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mRNA
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NMR
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RNAI
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rtPCR
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antysensowe oligonukleotydy (ang. antisense oligonucleotides)
dichroizm kotowy (ang. circular dichroism)

system obrony organizméw prokariotycznych przed obcymi elementami
genetycznymi (ang. clustered regularly interspaced short palindromic
repeats- CRISPR associated)

test opoznionej migracji w zelu (ang. electrophoretic mobility shift assay)
5(6)-karboksyfluoresceina (ang. 5(6)-carboxyfluorescein)

Forsterowskie/fluorescencyjne rezonansowe przeniesienie energii (ang.
Férster/fluorescence resonance energy transfer)
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kwas  2-(N-morfolino)  etanosulfonowy  (ang.  2-(N-morpholino)-
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mate nickodujace RNA(ang. microRNA)

informacyjny RNA (ang. messenger RNA)
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fancuchowa reakcja polimeryzacji (ang. polymerase chain reaction)
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chain reaction)
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fancuchowa reakcja polimeryzacjiw czasie rzeczywistym (ang. real time
polymerase chain reaction)

selekcja in vitro (ang. systematic evolution of ligands by expotential
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I. CEL PRACY

Dominujaca dwuniciowg formg struktury kwasoéw nukleinowych jest prawoskretna
helisa. W okreslonych warunkach dwuniciowy DNA 1 RNA moze przybiera¢
niekanoniczne formy, zarowno prawoskretne (np. A-DNA), jak 1 lewoskretne (Z-DNA
czy Z-RNA). Poza tym, w RNA fragmenty dwuniciowe sg krotkie i1 rozdzielone przez
roznego typu motywy strukturalne, takie jak: spinka do wlosow, symetryczne i
niesymetryczne wybrzuszenia jedno- lub dwustronne, petle wewnetrzne. Wykazano
takze, ze w warunkach in vivo DNA 1 RNA moga wystgpowaé w postaci struktur
wyzszego rzedu. Naturalnie wystepujace rejony homopurynowo-homopirymidynowe
mogg przyjmowac strukture trojniciowg (H-DNA). Wiadomo, ze takie sekwencje sa
czgsto zlokalizowane w regionach promotorowych oraz kodujacych w genomach
organizmow eukariotycznych. W zwigzku z tym, trypleksy moga peli¢ wazne funkcje
biologiczne w komorce, na przyklad uczestnicza w hamowaniu replikacji, czy w
regulacji ekspresji genow. Dupleksy o rownolegtej orientacji nici roéwniez naleza do
niekanonicznych form kwasow nukleinowych, ktore moga wystepowac naturalnie w
roznych genomach. Struktury te powstajg przez oddzialywania dwoéch nici:
homopurynowej 1 homopirymidynowej, a ich stabilno$¢ jest determinowana glownie
przez rodzaj sekwencji, warunki pH oraz obecno$¢ modyfikacji chemicznych.
Wiadomo, Ze zréznicowanie strukturalne kwasow nukleinowych odgrywa istotng role
zarOwno w ich metabolizmie, jak 1 regulacji ekspresji genow. W tym kontekscie
poznanie struktury DNA 1 RNA oraz zrozumienie ich udzialu w procesach
komorkowych wydaje si¢ mie¢ kluczowe znaczenie. W dalszej perspektywie daje to
mozliwo$¢ rozwoju nowych strategii terapeutycznych 1 diagnostycznych, a takze
zrozumienia podioza molekularnego wielu chordéb genetycznych. Zdobyta wiedza
dotyczaca mechanizméw powstawania takich schorzen umozliwia zaprojektowanie
lekow, ktore pozwolg zapobiec ich rozwojowi. Majac na uwadze powyzsze informacije,
w pracy doktorskiej podjeto badania niekanonicznych form DNA i1 RNA, tj. struktur
trojniciowych (trypleksow) 1 duplekséw o rownoleglej orientacji nici (5'-3'/5'-3").

Gléwnym celem niniejszej pracy byly badania termodynamiczne, strukturalne oraz
badania in vitro trypleksow RNA 1 réwnolegtych duplekséw DNA 1 RNA, a takze

badania tryplekséw RNA z wykorzystaniem linii komérkowe;.
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Badania wykonane w ramach pracy doktorskiej przebiegaty dwutorowo, tzn.
rownolegle prowadzono badania trypleksow RNA oraz niekanonicznych rownolegtych
dupleksow DNA 1 RNA (Rys. 1). W zwigzku z powyzszym, wyznaczono cele
szczegdtowe pracy doktorskiej, ktore obejmowaty:

» okreslenie wplywu modyfikacji chemicznych 2-O-MeRNA, LNA i 2-
tiourydyny oraz L-rybonukleotydow na stabilno$¢ termodynamiczng oraz
zmiany topologii strukturalnej homo- 1 heterodupleksow DNA 1 RNA,

» okreslenie wptywu wielokrotnego podstawienia resztami LNA i 2-tiourydyny
oraz L-rybonukleotydow na stabilno$¢ termodynamiczng, zmiany strukturalne,
zdolno$¢ oddzialywania oraz wartos¢ stalej dysocjacji trypleksow RNA,

» okreslenie wptywu obecnosci innych biomolekut znajdujacych sie w ekstrakcie
cytoplazmatycznym z komoérek HelLa na powstawanie homo- i heterodupleksow
DNA i RNA,

» okreslenie wptywu trypleksow RNA na ekspresje genu GFP w linii komérkowej
HeLa.

W pierwszym etapie pracy doktorskiej okre§lono parametry termodynamiczne
zaroOwno trypleksow RNA zawierajacych wielokrotne podstawienia resztami typu LNA
1 2-tiourydyny oraz reszty L-rybonukleotydow, jak réwniez dupleksow w serii DNA,
RNA 1 2'-O-MeRNA posiadajacych pochodne typu LNA 1 2-tiourydyne oraz reszty L-
rybonukleotydow.

W dalszej cze$ci badan przeprowadzono analize strukturalng, aby przesledzic¢
zmiany topologii wszystkich badanych czasteczek. W tym celu wykorzystano trzy
metody spektroskopowe: dichroizm kolowy (CD), Forsterowskie/fluorescencyjne
rezonansowe przeniesienie energii (FRET) 1 spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR). Dwie ostatnie metody byly pomocne w okresleniu typu oddziatywan
wystepujacych w  strukturach homo- 1 heterodupleksow DNA 1 RNA oraz

heterochiralnych dupleksow.
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Niekanoniczne formy DNA i RNA

¥ R

rownolegle dupleksy DNA i RNA trypleksy RNA
5 3 s ¥
"||||||||||||||||||||||||l|| " 5' 00000 000000 000000 000000000 3'
) ? AR AR R AR AR RA RN
badania termodynamiczne badania termodynamiczne
metoda topnienia UV metoda topnienia UV

badanie strukturalne
metody spektroskopii CD, FRET i
NMR

badania strukturalne
metoda spektroskopii CD

badania struktu’ralne badania in vitro
w ekstraktach komorkowych metoda EMSA
metoda spektroskopii FRET ‘

badania na linii komorkowej HeLa
metoda gPCR

Rysunek 1. Schemat badan realizowanych w ramach pracy doktorskie;.

Kolejnym zadaniem bylo przeprowadzenie eksperymentéw biologicznych, w celu
okreslenia zdolnosci do oddziatywania oligonukleotydow tworzacych trypleksy (TFO)
ze spinkg RNA oraz wyznaczenie stalych wigzania TFO-spinka RNA.

Na podstawie otrzymanych danych termodynamicznych i strukturalnych, a takze
wynikow badan biologicznych w ostatnim etapie realizacji pracy doktorskiej
sprawdzono, czy wybrane warianty trypleksow RNA moga wplywaé na regulacje
ekspresji reporterowego genu GFP w linii komorkowej HelLa.

W rozprawie doktorskiej wykazano, ze powstawanie niekanonicznych form DNA 1

RNA jest mozliwe w okreslonych warunkach, a ich stabilno§¢ termodynamiczng i
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biologiczng determinuja czynniki, takie jak: rodzaj sekwencji (homopurynowa Ilub
homopirymidynowa), obecno$¢ modyfikacji chemicznych, obecno$¢ innych czasteczek,
a takze warunki pH.

Polagczenie chemii syntetycznej, termodynamicznej analizy topnienia UV,
dichroizmu kotowego, spektroskopii fluorescencyjnej oraz metod hodowli komorkowe;j
pozwolito uzyska¢ globalny obraz formowania si¢ niekanonicznych struktur DNA i

RNA, tj. trypleksow RNA oraz réwnolegtych dupleksow DNA i RNA.
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STRESZCZENIE

II. STRESZCZENIE

W DNA wystepuja gtownie dwuniciowe fragmenty helikalne, a prawoskretna
forma B-DNA jest najczesciej spotykang forma strukturalng. W przypadku RNA,
odcinki dwuniciowe sg zwykle krotkie (zawieraja 5-8 par zasad) 1 wystepuja w nich
roznego typu motywy strukturalne, takie jak: spinka do wloséw, symetryczne i
niesymetryczne wybrzuszenia jedno- lub dwustronne, petle wewngtrzne, niesparowane
konce. Polimorfizm strukturalny kwaséw nukleinowych sprawia, ze moga one
przybiera¢ roznorodne formy w zaleznosci od kontekstu sekwencyjnego, warunkow
srodowiska, obecnos$ci innych czasteczek 1/lub modyfikacji chemicznych. Przyktadami
niekanonicznych form DNA 1 RNA s3 dupleksy o rownolegtej orientacji nici, struktury
trojniciowe nazywane trypleksami czy struktury czteroniciowe zwane kwadrupleksami.

Tworzenie struktury trypleksu w warunkach in vivo zostalo dobrze
udokumentowane 1 jest determinowane wystepowaniem odpowiednio dlugich ciggow
nici homopurynowo-homopirymidynowych. Powstawanie takich form jest wynikiem
zmian konformacyjnych zachodzacych w dupleksie, w wyniku, ktérych mozliwe jest
przytaczenie trzeciej nici oligonukleotydowej w bruzdzie wigkszej helisy. Lancuch
RNA lub DNA zdolny do specyficznego wigzania si¢ z podwdjng helisg jest okreslany
mianem oligonukleotydu tworzacego trypleks (TFO). Wykazano, ze wymuszenie
tworzenia tych niekanonicznych form poprzez wprowadzenie do komorki
syntetycznych oligonukleotydow TFO, komplementarnych do docelowej sekwencji
moze znalez¢ zastosowanie w biologii molekularnej, jak rowniez w diagnostyce lub
terapii.

