-BMVC-C3 przyltaczony kowalencyjnie do
oligonukleotydu CCC wigze si¢ selektywnie do domeny kwadrupleksu w
strukturze o-BMVC-C3-CCC/GT,

wykazanie, ze oligorybonukleotydy zawierajace segment dupleksu i kwadrupleksu
efektywniej wyciszaja ekspresj¢ genow niz klasyczne oligorybonukleotydy
antysensowe,

wykazanie potencjatu oligorybonukleotydow antysensowych bogatych w reszty
guanozyny do selektywnego wyciszenia docelowych sekwencji mMRNA (EGFR i
EGFR-L858R), roznigcych sig¢ tylko jedng reszta nukleotydowa.
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IX. MATERIALY I METODY

1. Materialy
1.1.0dczynniki

NHsOH 32% - amoniak, Merck, 105426

LiCl — chlorek litu, Sigma—Aldrich, L4408-100G

KCI - chlorek potasu, Sigma—Aldrich, P3911-500G

NaCl — chlorek sodu, Sigma—Aldrich, S9888-500G

(Et)sN-3HF — fluorowodorek trietyloamonowy, Sigma—Aldrich, 344648-25G
EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy, Lab Empire, EDT001.500
CH3sNH2 40% — metyloamina, Sigma—Aldrich, S01152-021

NMM — N-metylo-mezoporfiryna IX, Frontier Scientific, NMM580
TEA — trietyloamina, Sigma—Aldrich, 471283-2L

TRIS — tri(hydroksymetylo)aminometan, Lab Empire, TRS001.500
H3BOs — kwas borowy, Lab Empire, BOR001.1

TEAA 2M - octan trietyloaminy, przygotowany w laboratorium
K2HPO4 — wodorofosforan potasu, Sigma—Aldrich, P3786-500G
KH2PO4 — diwodorofosforan potasu, Sigma—Aldrich, P0662-500G
Na2HPO4 —wodorofosforan sodu, Sigma—Aldrich, S9763-500G
NaH2PO4 — diwodorofosforan sodu, Sigma—Aldrich, S0751-500G
NHsHCO3 — wodorowgglan amonu, Sigma—Aldrich, 09830-500G
Quenching Buffer, TRIS Buffer Solution for RNA, tzw. bufor stop,
Glen Research, 60-4120-80

0-BMVC — dijodek 3,6-bis (1-metylo-2-winylopirydyniowy)karbazolu
0-BMVC-C3 - pochodna 0-BMVC podstawiona kwasem 9-propionowym
0-BMVC-C3-NHS - ester aktywny 0o-BMVC-C3

0-BMVC oraz jego pochodne zostaly zsyntetyzowane w Zaktadzie
Biomolekularnego NMR

Wzorce:
TSP — 3-(trimetylosililo)propionan-2,2,3,3-D4 sodu, Sigma—Aldrich, 269913-1G
Wrzorzec DNA (drabinka w zakresie od 10 — 100 bp) — Thermo Fisher, SM1303

Linkery:

Abasic — Abasic phosphoramidite, Chem Genes, ANP-7058

L2 — DMT-ethane-Diol phosphoramidite, Chem Genes, CLP-2250

L3 — DMT-propane-Diol phosphoramidite, Chem Genes, CLP-9908

L4 — DMT-butane-Diol phosphoramidite, Chem Genes, CLP-9775

C6 — MMT Amino C-6 CED phosphoramidite, Chem Genes, CLP-1563

Rozpuszczalniki

ACN - acetonitryl, Thermo Fisher, 02-002-180
CH2Cl2 — chlorek metylenu, POCh, BA8410114
D20 — cigzka woda, Sigma—Aldrich, 151882-100G
DMF — dimetyloformamid, POCh, 355120112
CH30OH — metanol, CHEMPUR, 666219904
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https://www.chemgenes.com/products.php?product=ANP-7058&c=24

Przygotowanie odczynnikow

2M TEAA - odczynnik wykorzystywany do oczyszczania oligonukleotydow.
Do 50 ml autoklawowanej wody dodano 11.45 ml lodowatego kwasu
octowego oraz 27.88 ml trietyloaminy.
Roztwér doprowadzono do pH 7 (HCI) 1 uzupetlniono woda do
objetosci 100 ml.

0.001 M (1 pg/ml) NMM — odczynnik wykorzystywany do wybarwiania zelu.
Roztwor przygotowano w buforze 0.5XTBE w
objetosci 50 ml.

10xTBE - st¢zony bufor stosowany do elektroforezy zelowe;.
121.1 g TRIS, 61.8 g oraz
9.3 g EDTA cato$¢ uzupetiono sterylng, dejonizowang woda do 11.

Akcesoria dodatkowe

v kolumienka filtracyjna, Fiberbrand Filter Column, 11-387-50

v Ptytki zelowe — Novex TBE Gels, 20% Thermo Fisher SCIENTIFIC
EC63155BOX

v Kolumny Trytyl-ON:
Glen-Pak RNA Purification Cartridge (60-6100, 60-6200)
Glen-Pak DNA Purification Cartridge (60-5100, 60-5200)

v Amicon Ultra-4 — probéwka ultrafiltracyjna, punkt odcigcia 3000 Da,
Merck, UFC800396

Oligonukleotydy na potrzeby badan biologicznych zostaly zakupione w IBA Lifesciences.
Ponizej podane sg ich sekwencje od konca 5"

5" AGCTTATGGTCAAGATCACAGATTTTGGGCTGGCCAAACTGCTGGGTG
CGGAAGAG G 3'/3" ATACCAGTTCTAGTGTCTAAAACCCGACCGGTTTG
ACGACCCACGCCTTCTCCCTAG 5’

5" AGCTTATGGTCAAGATCACAGATTTTGGGCGGGCCAAACTGCTGGGTGC
GGAAGAGG 3’ /3" ATACCAGTTCTAGTGTCTAAAACCCGCCCGGTTTGAC
GACCCACGCCTTCTC CCTAG 5’

5" AGCTTATGATAGTTGCAGAGATCGATAGTCGTAGGGCTGGCATAGTTGC
ACTG G3'/3" ATACTATCAACGTCTCTAGCTATCAGCATCCCGACCGTATC
AACGTGACCCTAG 5’

5" AGCTTATGATAGTTGCAGAGATCGATAGTCGTAGGGCGGGCATAGTTGC

ACTG G3'/3"ATACTATCAACGTCTCTAGCTATCAGCATCCCGCCCGTATC
AACGTGACCCTAG 5’
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5’
5/
5’
5/
5’
5/
5’
5/
5’
5/
5’
5’
5!
5’
5!
5’
5!
5’
5!
5’

CGGGCGGGCCGACUAUCGAUCUC
CGGGCGGGCAAUCUGUGAUCUUG
CGACUAUCGAUCUC
AAUCUGUGAUCUUG
GCCCGCCCUACGACUAUC
GCCCGCCCAAAAUCUGUG
CCCAGUGCAACUAUUAGGGCGGGC
CACCCAGCAGUUUGUAGGGCGGGC
CCCAGUGCAACUAU
CACCCAGCAGUUUG
GCAACUAUGCCCGCCCUA
GCAGUUUGGCCCGCCCAA
GCAACUAUUAGGGCGGGCCGACUAUC
GCAGUUUGUAGGGCGGGCAAUCUGUG
GCAACUAUGCCCGCCCUACGACUAUC
GCAGUUUGGCCCGCCCAAAAUCUGUG
GCAACUAUUAAACUUGCCCGACUAUC

GCAGUUUGUAAACUUGCCCAAUCUGUG
CGGGCGGGC
Uuuuuuuuuuuuuu
1.2.  Aparatura pomiarowa
v syntetyzer DNA/RNA, MerMade 12, firmy BioAutomation
v syntetyzer DNA/RNA, Synthesizer H6/H-8, firmy K&A
v spektrometr NMR Bruker AVANCE III 700 MHz wyposazony w glowice
kriogeniczng
v spektrofotometr UV-Vis JASCO V-750 z termoprogramatorem
v pH-metr Mettler Toledo
v blok grzejny Eppendorf ThermoMixerC
v wirowka MiniSpinEppendorf
v wiréwka Eppendorf Centrifuge 5430R
v Koncentrator prozniowy firmy Labconko
v aparat do zelu XCell SureLock Mini-Cell EI0001
v skaner materialdow promieniotworczych i fluorescencyjnych FLA-5100
(Phosphorimager) FujiFilm
1.3.  Programy stosowane do przetwarzania, analizy i prezentacji danych
eksperymentalnych
v TopSpin 3.0 Bruker — procesowanie i analiza otrzymanych widm NMR
4 SpectraMenager — poréwnywanie, przetwarzanie i raportowanie danych z
dowolnego systemu spektroskopii JASCO
v MeltWin 3.5 — analiza danych z pomiaréw UV, wyznaczenie wartosci Tm
v Origin Pro 8.0 — przygotowanie wykresow krzywych topnienia
v RNAstructure 5.6 — przewidywanie struktur drugorzedowych RNA
v MultiGauge V3.0 — analiza prazkow na zelu i przygotowanie
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v ChemSketch — rysowanie wzorow strukturalnych zwigzkéw chemicznych
v CorelDraw x5 — przygotowanie rysunkow