Potwierdzono rowniez wystgpowanie w warunkach naturalnych dupleksow DNA i
RNA o réwnoleglej polarnosci nici (5'-3'/5'-3"). Zaobserwowano, ze rownolegte odcinki
kwasow nukleinowych wystepuja w okreslonych regionach chromosomoéw oraz
zidentyfikowano je w genomach roéznych organizmow. Stwierdzono, ze roéwnolegle
dupleksy moga odgrywac kluczowa rolg w roznorodnych procesach biologicznych
wewnatrz komorki, na przyktad regulacji ekspresji genow. Ponadto, takie struktury
charakteryzujg si¢ specyficznymi wilasciwosciami w poréwnaniu z kanonicznymi
dupleksami, m.in.: odmiennym systemem hybrydyzacji (specyficznym dla sekwencji),
duza wrazliwoscia na zmiany S$rodowiska, a takze zwigkszong odpornoscia na

degradacje enzymatyczng w S$rodowisku komoérkowym. Dlatego stanowig one
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interesujacy obiekt badawczy z uwagi na ich potencjalne zastosowanie w biologii
molekularnej, biomedycynie 1 terapii oligonukleotydowej. Obecna wiedza o
wilasciwosciach  strukturalnych kwaséw nukleinowych stanowi podstawe do
projektowania 1 opracowywania strategii opartych na oligonukleotydach.

W  rozprawie doktorskiej przedstawiono badania dotyczace powstawania
niekanonicznych form kwaséw nukleinowych oraz ich stabilnosci. Poniewaz badania
realizowane w trakcie doktoratu przebiegaty dwutorowo, postanowiono podzieli¢ je na
dwie gtowne czesci pod wzgledem przedmiotu badawczego 1 stosowanej metodologii, a
mianowicie dotyczace: trypleksow RNA oraz rownoleglych dupleksow DNA 1 RNA.
Niektoére z metod wykorzystane w badaniach obu struktur byly takie same, to znaczy, w
obu przypadkach parametry termodynamiczne wyznaczono metoda topnienia UV a
analize strukturalng wykonano za pomocg spektroskopii dichroizmu kolowego.
Dodatkowo, w badaniach strukturalnych réwnolegltych dupleksow DNA 1 RNA
wykorzystano technikg spektroskopii fluorescencyjnej (zjawisko FRET) oraz
spektroskopie NMR. Natomiast, badania biologiczne dotyczace trypleksow RNA
zrealizowano przy zastosowaniu testu opdznionej migracji w zelu (EMSA) oraz z
wykorzystaniem linii komoérkowej HeLa 1 metody ilosciowego PCR (qPCR).

W pierwszym etapie pracy doktorskiej zaprojektowano oraz przygotowano
niemodyfikowane 1 modyfikowane oligonukleotydy stuzace, jako modelowe czasteczki
do zaplanowanych badan. Nastepnie, w badaniach temperatur topnienia wyznaczono
parametry termodynamiczne trypleksow RNA zawierajacych wielokrotne podstawienia
resztami LNA 1 2-tiourydyny, a takze wariantow z resztami L-rybonukleotydow.
Rownolegle, w eksperymentach topnienia UV okre§lono rowniez wplyw podstawienia
resztami LNA, 2-tiourydyny 1 2’-O-MeRNA oraz L-enancjomeru RNA na stabilnos¢
termodynamiczng dupleksow DNA 1 RNA. Przeprowadzone badania dostarczyty
szczegolowych informacji na temat wpltywu réznych modyfikacji chemicznych na
trwalo§¢ termodynamiczng trypleksow RNA oraz dupleksow DNA 1 RNA.
Stwierdzono, ze wprowadzenie reszt LNA, 2'-O-MeRNA 1 2-tiourydyny korzystnie
wplywa na stabilno$¢ badanych struktur, podczas gdy obecno$¢ reszty L-rybozy
powoduje efekt destabilizacyjny.

Kolejnym zadaniem bylo wykonanie widm CD w celu okre§lenia zmian
strukturalnych badanych trypleksow RNA oraz dupleksow DNA i RNA. Dodatkowo,
pomiary fluorescencyjne dostarczyly informacji o polarnosci nici badanych dupleksow

DNA 1 RNA. Na tej podstawie wykazano, ze rownolegte dupleksy w serii DNA, RNA 1
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2'-O-MeRNA tworzg si¢ w zaleznosci od warunkow S$rodowiska. Innymi stowy,
struktury dwuniciowe o orientacji nici 5'-3'/5'-3" sg preferowang formg w warunkach
kwasowych, podczas gdy w obojetnym pH nie wszystkie warianty dupleksow maja
rownolegla polarno$¢ nici. Natomiast, analiza NMR umozliwila okreslenie wptywu
zastgpienia naturalnej reszty rybozy jej L-enancjomerem na strukture heterochiralnych
dupleksow. Wykazano, ze dwa oligonukleotydy zawierajace reszty rybozy bedace
lustrzanymi odbiciami (L- 1 D-enancjomery) moga ze sobg oddzialywaé i tworzy¢
strukture dupleksu.

W dalszej cz¢$ci niniejszej pracy wykonano badania zdolnosci oddziatywania
oligomeréow TFO ze spinka RNA, w celu oceny wpltywu modyfikacji chemicznych i
warunkow pH na stabilnos¢ badanych trypleksow RNA. Informacje uzyskane na tym
etapie pozwolity wyloni¢ najlepsze trypleksy, odznaczajace si¢ duzg trwaloSciag w
warunkach obojetnego pH, ktére nastepnie wykorzystano do wyznaczenia stalej
wigzania TFO-spinka RNA za pomocg techniki EMSA.

Dane otrzymane w badaniach termodynamicznych, strukturalnych 1 biologicznych
trypleksow RNA wykorzystano do zaprojektowania 1 przeprowadzenia eksperymentow
na linii komorkowej HelLa. Dodatkowo, w eksperymentach komoérkowych
wykorzystano warianty trypleksOw zawierajace analogi PNA, o ktérych wiadomo, ze sg
odporne na degradacje przez enzymy wewnatrzkomérkowe. Ocena iloSciowa wplywu
wybranych wariantow trypleksow RNA na poziom ekspresji reporterowego genu GFP
w linii komoérkowej HeLa byla wykonana przy uzyciu techniki qPCR. Badania te
stanowily ostatni etap realizacji pracy doktorskiej. Biorgc pod uwage wyniki otrzymane
na tym etapie pokazano, ze wybrane warianty tryplekséw w réoznym stopniu mogg
regulowac¢ ekspresje genu GFP. Wszystkie badane warianty powodowaty obnizenie
poziomu ekspresji genu GFP wzgledem kontroli, jednakze nie znaleziono prostej
korelacji pomigdzy liczbg podstawien typu LNA 1 2-tiourydyny a poziomem regulacji
ekspresji genu GFP.

Szczegdlowa analiza danych termodynamicznych 1 strukturalnych pozwolila
stwierdzi¢, ze wprowadzenie reszt LNA, 2-O-MeRNA 1 2-tiourydyny oraz L-rybozy
miato duzy wpltyw na trwalo$¢ termodynamiczng oraz struktur¢ zarowno badanych
dupleksow DNA 1 RNA, jak rowniez trypleksow RNA. Wykazano, ze obecnosc
wymienionych modyfikacji wplywa na modulacj¢ stabilnosci biologicznej trypleksow
RNA oraz na specyficzno$¢ oddzialywania oligomeréw TFO ze spinka RNA. Co

cieckawe, wykazano, ze oligonukleotydy zawierajace reszt¢ L-rybonukleotydowa moga
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tworzy¢ struktury dwuniciowe oraz trojniciowe, jednak ich stabilno$¢ jest obnizona w
porownaniu z ich naturalnymi odpowiednikami. W pracy pokazano rowniez, ze
biomolekuty obecne w ekstrakcie komérkowym nie maja duzego wplywu na
powstawanie rownolegtych dupleksow DNA 1 RNA. Ponadto, przeprowadzone
eksperymenty z wykorzystaniem linii komérkowej Hela pozwolity stwierdzi¢, ze
wybrane warianty trypleksow RNA mogg wplywac¢ na regulacje ekspresji okreslonego

genu.
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IHI. ABSTRACT

DNA exists as a double helical structure, called B helix, which is the most common
structure. In native RNA, double-stranded helical regions are short (on average 5—7 base
pairs long) and RNA contains many different structural motifs, such as: hairpins,
symmetrical and asymmetrical single or double nucleotide bulges, internal loops. The
polymorphic nature of nucleic acids allows to adopt a variety of structures depending on
the sequences, the local environment, the presence of molecules or chemical
modifications. For examples, DNA and RNA can form parallel-stranded duplexes, triple
helical structures (triplexes) or four-stranded structures (quadruplexes).

The formation of triplexes in vivo has been well documented and is determined by
the presence of long homopurine-homopyrimidine tracts. The formation of these
structures is the result of conformational changes in duplex, that allow to the binding of
a third strand within the major groove of the helix. RNA or DNA molecule that is able
to specific binding to double helix is called triplex forming oligonucleotide (TFO). It
has been shown that the formation of these noncanonical forms by introducing of the
synthetic TFO oligonucleotides into the cell, may have application in molecular
biology, diagnostics or therapy.

The occurrence of DNA and RNA duplexes with parallel-strands orientation (5'-3"/
5'-3") in nature has been confirmed. It has been observed that parallel stretches of
nucleic acids are present in specific regions of chromosomes and have been found in
different genomes. Parallel duplexes may play a key role in the various biological
processes within the cell, such as: the regulation of gene expression. Furthermore, these
structures have certain advantages over the canonical duplexes, including: the unique
hybridization in a sequence specific manner, the high sensitivity to environmental
changes, and the increased resistance to degradation in the cellular environment.
Therefore, they are an interesting tools because of their potential applications in
molecular biology, biomedicine and oligonucleotide therapy. The current knowledge of
the structural properties of nucleic acids is the basis for design and development of
oligonucleotide-based strategies.

Described herein research was focused on the formation of the noncanonical
structures of nucleic acids and their stability. The research of this thesis were conducted

and divided into two main parts depending on the research subject and methodology,
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i.e. RNA triplexes and parallel-stranded DNA and RNA duplexes. Thermodynamic
parameters of triplexes and duplexes were determined by UV melting and the structural
analysis was performed by circular dichroism spectroscopy. In addition, the structural
studies of parallel-stranded DNA and RNA duplexes were performed by fluorescence
spectroscopy (FRET) and NMR spectroscopy. Besides, the biological properties of
RNA triplexes were determined by EMSA method and by HeLa cell lines experiments
and qPCR technique.

In the first stage of the project, unmodified and modified oligonucleotides were
designed and synthesized. Next, the thermodynamic studies of RNA triplexes
containing multiple incorporation of LNA and 2-thiouridine residues or L-
ribonucleotide residues were conducted using UV/VIS melting method. At the same
time, the influence of LNA, 2-thiouridine and 2'-O-MeRNA or L-ribonucleotide
residues on thermodynamic stability of DNA and RNA duplexes, was determined.
Thermodynamic studies confirmed the influence of various chemical modifications on
thermodynamic stability of RNA triplexes as well as of DNA and RNA duplexes. It has
been found that the introduction of LNA, 2'-O-MeRNA and 2-thiouridine residues
increased the stability of these structures, while the presence of the L-ribose residue
resulted in destabilization.

In the next stage of the thesis, the conformational changes in the structural topology
of RNA triplexes as well as DNA and RNA duplexes were monitored by CD
spectroscopy. In addition, the fluorescence measurements that allowed for
determination of the polarity of strands of DNA and RNA duplexes were conducted. It
has been confirmed that the formation of parallel-stranded duplexes in DNA, RNA and
2'-O-MeRNA series depends on pH conditions. The duplexes with 5'-3'/ 5'-3' strands
orientation formed under acidic conditions, while under neutral conditions not all of
duplexes had parallel strands polarity. Moreover, NMR spectroscopy allowed
determination of the influence of L-ribonucleoside on the structure of heterochiral
duplexes. It has been shown that two oligonucleotides containing L- and D-enantiomers
of ribose can interact and form heterochiral duplex.