2. METODY
Synteza chemiczna i przygotowanie oligonukleotydéw do badan

v Ponizej wymienione czasteczki RNA oraz DNA, zsyntezowane zostaly w
Zaktadzie Chemii i Biologii Strukturalnej Kwasow Nukleinowych (Syntetyzer
DNA/RNA MerMade 12, firmyBioAutomation) lub w Pracowni Biomolekularnego
NMR (syntetyzer DNA/RNA Synthesizer H6/H-8, firmy K&A).

Sekwencje otrzymanych oligonukleotydéw (od 5' do 3’):
5" CGGGCGGGC

5" UUCAAGUCCGGCA

5" AAGUUCAGGCCGU

5" CGGGCGGGCCUUCAAGUCCGGCA

5" CGGGCGGGC(CUUCAAGUCCGGCA)> OMe

5" pGGGaGGGaCUUCAAGUCCGGCA

5" AGGGaGGGaCUUCAAGUCCGGCA

5" pGGGaGGGCCUUCAAGUCCGGCA

5" AGGGaGGGCCUUCAAGUCCGGCA

5" pGGGCGGGaCUUCAAGUCCGGCA

5" pGGGL2GGGCCUUCAAGUCCGGCA

5" pGGGL3GGGCCUUCAAGUCCGGCA

5" pGGGLAGGGCCUUCAAGUCCGGCA

5" d[CGGGCGGGCCTTCAAGTCCGGCA]

5" UGCCGGACUUGAAGUAGGGCGGGC

5" UGCCGGACUUGAAGUAGGGCUGGC

5" UGCCGGACUUGAAGUAGGGCGGGCAUAGUUGCA
5" UGCCGGACUUGAAGUAGGGCUGGCAUAGUUGCA
5" C6-NH2-CGGGCGGGCCUUCAAGUCCGGCA

Czasteczki te otrzymano na drodze syntezy chemicznej stosujac metod¢ amidofosforynowa
na podtozu statym.(181) (182) Synteza w skali 1 pumol prowadzona byla przy uzyciu
handlowo dostepnych amidofosforynow, C6-aminolinkera (C6) oraz tacznikow

nienukleotydowych (abasic, linkerow alifatycznych L2, L3, L4). Otrzymane po syntezie

oligonukleotydy poddawatam dalszej procedurze opisanej ponize;j.

Po zakonczonej syntezie otrzymywalam oligonukleotydy, ktore byty potaczone z podtozem

statym poprzez koniec 3’ oraz posiadaty grup¢ blokujaca DMT na koncu 5'.

Oligonukleotydy te poddawalam nastepnie kilkuetapowej procedurze w celu uzyskania

probek odpowiedniej czystosci (tabela 1):
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odcigcie RNA od podtoza

Do oligorybonukleotydu osadzonego na podtozu statym dodano 1.5 ml roztworu
AMA (NH4OH:CH3NH2 40%; 1.5 ml, 1:1 v/v). Reakcje prowadzono przez 10 min
w temperaturze 65 °C. Nastepnie materiat wymrazano przez 10 min w temperaturze
- 20°C. Po tym czasie podtoze stale odsaczono na kolumience filtracyjnej i
przemywano kilkukrotnie autoklawowang woda w ilosci 3 x 0.25 ml. Przesacze

odparowywano do sucha w koncentratorze prozniowym w temperaturze 15 °C.

usuniecie grup ochronnych
Odblokowanie grupy tert-butylodimetylosililowej (TBDMS) w pozycji 2" RNA
metoda DMT-ON

Oligorybonukleotyd odci¢ty od podtoza rozpuszczono w 150 pl bezwodnego
DMSO i nastepnie dodano 60 pl TEA oraz 75 pl roztworu (Et)sN-3HF. Reakcje
prowadzono przez 2.5 godziny w temperaturze 65 °C. Nastepnie do mieszaniny
reakcyjnej dodano 1.75 ml buforu zatrzymujacego reakcje tzw. bufor stop (RNA
Quenching Buffer).

oczyszczenie oligorybonukleotydow metodg DMT-ON

W celu oczyszczenia oligonukleotydow RNA wykorzystano kolumienki Glen-Pak
dedykowane RNA. Przed natozeniem roztworu RNA, kolumienki przeptukano
wpierw 0.5 ml ACN, potem 1 ml 2M TEAA. Nastepnie na poszczegélne
kolumienki naniesiono roztwoér oligomeru RNA w objetosci 1 ml. Po naniesieniu
catego materiatu RNA, kolumienki przemyto wpierw mieszaning ACN/2M TEAA
(Iml, 1/9, v/v), nastepnie 1 ml dejonizowanej wody, dwukrotnie 1 ml 2% TFA i

kolejno dwukrotnie 1 ml dejonizowanej wodly.

Wriasciwy oligorybonukleotyd wymyto z kolumienek przemywajac je 1.5 ml
roztworu NH4HCO3:ACN (7:3, V/v).



odsolenie oligonukleotydow bogatych w reszty guanozyny

Do odsolenia oligomeréw i oddzielenia matoczgsteczkowych zanieczyszczen
uzywano ultrafiltrow Amicon Ultra-4 z membrang z regencrowanej celulozy o
punkcie odcigcia 3000 Da i pojemnosci 4 ml. Do czterokrotnie przefiltrowanych
sterylng i dejonizowang woda probowek ultrafiltracyjnych dodawano roztwor
zasolonych oligomerow oraz dopetniano wodg do 4 ml. Probéwki wirowano z
predkoscig 7830 obrotow na minuteg, w temperaturze 25 °C przez 35 min. Czynnos$¢
powtarzano dla kazdej z probek czterokrotnie. Nastgpnie pozostaly roztwor
oligomeru przenoszono do probowek typu eppendorf i dodawano bufor 150 mM
LiCl w objetosci 1.5 ml. Roztwor ogrzewano w temperaturze 90 °C przez 3 min w
celu denaturacji oligomeru i ufatwienia wymiany pozostalych kationow
amonowych na litowe. Po wystygnieciu, roztwor oligomeru przenoszono ponownie
do probowek ultrafiltracyjnych, uzupetniano buforem litowym do 4 ml. Procedurg
te powtarzano trzykrotnie. W kolejnym kroku roztwoér oligomeru czterokrotnie
przefiltrowano stosujac za kazdym razem 4 ml sterylnej wody. Ostatecznie
zatezony i odsolony roztwor oligomeru (~ 50 ul) przeniesiono do proboéwki typu

eppendorf i uzupetniono sterylng wodg do objetosci 1 ml.

Przygotowanie oligonukleotydow DNA:

odcigcie DNA od podtoza
Do oligonukleotydu na podtozu statym dodano 1 ml roztworu AMA

(NHsOH:CHsNH: 40%; 1:1 v/v). Podloze stale odsaczono na kolumience
filtracyjnej i przemyto kilkukrotnie autoklawowana woda w ilosci 3 x 0.25 ml.
Nastepnie przed natozeniem materialu DNA na kolumienki Glen-Pak dedykowane
dla DNA dodano do niego 1 ml 100 mg/ml NaCl.

oczyszczenie oligonukleotydow DNA metodg DMT-ON

Przed natozeniem zasolonego roztworu DNA na kolumienki przeptukano je 0.5 ml
ACN oraz 1 ml 2M TEAA. Nastgpnie na poszczegdlne kolumienki nanoszono
roztwor oligomeru DNA w objetosci 1 ml. Dalej, kolumienki przemywano
dwukrotnie 1 ml roztworem soli 5% ACN/100 mg/ml NaCl, kolejno dwukrotnie