In the next stage of the thesis, the binding affinity of TFO variants to the RNA
hairpin, which allowed determination of the influence of chemical modifications and pH
conditions on stability of RNA triplexes, were performed. The EMSA experiments

enabled to obtain the information about the stability of triplexes under neutral
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conditions. The triplexes variants characterized by the highest stability under neutral
conditions, were chosen for determination of dissociation constant by EMSA method.

Data obtained in thermodynamic, structural and biological studies of RNA triplexes
were used to design and perform experiments on HeLa cell lines. In this part of the
research RNA triplexes containing PNA analog were also used. The quantitative
analysis of the effect of selected RNA triplexes on the expression of the GFP reporter
gene in HeLa cell lines, was performed using the qPCR technique. The results revealed
the different effects of RNA triplexes on the expression of GFP gene. All tested
triplexes resulted in a decrease in GFP gene expression relative to the control probe, but
no simple correlation was found between the number of LNA and 2-thiouridine
substitutions and deregulation of GFP gene expression.

Detailed analysis of thermodynamic and structural data revealed that the
incorporation of LNA, 2'-O-MeRNA and 2-thiouridine residues or L-ribonucleotide had
a strong influence on thermodynamic stability and structure of both DNA and RNA
duplexes as well as RNA triplexes. It has been shown that the presence of these
modifications affected the modulation of biological stability of RNA triplexes and the
specificity of TFO-RNA hairpin interactions. Interestingly, oligonucleotides containing
L-ribonucleotide residues formed double-stranded and triple-stranded structures, but
their stability was reduced compared to their natural counterparts. The results also
showed that the molecules present in cellular extracts had no significant influence on
the formation of parallel-stranded DNA and RNA duplexes. In addition, the data from
HeLa cell lines experiments revealed that RNA triplexes can be used to regulate gene

expression.
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IV. CZESC LITERATUROWA

1. Wstep

Informacja genetyczna jest zakodowana w kwasie deoksyrybonukleinowym
(DNA). W genomie cztowieka znajduje si¢ okolo 30 000 gendéw. Gdy gen ulega
ekspresji, informacja zawarta w sekwencji nukleotydowej DNA zostaje przepisana w
procesie transkrypcji na okoto 85 000 roéznych czasteczek matrycowego kwasu
rybonukleinowego (mRNA). Nastepnie sekwencja nukleotydow w mRNA jest
thumaczona (w procesie okreslanym mianem translacji) z udzialem rybosomow i
szeregu innych czasteczek na odpowiednig sekwencj¢ aminokwasow budujacych
biatko. Podczas ekspresji gendw mozliwe jest wystgpowanie btedéw podczas
przepisywania, ktore powodujg m.in. zaburzenia procesu transkrypcji. W nastgpstwie
moze dochodzi¢ do powstania niewtasciwego transkryptu lub nieprawidlowe;j jego
ilosci. W efekcie tych zmian zostaje zahamowana biosynteza biatka, powstaje
niefunkcjonalne biatko, albo jego poziom w komorce zostaje obnizony lub
podwyzszony. Takie nieprawidlowosci sg jedna z przyczyn powaznych choréb o
podiozu genetycznym. Dlatego kontrola oraz mozliwos¢ regulacji ekspresji gendw na
etapie transkrypcji lub translacji pozwala na rozwdj nowych strategii terapeutycznych
oraz projektowanie skutecznych lekdw nowej generacji.

W ostatnim czasie zainteresowanie nauki ochrong zdrowia czlowieka wyraznie
wzrosto. Cheg¢ poprawy jakosci zycia cztowieka wigze si¢ z leczeniem powszechnie
wystepujacych schorzen. Profilaktyka zdrowotna wigze si¢ m.in. z konieczno$cig
poszukiwania nowych, skutecznych lekéw. Tradycyjne farmaceutyki zwykle oddziatujg
bezposrednio z biatkiem powodujagcym okreslone zaburzenie. Natomiast leki nowe;j
generacji, oparte o narzedzia oligonukleotydowe, sg projektowane tak, aby oddziatywac
z mRNA Iub genem kodujagcym zmutowane biatko. Ogodlnie, rozwoj biologii
molekularnej umozliwit poznawanie nowych znacznikdéw (np. mutacji) takich schorzen,
lepsze zrozumienie procesow odpowiadajacych za ich powstawanie, a takze tworzenie
nowych metod leczenia. Na pewno poznanie sekwencji genomoéw bakteryjnych,
wirusowych, a przede wszystkim cztowieka (HGP, ang. Human Genome Project) [1]
zaowocowalo powstaniem nieocenionego zrodia informacji dla nauk biologicznych i

medycznych. Przyktadowo, poznanie uszkodzen genow determinujacych powstawanie
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chorob pozwala na rozwijanie 1 opracowywanie nowatorskich technik leczniczych, na
przyktad terapii genowej. W projektowaniu lekow opartych na kwasach nukleinowych
wykorzystuje si¢ znajomo$¢ sekwencji DNA bez potrzeby dhlugotrwatych analiz
struktury docelowego biatka, co jest konieczne w tradycyjnych metodach leczenia.
Obecnie stosowane techniki biologii molekularnej otwieraja droge do usuwania
nieprawidlowych pod wzgledem genetycznym komorek, zwigkszania puli zdrowych

komorek lub blokowania ekspresji zmutowanego genu.

2. Oligonukleotydy DNA i RNA jako skuteczne narze¢dzia molekularne

Zastosowanie oligonukleotydow, jako potencjalnych narz¢dzi diagnostycznych i
terapeutycznych oparte jest na zrozumieniu mechanizméw biologicznych, przede
wszystkim: transkrypcji, translacji, potranslacyjnej modyfikacji bialek oraz blokowania
funkcji tych biomolekut. W ostatnich kilkunastu latach dokonat si¢ znaczny postep w
kierunku zwigkszenia, w warunkach in vivo, trwalos$ci terapeutykdw opartych na
kwasach nukleinowych. Modyfikacje naturalnie wystepujacych katalitycznych RNA,
poszukiwania nowych RNA i DNA o pozadanych wiasciwosciach oraz opracowywanie
nowych systemow utatwiajacych wprowadzenie oligonukleotydow do komorki budzi
duze zainteresowanie o$rodkow badawczych na catym $wiecie. Dlatego mozna
oczekiwac, ze w najblizszym czasie syntetyczne oligonukleotydy stang si¢ skutecznymi
narzedziami wykorzystywanymi w diagnostyce oraz terapii.

Ogo6lnie mozna wyr6zni¢ nastepujgce podejscia oparte na kwasach nukleinowych w
zaleznosci od wybranej koncepcji badawczej czy terapeutycznej:

» strategia oparta na antysensowych oligonukleotydach (ASO, Rys. 2A),
strategia oparta na rybozymach (Rys. 2B),
strategia oparta na aptamerach (Rys. 2C),
strategia oparta na zjawisku interferencji RNA (RNA1),
strategia w oparciu o system CRISPR-Cas,

YV V. V V V

strategia antygenowa (Rys. 2D).
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Rysunek 2. Schemat wybranych strategii opartych na kwasach nukleinowych: antysensowej
(A), rybozymowej (B), aptamerowej (C) 1 antygenowej (D) (zmodyfikowane, [2]).

3. Strategia oparta na antysensowych oligonukleotydach (ASQO)

Pierwsze dane dotyczace zastosowania egzogennego fragmentu jednoniciowego
DNA komplementarnego do sekwencji mRNA pochodzag z 1977 [3]. Kuff 1
wspoOlpracownicy zaobserwowali zahamowanie transkrypcji 1 syntezy biatka przez
przytaczenie komplementarnej czasteczki DNA do mRNA. Powstaty dupleks (hybryda)
DNA/mRNA nie jest rozpoznawany przez maszyneri¢ komdorkowag i nie ulega translacji.
Dupleks DNA/mRNA moze rowniez aktywowac¢ dzialanie enzymu rybonukleazy H
(RNazy H), ktora przecina mRNA 1 dochodzi do jego degradacji, a w konsekwencji
proces biosyntezy biatka jest niemozliwy [3]. W roku 1978 Zamecnik 1 Stephenson
opisali wyniki swoich badan, w ktorych sprawdzili wptyw 13 nukleotydowych
fragmentébw DNA na namnazanie wirusa mig¢saka Rousa [4]. Do hodowli kurzych
fibroblastow zainfekowanych wirusem migsaka Rousa dodawali syntetyczny DNA
komplementarny do RNA wirusa. Badacze zaobserwowali zahamowanie powstawania
nowych czasteczek wirusa i transformacji nowotworowej komorek kurzych. Dane
opisane powyze] to pierwsze opublikowane przyklady $wiadczace o mozliwosci
wykorzystania syntetycznych oligonukleotydow o specyficznej sekwencji do
zahamowania biosyntezy biatek.

Antysensowe konstrukty oligonukleotydowe stanowig krotkie (12-30-merowe),
jednoniciowe kwasy nukleinowe, ktoére wigzg si¢ do RNA lub DNA przez parowanie
zasad wg modelu Watsona-Cricka [5]. Syntetyczne oligonukleotydy s3 projektowane
tak, aby oddzialywaly z sekwencja docelowa w sposob specyficzny sekwencyjnie. ASO

oddzialuje z sekwencja sensowej na zasadzie komplementarnosci, stad przyjeto
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okreslenie ,,antysensowe oligonukleotydy”. Wigzanie ASO do docelowego fragmentu
RNA lub DNA moze powodowa¢ zahamowanie procesu replikacji, transkrypcji lub
translacji. Te czasteczki zasadniczo mogg dziata¢ w dwojaki sposob. Po pierwsze, w
wyniku przylaczenia antysensowego oligonukleotydu powstaje dupleks DNA/RNA.
Heterodupleks jest rozpoznawany przez endogenny enzym RNaz¢ H, ktory hydrolizuje
czasteczke RNA w obrebie dupleksu. W ten sposob biosynteza biatka zostaje
zablokowana przez degradacje jego matrycy. Po drugie, zwigzany ASO stanowi zawade
steryczng dla rybosomu, utrudniajgc jego przylaczenie lub przesuwanie wzdtuz mRNA,
co skutkuje obnizeniem wydajnosci translacji. ASO moga by¢ rowniez stosowane w
regulacji procesu sktadania genéw oraz do zmian poliadenylacji [5].

Antysensowe oligonukleotydy powinny charakteryzowa¢ si¢ nastgpujacymi
cechami:

» latwo przenika¢ przez blon¢ komorkowa tak, aby dotrze¢ do docelowych

fragmentow RNA lub DNA,

» wysoka specyficznosciag wigzania si¢ do docelowego RNA Iub DNA, aby

zminimalizowa¢ niespecyficzne oddzialywania z innymi fragmentami RNA lub
DNA,

» stabilnoscig i odpornosciag na dzialanie zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych

enzymow nukleolitycznych.