1ml 2% TFA oraz dwukrotnie 1 ml dejonizowanej wody. Po zmianie odbieralnika,
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materiat DNA eluowano przy uzyciu 1 ml 50% ACN w wodzie zawierajacej 0.5%
NH;OH.

odsolenie probek DNA bogatych w reszty guanozyny

Postepowano zgodnie z procedurg opisang dla czasteczek RNA

Przy przygotowaniu probek RNA i1 DNA korzystatam z procedur zamieszczonych

na stronie producenta kolumienek DMT-ON:

https://www.glenresearch.com/media/productattach/import/tbn/GlenPak UserGuide.

pdf

Obliczanie ilosci kwasow nukleinowych

Stezenia probek oligonukleotydéw wyznaczatam w oparciu o pomiar absorbancji w

temperaturze 80 °C oraz wspotczynnik ekstynkeji badanych probek.

Ilo$¢ odsolonych oligonukleotydéw obliczalam na podstawie wzorow:
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OD= A0 " rozc - V
Az60— warto$¢ absorbancji przy dtugosci fali 260 nm;
rozc — rozcienczenie probki umieszczonej w kuwecie o drodze optycznej 1 cm;

V — catkowita objetos$¢ roztworu [ml]

C=A/¢g-1
C — stezenie [mol/dm®]

€ — wspotczynnik ekstynkcji [dm®/mol - cm], obliczony przy uzyciu kalkulatora
internetowego: https://www.idtdna.com/calc/analyzer

| — droga optyczna [cm]

Bufory stosowane do badan:
Bufor potasowy: 10 mM KoHPO4/KH2PO4, 50 mM KCI, 0.1 mM EDTA, pH 6.8

KoHPO4 —24.85ml, 0.2 M - (1.7418 g w 50 ml wody)

KH2PO4 —25.15 ml, 0.2 M - (1.3609 g w 50 ml wody)

KCI-372.7mg

EDTA -0.1 mM, 3.72 mg

Potaczono 24.85 ml KoHPO4 oraz 25.15 ml KH2POs, nastepnie uzupetniono
sterylng, dejonizowang woda do 90 ml. Zmierzono warto$¢ pH. Zaleznie od



https://www.glenresearch.com/media/productattach/import/tbn/GlenPak_UserGuide.pdf
https://www.glenresearch.com/media/productattach/import/tbn/GlenPak_UserGuide.pdf

wskazan pH-metru dodawano K>HPOj4 lub KH2PO4. Po ustaleniu pH dodano KCI
oraz EDTA 1 uzupetiono woda do 100 ml.

Bufor sodowy: 10 mM Na,HPO4/NaH2PO4, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, pH 6.8
Na:HPO4 —24.5 ml, 0.2 M - (1.4196 g w 50 ml wody)

NaH2PO4 —25.5 ml, 0.2 M - (1.1998 g w 50 ml wody)

NaCl —876.6 mg

EDTA-0.1 mM, 3.72 mg

Potaczono 24.5 ml Na;HPO4 oraz 25.5 ml NaH2POs, nastepnie uzupetniono
sterylna, dejonizowang wodg do 90 ml. Zmierzono warto$¢ pH. Zaleznie od
wskazan pH-metru dodawano NazHPO4 lub NaH2PO4. Po ustaleniu pH dodano
NaCl oraz EDTA i uzupetiono wodg do 100 ml.

Bufor litowy: 10 mM Tris, 150 mM LiCl, 0.1 mM EDTA, pH 6.8

Tris - 60.5 mg
LiCl - 317.9 mg
EDTA -1.86 mg

Tris dodano do 49 ml sterylnej, dejonizowanej wodzie a po doprowadzeniu pH
roztworu do wymaganej wartosci za pomocg HCI dodano pozostate sktadniki.
Nastepnie catos¢ uzupetniono woda do 50 ml.

2.3. Rejestracja widm NMR

Wszystkie widma prezentowane w rozprawie doktorskiej zostaly zarejestrowane na
spektrometrze AVANCE III 700 MHz firmy Bruker. Do pomiaréw uzywano glowicy
kriogenicznej (ang. Cryo Probe) wyposazonej w cewki H-2'P/2C/®N/D. Przygotowana
mieszaning dwoch oligonukleotydéw potaczonych réwnomolowo odparowywano do
sucha, nastgpnie rozpuszczano w odpowiednim buforze (180 ul buforu, 20 pl D20)
uzyskujac probke o stezeniu rzedu 0.1 - 0.2 mM (pomiary 1D). Probke oligonukleotydu
przenoszono do probowki o $rednicy 3 mm i podgrzewano w temperaturze 95 °C przez 3
minuty a nastepnie powoli schtadzano do temperatury pokojowej. Przesunigcia chemiczne
w widmie 'HNMR byty mierzone wzgledem wzorca, cze$ciowo deuterowanego 3-

(trimetylosililo)propionianu sodu (TSP-da).

Jednowymiarowe widma 'H NMR rejestrowano gléwnie w temperaturze 25°C przy
szerokos$ci spektralnej 24 ppm. Widma temperaturowe 'H NMR rejestrowano w zakresie
temperatur 25°C - 75°C, co 10 stopni. Silny sygnat pochodzacy od H20 byl thumiony za
pomocg gradientowych impulséw metodg excitation sculpting stosujac sekwencje

impulséw zgesgp.(183)
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Dwuwymiarowe widma 2D 'H-'H NOESY (seckwencja impulsow: noesyegsgpph)
wykonano dla probek paa/G' oraz DX. Widmo dla probki paa/GT wykonano w H20/D-0
(v/v, 9:1) w temperaturze 15 °C, a czas mieszania wynosit 200 ms przy szerokosci
spektralnej 24 ppm. W eksperymencie zostato zebranych 256 inkrementow z liczbg zliczen
448. Widmo dla drugiej probki wykonano w H20/D20 (v/v, 9:1) w temperaturze 5 °C, a
czas mieszania wynosit 400 ms przy szerokosci spektralnej 24 ppm. W eksperymencie

zostato zebranych 272 inkrementéw z liczba zliczen 160.

Heterojadrowe widmo  korelacyjne 2D !H-®N  HSQC (sekwencja impulsow:
hsqcfpf3gpphwg) zarejestrowano dla probki paa/G'™ o stezeniu 1 mM w zakresie
spektralnym obejmujacym przesunigcia chemiczne iminowych atoméw azotu (zakres 140-
165 ppm) w temperaturze 25 °C. W eksperymencie zostato zebranych 60 inkrementéw z
liczba zliczen 7360.

Pomiar temperatury topnienia

Krzywe topnienie zarejestrowano przy uzyciu spektrofotometru JASCO V-750 z
termoprogramatorem. Aby unikna¢ powstawania pecherzykow w kuwecie pomiarowej,
przed rozpuszczeniem oligonukleotydu bufor uzywany do pomiarow ogrzewano przez 4
min w 95 °C a nastgpnie schladzano i wirowano z predkoscig 10000 obrotéw na minute.
Do pomiaréow stosowano oligonukleotydy o stezeniu ~ 6.2 uM w kuwetach kwarcowych o
drodze optycznej 0.5 cm 1 objgtosci 150 pl. Roztwory oligonukleotydéow przed
przeniesieniem do kuwetek kwarcowych przygotowywano w probdéwkach typu eppendorf.
Ogrzewano je przez 3 minuty w 95 °C a nastgpnie pozostawiano do wystygniecia i
przenoszono do kuwetek. Aby zapobiec odparowaniu rozpuszczalnika, na powierzchnig
roztworu w kuwetce nanoszono olej silikonowy a kuwetke zamykano koreczkiem. Pomiary
rejestrowano przy dwoch dlugosciach fali, 260 nm oraz 295 nm, obserwujac zmiany
warto$ci absorbancji wraz ze wzrostem temperatury. Pomiar prowadzono w zakresie

temperatur od 8 °C do 90 °C a szybko$ci zmian temperatury wynosita 0.2°C/min.