Efektywnos$¢ dziatania antysensowych oligonukleotydow determinowana jest przez
wiele czynnikow, sposrod ktorych, jednym z najistotniejszych jest stabilno$¢ w
srodowisku komorkowym. W celu zwigkszenia stabilno$ci 1 odpornosci ASO na
hydroliz¢ enzymatyczng, a tym samym polepszenia ich wiasciwosci biologicznych,
stosuje si¢ optymalng dlugos¢ ASO (15-20 nukleotydow) oraz rdézne rodzaje
modyfikacji chemicznych. Przyktadowo, modyfikacje w obregbie wigzania
internukleotydowego, w ktoérych niewigzacy atom tlenu zostaje zastagpiony atomem
siarki (tiofosforany, PS, Rys. 3A) [6], grupg metylowa (metylofosforany, Rys. 3B) [7],
borowodorowg BH3 (boranofosforany, BP, Rys. 3C) [8], czy aminowg (amidofosforany,
Rys. 3D) [9]. Innymi przyktadami chemicznie modyfikowanych oligonukleotydéw o
zwigkszonej stabilnosci enzymatycznej sg pochodne 2'-metoksyetylowe (Rys. 4) [10]
oraz analogi nukleozydowe, na przyklad kwasy nukleinowe o usztywnionej konformacji
pierscienia rybozy (LNA, Rys. 4), w ktorych modyfikacji podlega pierscien cukrowy
[11].
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A ﬁ B C|:H3 C BH, D r|\|H2
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Rysunek 3. Wzory strukturalne: triofosforanu (A), metylofosfonianu (B), boranofosforanu (C) i
amidofosforanu (D).

nukleozyd o usztywnionej
konformacji pierscienia rybozy
(LNA)

2'-O-metoksyetylorybonukleozyd

Rysunek 4. Wzory strukturalne modyfikowanych nukleozydow.

Oproécz stabilnosci biologicznej antysensowych oligonukleotydow w warunkach in
vivo, waznym czynnikiem determinujacymi efektywno$¢ ich dziatania jest rowniez
wnikanie do wnetrza komorki. Dla ulatwienia transportu ASO przez blony komorkowe
opracowano kilka metod, m.in. potgczenie oligonukleotydéw z dodatnio natadowanymi
czasteczkami, na przyklad: polilizyng [12] lub awidyng [13]oraz modyfikowanie ASO
zwigzkami o charakterze lipofilowym, na przyklad cholesterolem. Strategia
antysensowych oligonukleotydow jest trudna w zastosowaniu, poniewaz szereg
czynnikdOw warunkuje jej powodzenie. Jednak wiele modyfikacji chemicznych
umozliwito zmiang wlasciwosci tych czasteczek, co pozwala przypuszczaé, ze
medyczne wykorzystanie ASO bedzie coraz powszechniejsze. Obecnie testowane
mozliwosci zastosowania terapii opartej na ASO dotyczg glownie onkologii, chorob
neurologicznych, angioplastyki naczyn wiefcowych oraz leczenia niektorych chorob

wirusowych 1 pasozytniczych [15].
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4. Strategia oparta na katalitycznych kwasach nukleinowych (rybozymach

i deoksyrybozymach)

W latach 80-tych XX wieku odkryto, ze kwasy nukleinowe oprdcz przenoszenia
informacji genetycznej, podobnie jak enzymy, moga peti¢ funkcje katalityczne [16].
Podczas badan procesu sktadania RNA (ang. splicing) majacych na celu wykrycie
enzymu katalizujagcego wycinanie intronéw u orzgska Tetrahymena thermophila, Cech
zaobserwowat, ze proces ten zachodzi rowniez pod nieobecno$¢ biatek. Ta obserwacja
stanowita dowod na to, ze samo RNA w okreslonych warunkach moze wykazywac
wlasciwos$ci enzymatyczne. W tym samym czasie podobne wnioski wyciagnat Altman
w trakcie badan nad dojrzewaniem tRNA w rybosomach [17]. Czasteczki RNA o
wiasciwosciach katalitycznych nazwano rybozymami, a w 1989 roku obaj naukowcy
zostali uhonorowani za swoja pracg Nagroda Nobla w dziedzinie chemii. Odkrycie
rybozymow stanowito przelom w badaniach mechanizmu katalizy enzymatycznej 1
doprowadzito do zidentyfikowania katalitycznych RNA u wielu organizméw. Ponadto,
Breaker i Joyce odkryli, ze w specyficznych warunkach rowniez czasteczka DNA moze
by¢ enzymem [18].

Kwasy nukleinowe o aktywno$ci katalitycznej mozna podzieli€ na dwie
podstawowe grupy. Do pierwszej zalicza si¢ katalityczne RNA (rybozymy) zdolne do
enzymatycznego rozcinania zdefiniowanych RNA, wystepujace w systemach
naturalnych. Natomiast druga grupa obejmuje katalityczne DNA nazywane
deoksyrybozymami lub DNAzymami, otrzymywane na drodze selekcji in vitro
(SELEX) [19]. Proces SELEX polega na wybiorczej selekcji 1 amplifikacji kwasow
nukleinowych o pozadanych wlasciwosciach z przygotowanej puli krétkich losowych
sekwencji DNA lub RNA. W metodzie SELEX mozna wyr6zni€ trzy glowne etapy: 1)
przygotowanie  pelnej  biblioteki sekwencji RNA lub DNA  (biblioteki
kombinatorycznej), ii) selekcja oligonukleotydéw o okreslonych wiasciwosciach, iii)
powielenie wyselekcjonowanych czasteczek metodami biologii molekularnej [20].

Rybozymy mozna podzieli¢ na kilka klas ze wzgledu na rodzaj produktow
katalizowanej przez nie reakcji oraz strukturg czasteczki. W ramach tego podziatu
wyr6zni¢ mozna introny grupy [ i II, rybozymy typu ,glowy milotka” (ang.
hammerhead), rybozymy typu ,spinki” (ang. hairpin), rybonukleaze P (RNaza P),
rybozymy wirusa zapalenia watroby typu D (HDV, ang. hepatitis delta virus),
rybozymy typu Varkud Satellite (VS) oraz spliceosomy 1 makrokompleksy

rybonukleoproteinowe. Inna klasyfikacja rybozymow opiera si¢ na wielkosci
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czasteczek. Istnieja rybozymy mate o niezbyt skomplikowanej budowie oraz rybozymy
duze, skladajace si¢ z licznych petli 1 czgsci helikalnych.

DNazymy zdolne s3 do katalizowania ro6znorodnych reakcji chemicznych.
Wigkszos¢ znanych obecnie DNAzymow katalizuje reakcje rozcinania docelowych
czasteczek RNA przez hydrolize/transestryfikacje oraz reakcje ligacji dwoch
fragmentéw DNA lub RNA [21]. Jednak, znane sg takze DNAzymy majace zdolnos¢
modyfikacji reszt aminokwasowych w peptydach, wykazujace aktywnos$¢ enzymow
fosfatazy 1 kinazy. Ponadto, wyst¢puja takie deoksyrybozymy, ktére prowadza do
utworzenia wigzania pomig¢dzy dwoma atomami wegla (reakcja Dielsa-Aldera).
Interesujgcym przyktadem aktywnos$ci katalitycznej DNA jest zdolno$¢ do naprawy
(rozdzielenia) dimerow pirymidynowych powstajacych wskutek ekspozycji na
promieniowanie ultrafioletowe. Poza tym, niektore DNAzymy wykazuja zdolnos¢ do
autokatalizy, w reakcji autofosforylacji, autoadenylacji z wytworzeniem wigzania 5'-5’
trifosforanowego oraz autodepurynacji [21]. Warto zaznaczy¢, ze DNAzymy
odznaczaja si¢ wigksza stabilno$cig w Srodowisku komorkowym w poréwnaniu z
rybozymami, takze cechujg si¢ wysoka efektywnoscia, a ich synteza jest szybka i tania.

Efektywno$¢ dziatania aktywnych katalitycznie RNA 1 DNA zalezy od wielu
czynnikow. Przy projektowaniu sg przede wszystkim brane pod uwage zdolnos¢
czasteczki docelowej do wigzania komplementarnych oligonukleotydow oraz region
rozpoznawany przez rybozym lub DNAzym. Istotne jest, aby ten rejon charakteryzowat
si¢ duza zachowawczos$cig sekwencji [19]. Kolejnym waznym czynnikiem jest sposéb
dostarczenia katalitycznego RNA lub DNA do komodrki oraz jego polaczenie z
docelowa czasteczka RNA. Rybozymy moga by¢ wprowadzone do komorki w sposéb
bezposredni lub moga by¢ dostarczone w formie odpowiednio przygotowanego wektora
ekspresyjnego, ktory w komorce ulega transkrypcji. Bezposrednie wprowadzenie
rybozymu do komoérki wymaga obecnosci nosnika, najczesciej sg to kationowe lipidy 1
liposomy, ktore tworza kompleksy z RNA 1 wnikaja na drodze endocytozy do wnetrza
komorki. Nastepnie dochodzi do uwolnienia czasteczki rybozymu z pegcherzyka
endosomalnego [22]. Aby prawidlowo zaprojektowac rybozymy lub deoksyrybozymy
nalezy rowniez pamigta¢ o zachowaniu sekwencji wystepujacej preferencyjnie w
obregbie miejsca ciecia, na przyktad dla rybozymu typu hammerhead jest to 5'-NUH-3’,
gdzie N oznacza dowolny nukleotyd, natomiast H oznacza kazdy nukleotyd z
wyjatkiem G [23], dla rybozymu typu hairpin jest to 5-GUC-3' [24]. Stabilnos¢

rybozymoéw 1 DNAzymoéw w obecnosci nukleaz komorkowych jest takze bardzo
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istotnym czynnikiem wplywajacym na aktywnos$¢ katalityczng tych czasteczek.
Zwigkszenie ich trwalo$ci umozliwia wydtuzenie czasu dzialania, a w konsekwencji
pozwala na zmniejszenie ilo$ci rybozymu wprowadzanego do komorki. Zastosowanie
modyfikacji  chemicznych, podobnie jak w  przypadku antysensowych
oligonukleotydow, pozwala na poprawe stabilnosci rybozymow i1 DNAzymow.
Przyktadami wykorzystywanych modyfikacji s3 m.in.: podstawienie w pozycji 2'-
hydroksylowej rybozy grupa metylowa, aminowg lub fluorem oraz wprowadzenie
tymidyny tworzacej wigzania 3'-3' na koncu 3’ czasteczki rybozymu [25].

Spektrum zastosowan katalitycznych kwasé6w nukleinowych jest bardzo szerokie,
poczawszy od biologii molekularnej 1 biotechnologii, skonczywszy na medycynie.
Rybozymy 1 DNazymy stanowia przede wszystkim alternatywe dla bialek, zwlaszcza w
przypadku, kiedy niemozliwa jest kataliza z uzyciem enzymu biatkowego. W terapii
przeciwwirusowe] najwicksze znaczenie majg warianty rybozyméw wystepujace w
naturze, ktore przecinajg docelowg czasteczke RNA, przez co obnizaja ekspresje gendw
wirusowych biatek lub hamujg namnazanie si¢ wirusa [26, 27].