Od widma UV zarejestrowanego dla roztworu oligonukleotydu w buforze automatycznie
odejmowane bylo widmo samego buforu. Za wzorzec stuzyt ten sam bufor, w ktorym
rozpuszczono analizowane probki. Do procesowania i analizowania otrzymanych

krzywych uzyto programéw SpectraMenager, MeltWin 3.5 oraz Origin 8.
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Pomiary termodynamiczne

W celu wyznaczenia parametrow termodynamicznych badanych czasteczek wykorzystano
metode topnienia UV przy dhugosci fali 260 nm lub 295 nm. Dla okreslenia parametrow
termodynamicznych stosowano do dziewieciu stezen kazdego oligomeru w zakresie 10*
do 10 M. Przygotowane w odpowiednich stezeniach probki umieszczano w kuwetach o
drodze optycznej 0.1 cm, 0.5 cm, 1.0 cm i objeto$ciach odpowiednio 30 ul, 150 pl oraz 300
ul. Jako wzorzec, w osobnej kuwecie, stosowany byt ten sam bufor, w ktorym
przygotowane byly badane probki oligonukleotydéw (bufor sodowy lub potasowy). Po
zakonczonym pomiarze, dla pierwszych trzech stgzen, roztwory oligomeréow oddzielano od
oleju, nastgpnie rozcienczano zgodnie z wyliczeniami przedstawionymi ponizej (rys. 94)
uzyskujac kolejne stgzenia oligonukleotydow. Rozcienczony materiat oligonukleotydoéw
przenoszono do kuwetek i prowadzono ponownie analiz¢. Czynnos$ci t¢ powtarzano do

uzyskania dziewigciu krzywych topnienia.

Sequence Abs. (30C)  V(ml) Dilution #0D Ext. Coeff #Mol  Abs. (20C)
in water in buffer
GT 3,038 1 155.6 248300 91807
paC 0,484 1 5 F 363 203200 1.79E-07
b
AP1T1 g260= 225750
TA KC8
Conc. # Cone. Path Th. Abs Volume # Mol Vol Stock A Vol. Stock B Vol. Prevs. Vol. Buffer
oD (cm) (ul) (ul) (ul) (ul) (l)
1 8.0E-03 b 0,100 1,80 30 2,392E-09 1,30 h 6,69 ‘D:}- Down 30
2 4.8E03 0,100 " o108 30 1.434E09 17.98 12,02
3 2,8E-03 0,100 " 063 30 8.505E-10 17.98 12,02
4 1,7E-03 0,300 "o104 150 2.576E-09 140 h 721 ‘D:}-Do\m 150
b1 1,0E-03 0,500 " o116 150 1,544E09 39,01 60,09
6 6.0E-06 0,500 " o070 150 0.235E-10 80,01 60,00
7 3.7E-06 1.000 " o083 300 1,110E-09 0.60 Y 310 “DryDown 300
3 22E06 1,000 " o030 300 6.651E-10 179,83 120,17
) 1.3E06 b 1,000 0,30 300 3.087E-10 179.83 120,17

Rys. 94. Przykladowe obliczenia dotyczace rozcienczen wykorzystywane w eksperymentach
topnienia UV.

W celu wyznaczenia parametréw termodynamicznych: entalpii (AH®), entropi (AS°),
energii swobodnej (AG®) otrzymane dane z spektrometru JASCO V-750 analizowano w
programie MeltWin 3.5.
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Pomiar dichroizmu kotowego (CD)

Pomiary dichroizmu kotowego wykonano przy uzyciu spektrofotometru JASCO model J-
815 CD wyposazonego W przystawke Peltiera zapewniajaca stabilne warunki temperatury.
Pomiary prowadzono dla probek kwasow nukleinowych o stezeniu okoto 13 uM. Probki
przed pomiarem ogrzewano przez 3 minuty w 95°C a nastgpnie pozostawiano do
wystygnigcia. Widma zostaty zarejestrowane w zakresie fali o dlugosci 220 — 330 nm, w
temperaturze 25 °C. Pomiar byl wykonywany z szybko$cig skanowania 100 nm/min dla
trzech powtorzen. Od widma CD zarejestrowanego dla roztworu oligonukleotydu w
buforze automatycznie odejmowane bylo widmo samego buforu. Za wzorzec shuzyl ten
sam bufor, w ktorym rozpuszczono analizowane probki. Pomiar prowadzono w kuwecie
kwarcowej o drodze optycznej 0.5 cm i1 objetosci 1200 pl. Do procesowania i analizowania

otrzymanych widm uzyto programu Origin 8.
Widma CD zostaly znormalizowane zgodnie ze wzorem:

Ae =0/(32980x C x 1)

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

C — stezenie probki [mol/L]

| - dtugos$¢ drogi optycznej [cm](184)