Kolejng galezig zastosowan dla katalitycznych DNA jest diagnostyka, w ktorej
moga by¢ z powodzeniem stosowane, jako czujniki (sensory) jonéw metali, zwigzkow
chemicznych lub innych biomolekut [28, 29]. Najwigksza grupg takich czasteczek
stanowig te, ktore uzywane sa do detekcji jonoéw metali. Ciekawym przyktadem jest
DNAzym-sensor wykrywajacy radioaktywne jony uranu [30]. W oparciu o podobng
strategi¢ zostaty tez zaprojektowane czujniki do detekcji jondw otowiu, miedzi, rteci,
srebra, potasu oraz adenozyno-5'-trifosforanu (ATP, ang. adenosine-5'-triphosphate)
[31, 32]. Technologia oparta na zastosowaniu deoksyrybozymow ma rowniez potencjat,
jako strategia stluzaca do modyfikacji lub degradacji docelowych czasteczek DNA lub

RNA zwigzanych, na przyktad ze zmutowanym genem.

5. Strategia oparta na aptamerach

Odkrycie 1 rozwoj strategii opartej na aptamerach to poczatek lat 90-tych ubiegtego
wieku. Dwie niezalezne grupy badawcze, Golda [33] 1 Szostaka [34] wykazaty, ze te
krotkie kwasy nukleinowe maja zdolno$¢ przestrzennego dopasowania si¢ do réznych
czasteczek oraz laczenia si¢ z nimi przez niekowalencyjne wigzania. OkreSlenie
aptamer pochodzi od tacinskiego stowa ,,apfus”, co oznacza ,,pasowac, dopasowany”. Z

definicji aptamery to jednoniciowe oligonukleotydy DNA 1 RNA, otrzymywane na
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drodze selekcji in vitro (metoda SELEX) odznaczajace si¢ wysokim powinowactwem 1
specyficznos$cig wigzania ze $cisle okreslonymi biomolekutami [35].

W oddziatywaniach kwasow nukleinowych miedzy sobg, gldwng role odgrywaja
wysoce specyficzne oddzialywania miedzy zasadami nukleinowymi (poprzez tworzenie
wigzan wodorowych oraz oddziatywania warstwowe). Natomiast oddzialywania
pomigdzy DNA lub RNA 1 biatlkami opieraja si¢ na zasadzie klucza 1 zamka, czyli
oddziatywaniach pomigedzy odpowiednio dopasowanymi elementami strukturalnymi
biatka 1 okreslong sekwencja kwasu nukleinowego [35].

W tworzenie 1 stabilizacj¢ struktur przestrzennych aptamero6w zaangazowane sg
rozne rodzaje oddzialywan: wigzania wodorowe, oddzialtywania warstwowe,
oddziatywania hydrofobowe 1 elektrostatyczne. Sprawiaja one, ze aptamery mogag
specyficznie wigza¢ si¢ z czasteczkami o zroznicowanej strukturze 1 budowie
chemicznej. Powszechnie wykorzystuje si¢ aptamery wykazujace wysoka specyficznos¢
wzgledem czasteczek o duzej masie czasteczkowej, w tym kwaséw nukleinowych,
biatek Iub cukrow [35, 36] a takze wzgledem zwigzkow niskoczasteczkowych, takich
jak: jony metali [37], nukleotydy [38], aminokwasy [39] czy antybiotyki [40].

Aptamery moga rowniez peti¢ role ligandow wigzacych ro6zne czynniki
wytwarzane przez patogeny [41] oraz oddziatywa¢ z RNA lub DNA wirusowymi [42],
bakteryjnymi [43] czy drozdzowymi [44]. Uniwersalno$¢ aptamerow uwydatnia fakt, iz
mozna otrzymac aptamery zdolne do rozrdéznienia dwoch izoform strukturalnych biatka
[45] oraz takie, ktore rozpoznajg rdznice w konformacji tego samego biatka [46].

Stabilno$¢, powinowactwo do czasteczki docelowej oraz mozliwos¢ detekc;ji
aptamerow dostgpnymi metodami analitycznymi to istotne czynniki determinujgce
skuteczno$¢ dziatania czasteczek aptamerowych [35]. W celu optymalnego
projektowania aptamerdw, oprocz naturalnych kwasow nukleinowych, wykorzystuje si¢
takze ich chemicznie modyfikowane pochodne, jak réwniez peptydowe kwasy
nukleinowe (PNA). Do najcz¢sciej stosowanych modyfikacji nalezg: podstawienia
grupy 2'-hydroksylowej rybozy grupa metylowa [47], aminowg czy fluorem [48],
wprowadzenie tymidyny tworzacej wigzania 3’-3’ na koncu 3’ czasteczki [49], dodanie
do konca 3’ biotyny [50], dodanie do konca 5’ cholesterolu [51], kwasow tluszczowych
czy polikationéw [52]. Ciekawg alternatywa dla powyzszych modyfikacji chemicznych
jest tworzenie ,,aptamerdw lustrzanych”, tj. DNA lub RNA zawierajacych enancjomery
L-DNA lub L-RNA. Aptamery zbudowane z nukleotydow zawierajacych L-ryboz¢ sa

komercyjnie nazywane Spiegelmerami (z niem. spiege/ oznacza ,lustro”). Takie
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czasteczki odznaczajg si¢ odpornoscig na dzialanie enzyméw komédrkowych, poniewaz
nukleazy nie potrafig rozpozna¢ i hydrolizowa¢ enancjomeréw zawierajacych L-cukier
[53]. Natomiast, aby rozwigza¢ problem wielkosci aptameru niektore grupy badaczy
(Jaschke 1 wsp. oraz Boomer i wsp.) wykorzystaty nietoksyczny glikol polietylenowy
(PEG, ang. polyethylene glycol) przytaczony do koncow aptameru [54, 55].

Czasteczki aptameréw moga réwniez pelni¢ role inhibitorow biatek, ktore
uczestniczg w rozpoznawaniu 1 oddzialywaniu z kwasami nukleinowymi (np. polimeraz
wirusowych), jak 1 bialek, ktore w warunkach naturalnych w ogole nie oddziatujg z
RNA lub DNA. Podstawowg funkcja, ktora przypisuje si¢ aptamerom jest rola ligandow
wigzacych inne molekuly, poczawszy od matych nieorganicznych czasteczek a
skonczywszy na organizmach jednokomorkowych. Swoisto$¢ rozpoznawania rdéznych
klas molekut pozwala na to, ze aptamery moga takze konkurowa¢ z przeciwciatami o
miano uniwersalnych receptorow 1 by¢ powszechnie stosowane, jako narzedzia
molekularne w metodach diagnostycznych [56]. Ponadto, pojawienie si¢ nowych
technologii, roznorodnos$¢ 1 duza dowolnos¢ docelowych sekwencji dla aptamerow
stwarza szereg mozliwosci aplikacyjnych dla tej grupy czasteczek.

Po pierwsze, aptamery sg powszechnie stosowane w projektowaniu biosensorow
dziatajacych zarowno in vitro, jak 1 in vivo [57]. Moga by¢ wykorzystane do oznaczenia
obecnosci rdéznych czynnikow wytwarzanych przez patogeny, na przyklad
kolorymetrycznego oznaczenia pasozytow Plasmodium vivax 1 Plasmodium falciparum,
ktore powoduja malari¢ [41, 58]. Mozna je rowniez uzy¢ do oznaczenia
zanieczyszczenia $rodowiska, na przyktad jonami metali ciezkich (Pb**, Hg?', Cu®") czy
substancjami toksycznymi (pestycydy, mykotoksyny) [59]. Ponadto, sprzeganie
aptamerow z czasteczkami o wlasciwos$ciach terapeutycznych, takimi jak: leki, no$niki
lekow, fotouczulacze, siRNA pozwala na diagnozowanie, monitorowanie dystrybucji
takich preparatOw na poziomie komorkowym oraz terapi¢ wielu cigzkich schorzen, w
tym nowotwordéw. Kompleks aptameru z lekiem umozliwia bezposrednie dostarczenie
substancji aktywnej do okreslonej komorki, eliminujagc w znacznym stopniu dziatanie
nieswoiste leku [49].

Wraz z opracowaniem lepszych metod modyfikacji aptameréw, maja one szans¢
sta¢ si¢ jednym z waznych systemow dostarczanie lekéw o duzej swoistosci oraz
skutecznym narzedziem w walce z nowotworami. Liczne badania zwigzane z
transportem lekow poswiecono dostarczaniu chemioterapeutykow, na przykiad

doksorubicyny [60]. Znalazlo to zastosowanie w badaniach nad komodrkami raka
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watroby, stercza, czy komodrek ostrej bialaczki limfoblastycznej [61]. Ponadto, bardzo
interesujagcym rozwigzaniem jest polaczenie aptameru z nanoczasteczka bedaca
potprzewodnikiem nazywang kropka kwantowa (QD, ang. quantum dot). Taka
zmodyfikowana czasteczka moze by¢ wykorzystana jednocze$nie, jako mno$nik
dostarczajacy rézne czynniki oraz barwnik fluorescencyjny [62, 63]. Liczne publikacje
na temat aptamerow wskazuja na ich uniwersalnos$¢, a najnowsze doniesienia ujawniajg
mozliwosci zastosowania tych oligonukleotydow w leczeniu nowotworow [64-66].
Pomimo, iz zostaly opisane po raz pierwszy w latach 90-tych XX wieku, leki

projektowane w oparciu o nie sg dopiero sukcesywnie wprowadzane [67].

6. Strategia w oparciu o zjawisko interferencji RNA

Pierwsze obserwacje nieznanego mechanizmu regulacji ekspresji genow w
organizmach roslin, nazwanego potranskrypcyjnym wyciszaniem genow (PTGS, ang.
posttranscriptional gene silencing) [68, 69] oraz u grzybdéw, nazywanego thumieniem
genow (ang. quelling) [70], poczyniono na poczatku lat 90-tych XX wieku. Aby
polepszy¢ cechy uzytkowe roslin wprowadzano do ich genomoéw dodatkowa kopie
istniejacego juz wczesniej genu tzw. genu endogennego. Jednak, zamiast wydajniejsze;]
syntezy biatka obserwowano zwykle wyciszenie obu gendow [68]. To zjawisko udato si¢
wyjasni¢ kilka lat p6zniej, podczas badan zmierzajacych do selektywnego wyciszenia
genow w modelowym organizmie, nicieniu Caenorhabditis elegans [71]. Kolejne
badania pokazaty, ze zjawisko potranskrypcyjnego wyciszania gendow stanowi tylko
czg$¢ niezwykle ztozonego mechanizmu regulacji ekspresji gendw, w ktorym kluczowa
role peinig mate czasteczki RNA (ang. small RNA). Przelomem w badaniach nad
wyciszaniem genow w komorkach ssaczych bylo wykorzystanie syntetycznych krotkich
interferujacych czasteczek RNA (siRNA) [72].