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach natywnych (PAGE)

Elektroforeze w warunkach niedenaturujagcych prowadzono Kkorzystajac z zestawu
Invitrogen firmy Termo Fisher Scientific, ktéry umieszczony byt w tazni lodowej. W
eksperymentach PAGE uzywano gotowych ptytek zelowych firmy Invitrogen o zawarto$ci
20% TBE i rozmiarze 10 cm x 10cm. Rozdziat prowadzono w buforze 0.5xTBE, przy
statym napieciu 180 V przez 2.5 h w temperaturze ~ 4 °C. Kazdg elektroforeze
poprzedzano preelektroforezg (30 minut). Odpowiednie ilosci oligonukleotydow (~851
pmol) rozpuszczone w buforze fosforanowym zawierajacym 150 mM NaCl lub 50 mM
KCI w probowkach typu eppendorf, w objgtosci 6 pl, ogrzewano przez 3 min w
temperaturze 95 °C i pozostawiano do wystygniecia. Probki obcigzano 50% glicerolem w
stosunku 1:3 (2 ul). Nastepnie 8 ul probki naktadano do osobnych kieszonek w ptytkach
zelowych. W kieszonkach pierwszej i ostatniej naktadano barwnik oraz wzorzec szybkos$ci
migracji DNA. Po zakonczonej elektroforezie zel wizualizowano w §wietle UV (254 nm,

zdjecie aparatem fotograficznym) a nastgpnie wybarwiano w roztworze NMM o stezeniu 1
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ug/ml przez 10 min. Obraz elektroforetyczny po wybarwianiu ligandem wizualizowano
przy uzycia skanera materiatow promieniotworczych i fluorescencyjnych Fuji FLA-5100
(dtugosé¢ fali wzbudzenia - 473 nm).

Rejestracja widm fluorescencyjnych

Widma fluorescencyjne zarejestrowano na spektrofotometrze JASCO J-815 CD w
temperaturze 25 °C w zakresie dtugosci fali 450-650 nm przy dlugosci fali wzbudzenia
wynoszacej 470 nm. Kazdy z pomiaréw powtarzano trzykrotnie w kuwetach kwarcowych
0 drodze optycznej 0.5 cm oraz szeroko$ci spektralnej 1.5 nm. Miareczkowanie
fluorescencyjne liganda (0-BMVC Ilub 0-BMVC-C3, otrzymanych w Zakladzie
Biomolekularnego NMR) przeprowadzono dodajac porcjami roztwor badanego
oligonukleotydu w buforze potasowym w zakresie stezen od 0-3.4 puM/L rejestrujac
wartosci emisji fluorescencji liganda przy 550 nm. Zebrane dane poddano nieliniowemu

dopasowaniu do ponizszego réwnania wyznaczajac state wigzania [Ka] oraz liczbe n.

— =1 1+n—— 1+n—) —4n—
A S Vo S T "

F Frina — 1| 1 ON j< 1 01v)2 ON

F - intensywnos¢ fluorescencji liganda przy badanym st¢zeniu oligonukleotydu
Fo - intensywnos$¢ fluorescencji liganda przy zerowym stezeniu oligonukleotydu
Ffinal - intensywno$¢ fluorescencji, gdy caly ligand jest zwigzany z RNA

L - suma stezenia liganda

ON - stezenie badanego oligonukleotydu

Ka — stata wigzania

n — liczba czasteczek liganda wigzaca si¢ do badanego oligonukleotydow

2.7. Synteza 0-BMVC-C3-CCC

Oligonukleotyd 0-BMVC-C3-CCC zostal zsyntezowany w Zaktadzie Biomolekularnego
NMR. Probke CCC modyfikowang grupg C6-aminowg rozpuszczono w buforze fosforanu
sodu (0.1 M, pH 7.0) nastgpnie dodano do niej 5-krotny molowy nadmiar estru 0-BMVC-
C3-NHS (zsyntezowany przez dr Baranowskiego) w DMSO. Mieszaning inkubowano w
temperaturze 37 °C bez dostgpu $wiatla przez noc. Koniugat 0-BMVC-C3-CCC
oddzielono od soli i wolnego 0-BMVC-C3-NHS przez stracanie 2% roztworem NaClOs w
acetonie.(185)
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