Termin interferencja RNA (RNAi1) zostat po raz pierwszy uzyty przez badaczy
Firea 1 Mello do opisu wyciszenia genéw, wywolanego przez podanie dtugich,
dwuniciowych czasteczek RNA do organizmu nicienia C. elegans [73]. W 2006 roku
obaj badacze za swoje przelomowe badania zostali uhonorowani Nagroda Nobla w
dziedzinie medycyny. Kolejnym waznym odkryciem w zakresie zjawiska RNAi bylo
zidentyfikowanie czasteczek efektorowych, tzw. krotkich interferujgcych RNA (siRNA)
w ekstraktach z komorek owadoéw [72, 74]. Odkrycie dokonane przez grup¢ badaczy

pod kierunkiem Tuschla otworzylo droge do wyciszania genoéw w komodrkach ssakow z
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zastosowaniem syntetycznych siRNA [75]. Dalsze badania nad procesem interferencji
RNA pozwolity pozna¢ inne regulatorowe czasteczki RNA zdolne do kontroli poziomu
ekspresji wielu gendéw, tzw. mikroRNA (miRNA). Mechanizm dziatania mikroRNA ma
szereg wspOlnych elementow ze zjawiskiem interferencji RNA [76].

Regulacja ekspresji gendw na poziomie potranskrypcyjnym moze odbywacé si¢
przez kodowane w genomie mikroRNA lub z udzialem dwuniciowych, krotkich
interferujacych RNA (siRNA). Oba typy krotkich RNA funkcjonujg, jako czasteczki
efektorowe 1 rozpoznajg docelowa, komplementarng sekwencje w mRNA. Pomimo, ze
mechanizm dziatania tych czasteczek jest podobny, istniejg pewne réznice miedzy nimi.
MikroRNA s3 najliczniejszg grupa endogennych czasteczek regulatorowych o dlugosci
ok. 20 nukleotydoéw, ktore powstajg z dwuniciowych prekursorow noszacych nazwe
pre-mikroRNA (pre-miRNA) w wyniku ich obrobki. Sg one obecne w komorkach
roslinnych, zwierzecych 1 ludzkich oraz wykazuja komplementarnos¢ do regionow
niepodlegajacych translacji (3" UTR, ang. 3’ untranslated region) w mRNA [77].
Tymczasem, siRNA powstaja z dlugich, dwuniciowych czasteczek, ktore pojawiajg si¢
w komorce, jako efekt replikacji wirusowego RNA, transkrypcji ruchomych elementéw
genetycznych - retrotranspozondéw, nieprawidlowej transkrypcji transgendéw [78]. Moga
by¢ pochodzenia egzogennego z wirusowego RNA lub endogennego transkrybowane ze
specyficznych fragmentow retrotranspozonéw. siRNA s3 zlozone z dwoch
komplementarnych nici: sensownej 1 antysensownej. Ni¢ antysensowna jest
komplementarna do odpowiedniego fragmentu docelowego mRNA. Tylko jedna z nici
odpowiada za aktywnos$¢ czasteczki siRNA, ktora degraduje mRNA lub moze blokowac
translacje [78].

Ogodlny mechanizm interferencji RNA wywolany przez siRNA 1 miRNA jest
podobny 1 zachodzi kilku etapowo (Rys. 5). Centralnym procesem RNAI1 jest degradacja
mRNA, komplementarnego do wnikajacej do komodrki obcej czgsteczki dwuniciowego
RNA. W przypadku siRNA, rozpoczecie procesu dojrzewania czgsteczki nastepuje
przez hydrolize dlugiego, dwuniciowego RNA, w ktorej uczestniczy enzym z rodziny
RNaz III — rybonukleaza Dicer. Powstaja 21-23 nukleotydowe dupleksy siRNA
rozpoznawane przez kompleks rybonukleoproteinowy (RISC). Nastepnie obecna w
kompleksie RISC helikaza rozplata dupleks siRNA 1 jedna z nici (tzw. ni¢ wiodaca)
zostaje wigczona do kompleksu biatkowego. Kolejny enzym =z RISC -
endorybonukleaza  wykorzystuje t¢ ni¢ do odnalezienia, na zasadzie

komplementarnosci, sekwencji docelowego mRNA. W koncowym etapie dochodzi do
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katalitycznej hydrolizy wigzania internukleotydowego w rozpoznanej czasteczce
mRNA. Taka czasteczka na obu przecietych koncach nie ma ochrony i jest szybko

degradowana przez nukleazy komorkowe [79].
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Rysunek 5. Schemat mechanizmu interferencji RNA [80].

Wyciszenie genu

Specyficzno$¢ mechanizmu interferencji RNA jest determinowana doktadnym
sparowaniem antysensownej nici sSiRNA z komplementarng sekwencja docelowego
mRNA. Jesli natomiast zwigzana w kompleksie biatkowym RISC ni¢ nie jest w pehni
komplementarna do okreslonego mRNA, zahamowanie ekspresji genu nastepuje na
drodze miRNA [81]. W wyniku transkrypcji genu odpowiedniego miRNA powstaje
pierwotny transkrypt pri-miRNA przyjmujacy strukture spinki do wlosow (SshRNA).
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Nastepnie dochodzi do obrobki pri-miRNA 1 powstaje w ten sposob produkt pre-
miRNA. W kolejnym etapie prekursorowa czasteczka pre-miRNA ulega dalszej
obrobce przez enzym Dicer, w wyniku, ktorej powstajg dwuniciowe miRNA. Dojrzate
miRNA zostajg wlaczone do kompleksu RISC. Nastgpuje zwigzanie powstatego
kompleksu z docelowym mRNA i zablokowanie procesu biosyntezy biatka na zasadzie
zawady przestrzennej [81, 82].

Szereg mozliwych zastosowan zjawiska RNAi sprawia, ze istnieje potrzeba
cigglego polepszania wilasciwosci dupleksow siRNA lub shRNA. Wprowadzanie
chemicznych modyfikacji do nici syntetycznych RNA stwarza mozliwosci zwigkszenia
ich stabilnosci w obecnosci nukleaz komérkowych, wydtuzenia czasu pottrwania w
organizmie, polepszenia specyficznosci 1 aktywnosci tych czasteczek, a takze obnizenia
odpowiedzi immunologicznej [83]. Szczegdlnie istotne z punktu widzenia badan in vivo
sa dwie pierwsze cechy, gdzie ograniczony czas trwania efektu wyciszenia jest jedng z
podstawowych przeszkdod w terapeutycznym zastosowaniu strategii RNAi. Ponadto,
wykorzystanie zjawiska RNAi w leczeniu wielu chorob wymaga efektywnego
dostarczania siRNA do docelowych komorek 1 tkanek. W doswiadczeniach in vivo badz
testach klinicznych siRNA moga by¢ podawane miejscowo (np. do oka lub nosa) lub
systemowo (dozylnie lub podskornie) [83]. Innym czestym sposobem jest uzycie siRNA
polaczonego ze specjalnymi nosnikami, takimi jak kationowe polimery 1 liposomy [84,
85].

Obecnie badania oparte o zjawisko RNAi stanowig niezwykle dynamicznie
rozwijajacg si¢ dziedzing. siRNA s3 powszechnie stosowanym narzedziem w wielu
badaniach in vitro oraz in vivo w zakresie biologii i medycyny na catym $wiecie [86].
Wiele firm biotechnologicznych specjalizuje si¢ w projektowaniu 1 wytwarzaniu
syntetycznych siRNA, ktére mozna uzy¢ do badan w obszarze genomiki funkcjonalnej,
do m.in.: poznawania mechanizméw sygnalizacji komorkowej, apoptozy, réznicowania
komorek, $ledzenia szlakow metabolicznych [87-89]. Ponadto, stanowig potencjalne
narzedzie do wyciszania genéw zwigzanych z patogenezg chordb u ludzi 1 zwierzat.
Uniwersalno$¢ siRNA polega na tym, ze z jednej strony moga by¢ uzywane, jako
sekwencyjnie specyficzne inhibitory ekspresji okreslonych genéw w celach
terapeutycznych, a z drugiej strony, jako narzgdzia do identyfikacji 1 badania funkcji
genow, ktorych wyciszenie prowadzi do cofnigcia lub zahamowania choroby [90, 91].

Coraz wigksza liczba badan klinicznych opartych na RNAi sugeruje, ze strategia ta
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moze stanowi¢ przelom wspodlczesnej medycyny w aspekcie diagnostycznym i

terapeutycznym.

7. Strategia w oparciu o system CRISPR-Cas

W ostatnim czasie w centrum zainteresowania wielu osrodkéw naukowych znalazty
si¢ modyfikacje genomoéw z wykorzystaniem enzymow hydrolizujacych wigzanie
fosfodiestrowe. Mozliwo$¢ precyzyjnych zmian fragmentow DNA na drodze
ukierunkowanej mutagenezy sekwencyjno-specyficznej stanowi wazne osiggnigcie dla
rozwoju biologii molekularnej czy biotechnologii. Rewolucja okazaly si¢ precyzyjne
modyfikacje genoméw z zastosowaniem tzw. programowanych nukleaz, do ktérych
zalicza si¢ system CRISPR-Cas [92]. Ogdlnie zmiany w genomie z uzyciem takich
enzymOw opierajg si¢ na katalizowaniu powstawania dwuniciowych peknie¢ w
helikalnym DNA w $cisle okreslonym miejscu. Te precyzyjne modyfikacje nazywane
sg mianem edycji genomu (ang. genome editing). Poczatkowo do edycji genomu
komorek ssakow wykorzystywano endonukleazy, okreslane, jako samonaprowadzajace
endonukleazy lub meganukleazy. Przykladami sg enzymy: I[-Scel wystepujacy w
mitochondriach u drozdzy Saccharomyces cerevisae [93] oraz 1-Crel obecny w
chloroplastach  zielenicy  Chlamydomonas reinwardtii  [94]. Jednak duzym
ograniczeniem projektowania 1 stosowania wymienionych bialek byt brak $cistego
powigzania miedzy ich sekwencja aminokwasowg a swoisto$cig rozpoznawania
docelowej sekwencji DNA. Dlatego podejmowano proby stworzenia nowych enzymow,
m.in. udato si¢ wykorzysta¢ nukleazy zawierajace domene palca cynkowego (ZNF, ang.
zinc finger nuclease). Enzym ZNF jest biatkiem fuzyjnym zlozonym z dwoch domen
(wigzace] DNA oraz nukleazowej, posiadajacej enzym restrykcyjny typu IIS) 1
aktywnym tylko w postaci dimeru. Niestety przygotowanie biatka ZNF jest
czasochtonne 1 wymaga duzych nakladow finansowych, ponadto enzym ten odznacza
si¢ duzg cytotoksycznoscig [95]. Ostatnio do edycji genomu wykorzystano nukleazy
podobne do bialek ZNF, w ktorych domena palca cynkowego zostala zastgpiona
domenami wigzacymi DNA z bialek bakterii z rodzaju Xanthomonas. Enzymy te naleza
do czynnikéw transkrypcyjnych aktywujacych proces syntezy RNA (TALE, ang.
transcription activator-like effectors). W bialku TALE domena wigzaca DNA jest
zlozona z powtdrzonych sekwencji aminokwasowych, z ktorych kazda rozpoznaje

pojedynczg parg¢ zasad w DNA. Dzigki temu nukleazy TALE odznaczaja si¢ duza
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precyzja 1 skuteczno$cig dzialania oraz sg powszechnie wykorzystywane do edycji
genomu komorek eukariotycznych [96].

Do generowania zmian w genomach stosuje si¢ rowniez system CRISPR-Cas, ktory
stanowi alternatywe¢ dla opisanych enzymoéw. Ten system jest do$¢ powszechnym
rodzajem mechanizmu odpornosciowego bakterii 1 archeonéw przeciwko obcym
plazmidom lub czgsteczkom wirusowym. W przeciwienstwie do meganukleaz oraz
nukleaz ZNF 1 TALE, w systemie CRISPR-Cas za rozpoznawanie docelowych
sekwencji DNA odpowiada komplementarny, krotki RNA [97]. Jednostki systemu
CRISPR-Cas zostaly po raz pierwszy scharakteryzowane trzydziesci lat temu, a w
genomowym locus CRISPR jest kodowana endonukleaza Cas9. Jest to monomeryczne
biatko tworzace kompleks z dwoma matymi RNA, w tym CRISPR RNA (crRNA) 1
transaktywujacym crRNA (tracrRNA). Obie jednostki RNA pozwalajg na rozpoznanie i
przecigcie docelowej sekwencji w obcym DNA plazmidowym czy DNA wirusowym.
Mozna wyrozni¢ trzy glowne typy systemow CRISPR-Cas, tj. I, II 1 III oraz wiele
podtypdéw w zaleznos$ci od organizacji, a takze mechanizmu dziatania [98].

Mechanizm dziatanie systemu CRISPR-Cas przebiega w kilku etapach (Rys. 6).
Pierwszy etap to adaptacja, po infekcji komorki obcym plazmidem lub czasteczka
wirusowg, krotki fragment DNA plazmidowego lub wirusowego jest wiaczany do
sekwencji CRISPR na koncu liderowym locus w genomie gospodarza. Odcinek ten jest
nazywany sekwencja rozdzielajaca oraz jest otoczony przez identyczne fragmenty o
dtugosci kilkudziesieciu nukleotydéow, bedace powtdrzeniami prostymi. Nastepnie
dochodzi do powstania pierwotnego transkryptu (pre-crRNA), ktory zawiera wszystkie
sekwencje rozdzielajace 1 powtorzenia proste (etap ekspresji). W systemach CRISPR-
Cas typu I 1 III pre-crRNA jest hydrolizowane przez endonukleazy w rejonie powtorzen
prostych 1 wowczas powstaja dojrzate crRNA. Dodatkowo, w systemie typu III crRNA
sg przecinane w odstepach sze$ciu nukleotydow 1 tworza pule dojrzatych crRNA o
roznej dlugosci. W przypadku systemu typu II pre-crRNA ulegaja hybrydyzacji z
sekwencjami tractrRNA, a nast¢pnie powstaty dupleks jest rozcinany przez bakteryjna
RNaze¢ III w obecnosci enzymu Cas9. W wyniku tego procesu tworzg si¢ dojrzale
crRNA. W ostatnim etapie dochodzi do degradacji obcego DNA (i/lub RNA w systemie
typu III) dzigki aktywno$ci kompleksu rybonukleoproteinowego crRNA z Cas w
przypadku systemu typu I 1 III lub pojedynczej nukleazy (system typu II) [99].
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Rysunek 6. Schemat mechanizmu CRISPR-Cas [100].

Wprowadzanie precyzyjnych modyfikacji fragmentéow DNA w genomach
eukariotycznych ma istotne znaczenie w poznawaniu i zrozumieniu funkcji konkretnych
genéw lub innych elementéw genetycznych. Ponadto, mozliwo$¢ edycji genomow

stanowi wazne osiggni¢cie dla badan z zakresu biologii roslin, biotechnologii,
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diagnostyki, a takze medycyny. Zastosowanie ukierunkowanej sekwencyjno-
specyficznej modyfikacji DNA zostato opisane, m.in.: do indukowania mutagenezy u
kukurydzy [101], do usunigcia transgenicznych sekwencji u rzodkiewnika [102], jak
rowniez w transgenezie wielokrotnej u bawetny [103]. Wykorzystanie strategii opartej
na edycji genomoéw moze, zatem stanowi¢ skuteczne narzedzie do regulacji ekspresji
okreslonych gendéw lub usuwaniu niepozadanych elementow genetycznych. Ponadto,
system CRISPR-Cas moze by¢ wykorzystany w celu projektowania oraz tworzenie
komoérkowych 1 zwierzgcych modeli wielu chordb, na przyktad nowotworowych [104].
Wprowadzenie trwatych zmian w genomie moze by¢ rowniez uzyte do modyfikacji
genetycznych zwierzat lub linii komorkowych, a takze do wizualizacji okreslonych
miejsc w genomie zywych komorek. Co wigcej, duze nadzieje wigze si¢ z rozwojem i
wykorzystaniem programowanych enzymoéw nukleolitycznych w diagnostyce oraz
medycynie, m.in. do szybkiego rozpoznawania i zwalczanie infekcji wirusowych oraz

walki z chorobami o podfozu genetycznym [99].

8. Strategia antygenowa w oparciu o struktury tréjniciowe

Terapia antygenowa nakierowana jest na naprawe defektow genetycznych (mutacji)
powstatych w genomie, zmiang aktywnos$ci (wyciszenie lub wzmocnienie) tych genow,
ktorych produkty biatkowe sg szkodliwe dla organizmu 1 stanowig przyczyne choroby,
badz tez calkowite zahamowanie ich ekspresji [105]. W zwigzku z powyzszym, nastapit
dynamiczny rozwo0j technologii opartych na kwasach nukleinowych wykorzystywanych
w diagnostyce 1 terapii. Obok wcze$niej opisanych strategii (Podrozdzialy 1-7) mozliwe
jest rowniez wykorzystanie oligonukleotydéw oddziatujacych z dwuniciowym DNA lub
RNA 1 tworzacych trwale kompleksy - struktury trdjniciowe, tzw. trypleksy. W takiej
formie DNA lub RNA moze blokowac¢, na przyktad proces transkrypcji. Na Rysunku 7
zaprezentowano przyklady wykorzystania trypleksow, jako narzedzi do blokowania

transkrypcji 1 replikacji.
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A RNA

Rysunek 7. Przyklady wykorzystania trypleksow do blokowania procesu transkrypcji lub
replikacji przez: tworzenie zawady przestrzennej (A), wiazanie si¢ z docelowa sekwencja (B)
oraz dostarczanie czynnikéw modyfikujacych, sieciujacych lub przecinajacych docelowa
sekwencj¢ (C) [105].

8.1 Struktury tréjniciowe DNA (H-DNA) oraz ich wystepowanie

Powstanie struktury trojniciowej kwasu nukleinowego po raz pierwszy
zaobserwowano w 1957 roku [106]. W swoich badaniach Felsenfeld 1 wspotpracownicy
wykazali, ze oligonukleotyd zbudowany z reszt urydyny (poliU) specyficznie
oddzialuje z dupleksem zlozonym z nici poliurydynowej (poliU) 1 poliadenozynowe;j
(poliA). W wyniku tego oddziatywania tworzy si¢ stabilna struktura trypleksu. Chociaz
znaczenie tego odkrycia bylo niejasne w tym czasie, zapoczatkowalo rozwdj
dyscypliny, w ktorej trypleksy DNA byly badane pod katem potencjalnych zastosowan
terapeutycznych. Nastepne lata przyniosty ogromny postep pozwalajacy na
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charakterystyke 1 optymalizacje tworzenia struktur trypleksowych, o czym $wiadcza
liczne doniesienia literaturowe [107-111]. Wystgpowanie w warunkach in vivo DNA
lub RNA w postaci struktur wieloniciowych 1 wyjasnienie funkcji biologicznych tych
form sg nadal przedmiotem intensywnych badan.

Badania dotyczace struktur trojniciowych prowadzit Frank-Kamenetskii wraz z
zespotfem w latach osiemdziesigtych [112, 113]. Grupa badaczy udowodnita
powstawanie niekanonicznych form DNA w wyniku oddzialtywania homopuryno-,
homopirymidynowych powtorzen Ilustrzanych w plazmidach za pomoca techniki
dwuwymiarowej elektroforezy zelowej. Stwierdzono, ze fragmenty bogate w reszty
purynowe 1 pirymidynowe w zaleznosci od warunkéw pH moga przyjmowac strukturg
r6znigcg si¢ od wcezesniej poznanych - kanonicznej formy B-DNA czy lewoskretnej Z-
DNA. Autorzy wskazali takze na znaczenie takich struktur dla aktywnos$ci nukleazy S1
[112, 113]. Struktury okreslane jako H-DNA powstaja, gdy jedna czg$¢ sekwencji
lustrzanej (dupleksu) dysocjuje na pojedyncze tancuchy purynowy i pirymidynowy, a
nastepnie tancuch homopirydynowy ponownie przytacza si¢ do pozostalej polowy
dupleksu 1 w bruzdzie wigkszej tworzy si¢ trypleks rownolegly (Rys. 8). Pozostata
czg$¢ pojedynczej nici homopurynowej jest odpowiedzialna za podatnos$¢ czasteczki na
dziatanie nukleazy S1. Istnieje réwniez sytuacja, kiedy ni¢ homopurynowa asocjuje
ponownie z potowa dupleksu tworzac trypleks antyrownolegly, okreslany jako *H-

DNA [114]. Powstawanie tego typu trypleksu jest preferowane w obecnosci kationow

dwuwartos$ciowych.
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Rysunek 8. Schemat struktury wewnatrzczasteczkowego trypleksu H-DNA (zmodyfikowane,
[115]).
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Wystepowanie form H-DNA w zywych organizmach zostato potwierdzone m.in. w
badaniach genu promotorowego hsp26 u muszki owocowej (D. melanogaster), w
ktérych wykazano znaczenie traktu purynowo-pirymidynowego (CT).'(GA). dla
prawidlowego tworzenie struktury chromatyny oraz aktywacji genu [114]. Identyfikacja
biatek zdolnych do laczenie si¢ z fragmentami trypleksu stanowi kolejny dowod
wystepowania tych struktur in vivo [116, 117]. Wazne w tym kontekscie wydaje si¢
wyjasnienie roli trypleksow w regulowaniu procesu transkrypcji. Liczne prace wskazuja
na aktywnos$¢ tych struktur, jako czynnikow frans m.in. w komdrkach mysich [118-
120]. Zaobserwowano wystepowanie sekwencji zawierajacych reszty guanozyny przed
genami, dzialajacych, jako aktywatory oraz preferencyjne tworzenie przez nie formy H-
DNA 1 blokowanie transkrypcji w ukladzie trans [118]. Z doniesien literaturowych
wynika, ze struktury tréjniciowe moga si¢ tworzy¢ réwniez przejSciowo w procesie
homologicznej rekombinacji [119, 120]. Wprowadzenie sekwencji poli(dG) 1 poli(dC)
pomiedzy dwa powtdrzenia powodowalo homologiczng rekombinacje prawdopodobnie
w wyniku powstania formy *H-DNA 1 nastepujacego potem ponownego polaczenia
rozdzielonych sekwencji. Pojedyncza ni¢ pochodzaca z utworzonej struktury *H-DNA
moze dziata¢, jako tancuch inwazyjny w homologicznej rekombinacji [119, 121].

Naturalnie wystepujace sekwencje typu powtdrzen lustrzanych przyjmujace
struktur¢ H-DNA bardzo czesto sg spotykane w genomach ssakéw, m.in. w ludzkim
genomie. Wiadomo, ze znaczaca cze$¢ sekwencji pirymidynowo-purynowych w
genomach  organizméw  eukariotycznych jest zlokalizowana w  regionach
promotorowych 1 kodujacych (eksonach) [122]. Przyktadami takich miejsc, zdolnych
potencjalnie do tworzenia struktur trypleksow sg rejony 5’ genéw globulin B 1y, genu c-
myc oraz genu receptora interleukiny 2. Regiony wystgpowania traktoéw pirydynowo-
purynowych wskazujg na wazng funkcje trypleksow w regulowaniu ekspresji genow
powigzanych z chorobami [123, 124]. Ponadto, jak wynika z pracy Browna 1 Foxa z
1998 roku, struktury trojniciowe odgrywaja znaczgca role w organizowaniu si¢
chromosomow [125]. Stwierdzono, ze ciggi purynowo-pirymidynowe moga tworzy¢
petle DNA, badz petle cykliczne lub w ksztalcie litery Q, bedace prawdopodobnie

rezultatem tworzenia trypleksu [126].
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8.2 Charakterystyka struktur tréjniciowych DNA i RNA

Trypleksy DNA sg to struktury wyzszego rzedu, ktore powstaja przez wzajemne
oddziatywania tancuchow DNA. Moga by¢ w nie zaangazowane zaréwno kolejne nici
kwasu nukleinowego lub inne fragmenty tego samego DNA o okreslonej sekwencji lub
tez syntetyczne oligonukleotydy nazywane oligonukleotydami formujgcymi trypleks
(TFO). Zasadniczo tworzenie trypleksow jest efektem zmian konformacyjnych
zachodzacych w podwojnej helisie, w wyniku, ktorych dupleks jest w stanie zasocjowac
trzeci fancuch w bruzdzie wigkszej dupleksu [127]. W strukturze trypleksu ulozenie
dwoéch antyrownoleglych nici potaczonych wigzaniami wedtug modelu Watsona-Cricka
jest zblizone do formy B-DNA. Podstawowa rdznica jest odchylenie od osi 1 wigksze
rozwinigcie helisy spowodowane zawadg przestrzenng wynikajaca z asocjacji trzeciej
nici. Tworzenie trypleksu w warunkach in vivo nie jest uwarunkowane obecnoscig
specyficznych biatek, ale istnieniem komplementarnych dwuniciowych traktow
polipurynowo-polipirymidynowych [127].

Ogolnie struktury trypleksowe mozna podzieli¢ na dwie kategorie w zaleznosci od
sekwencji TFO oraz ich orientacji wzgledem docelowego miejsca wigzania w
dwuniciowym DNA (Rys. 9). W motywie pirymidynowym, TFO skladajace si¢ z reszt
cytozyny 1 tyminy lub uracylu, przytacza si¢ do nici dupleksu bogatej w reszty
purynowe, podczas gdy w motywie purynowym, TFO zawierajace reszty adeniny i
guaniny wigze si¢ do rejondw pirymidynowych w dwuniciowym DNA lub RNA [128].
Trypleks rownolegly powstaje, gdy trzecia ni¢ (pirymidynowa) ulozona jest w stosunku
do nici dupleksu w sposéb rownolegly, tzn. jej koniec 3’ oddzialuje z koncem 3’
fragmentu dwuniciowego DNA (Rys. 9). Jest on stabilizowany przez wigzania
wodorowe typu Hoogsteena (ang. Hoogsteen hydrogen bonds), a do jego utworzenia
wymagana jest protonowanie azotu N> reszty cytozyny w nici TFO, ktéra zachodzi w
srodowisku kwasowym. Natomiast trypleks antyrownolegly tworzy sie¢, gdy trzecia nic¢
(purynowa) uktada si¢ antyrownolegle do nici dupleksu, czyli jej koniec 3’ oddziatuje z
koncem 5’ podwdjnej helisy przez wigzania wodorowe typu odwrotnych wigzan

Hoogsteena (ang. reverse Hoogsteen hydrogen bonds) (Rys. 9) [128].

44



CZESC LITERATUROWA

Trypleks rownolegly
TFO pirymidynowy
5'
Pu §'
Py 3 -
/ FI—NfElf _N'H
r_}‘S:Ch -}‘_hN\ IH
R=N T O H =
My N
o ' N—H----0 =
\N B \,. PE/-— J'JIG — - - ¢ \'\
¢ ﬁp--ﬂ-uﬂ{, . %N;{zw e 3CN>
R NT DE’_N-H N-H----0 R
T-AT H ¢rac
Trypleks antyrownolegly
TFO purynowy
3'.
Pu 5§'
Py L] L
R
R N
M M M
T 5N ﬁn H
N—7 a Y O,,JHN N
AN H H
HAN x H
H H i B i
« ?‘ﬁH_ .0 .rf’N 0-----H-N
a5 N—/ i T P\
{;IA\N---H—N Tl\; R NE_<” i ”>EN
L i ¥/
=1 NdelI D}/}_N'FI N-H----0 R
A-AT H gac

Rysunek 9. Podzial tryplekséw ze wzgledu na sekwencje i orientacje¢ TFO oraz schematy
wigzan wodorowych wystepujacych w trypleksach (zmodyfikowane, [129]).

Do powstania trwatego trypleksu jest wymagana pelna komplementarnos¢ zasad we
wszystkich trzech niciach, a pojedyncze niesparowanie powoduje znaczaca
destabilizacje struktury [130]. W przypadku trypleksu antyrownolegtego, kanoniczne

motywy, tzn. G:GC, A:AT 1 T:AT sg znacznie bardziej stabilne niz niekanoniczne. Poza
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tym, oddziatywania motywow G:GC, A:AT 1 T:AT sa specyficzne, a oligonukleotydy
zawierajace G, A lub T wykazuja zdolno$¢ specyficznego rozpoznawania miejsc
docelowych w dupleksie stabilizowanym wigzaniami wodorowymi wedlug modelu
Watsona-Cricka. Stwierdzono rowniez, ze adenina moze tworzy¢ tryplet z parg GC,
natomiast tymina z parg CG. Jedynie para TA nie tworzy z innymi zasadami stabilnej
struktury trypleksu, co z jednej strony stanowi duze ograniczenie powstawania
trypleksow antyrownolegtych. Z drugiej strony mozliwo$¢ oddziatywania tyminy z
parami AT 1 CG oraz adeniny z parami AT 1 GC powoduje obnizenie specyficznosci
tworzenia trypleksow antyroéwnolegltych [130]. Dla trypleksu réwnolegtego wykazano,
ze najbardziej trwate struktury powstaja w oparciu o motywy kanoniczne, tj. T:AT oraz
C":GC, gdzie C" oznacza protonowang reszte¢ cytozyny. Tymina ma zdolno$é
rozpoznawania pary AT 1 tworzenia trwalego trypleksu. Podobnie zachowuje si¢
adenina, chociaz motyw A:AT jest mniej stabilny. W przypadku pary GC jest ona
najlepiej rozpoznawana przez protonowang cytozyne, jednak w zmienionych warunkach
mogg takze powsta¢ mniej trwale struktury, tj. A:TC, T:GC lub G:GC. Ponadto,
wykazano, ze guanina tworzy bardzo stabilne trypleksy z parg TA, ale w warunkach
niskiego pH motyw C:TA jest najtrwalszy. Poza tym, istnieje mozliwosé
rozpoznawania pary CG przez tymin¢ lub guaning, jednak powstale struktury nie sg
stabilne. Mozna zatem stwierdzi¢, ze wszystkie cztery pary zasad mogg potencjalnie
tworzy¢ trypleksy, w tym m.in.: T:AT, T:GC, C":GC, C":CG. Warto jednak podkresli¢,
ze mozliwo$¢ powstawania wielu wariantow trypleksow wigze si¢ z utratg ich
specyficznosci [131].

Trypleksy RNA, podobnie jak w przypadku DNA mozna podzieli¢ na dwa rodzaje.
Pierwszy rodzaj to struktury powstajgce w wyniku przylaczenie trzeciej nici (TFO) do
bruzdy wigkszej dupleksu, natomiast drugi to trypleksy utworzone przez oddzialywania
TFO z bruzda mniejszg. Trypleksy pierwszej grupy zawierajagce motyw typu U:AU sa
stabilizowane przez wigzania wodorowe typu Hoogsteena oraz obecno$¢ jonow
dwuwartoéciowych Mg?*. W ich strukturze tancuch pirymidynowy (poliU) utozony jest
w sposob rownolegly wzgledem nici purynowej (poliA) dupleksu, tworzac trypleks
rownolegly, nazywany rowniez trypleksem o motywie pirymidynowym. Naturalnie
wystepujace formy trojniciowego RNA z motywem typu U:AU po raz pierwszy byly
zaobserwowane w strukturze pseudowezla ludzkiej telomerazy RNA [132, 133]. Jest to
pseudowezet typu spinki (H-type, ang. hairpin type) zawierajacy dwa trzony oraz dwie

petle. W jego obrebie jest mozliwe tworzenie trypleksu ztozonego z motywéw typu
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U:AU, C":GC lub U:GC dzigki oddziatywaniom miedzy trzonem a jedng z petli.
Wykazano, ze struktura trypleksu jest wysoce zachowawcza, a jej wystgpowanie nie
ogranicza si¢ tylko do komorek czlowieka, ale rowniez innych krggowcow, a takze
drozdzy czy orzgskow, co z kolei wskazuje na wazng role, jaka moze ona petni¢ w
komorce [134, 135]. W konteks$cie funkcji biologicznych trypleks RNA typu
pirymidynowego moze wplywa¢ na aktywnos¢ telomerazy, mie¢ znaczenie dla
dziatania ryboprzelacznikow w regionach niekodujgcych mRNA [136, 137] oraz
wplywa¢ na zmian¢ ramki odczytu w regionach kodujacych mRNA [138]. Drugi rodzaj
struktur trojniciowych RNA to trypleksy antyrownolegte (purynowe) okreslane rowniez
z angielskiego jako motywy A-minor (ang. A-minor motif triplex), ktorych
wystepowanie potwierdzono w obregbie duzych RNA wiaczajac: introny grupy I [139] 1
IT [140], ryboprzelaczniki [141], rybosomalne RNA [142, 143] oraz w kompleksach
RNA-biatko, w tym mRNA-tRNA-rybosom [144]. W tworzenie struktury trypleksu
typu A-minor motif zaangazowane sg oddziatywania trzeciorzedowe typu zasada-zasada
1 zasada-szkielet fosfocukrowy pomiedzy krawedziami rybozy, Watsona-Cricka
adeniny 1 bruzda mniejsza dupleksu RNA [144]. Chociaz trypleksy purynowe sa
zazwycza] malo stabilne, to odznaczaja si¢ duzg elastyczno$cig strukturalng, ktoéra
objawia si¢ tym, ze wszystkie trzy krawedzie w tancuchu purynowym mogg wchodzi¢
w interakcje z bruzda mniejsza dwuniciowego RNA. Przykladowo, w motywach
trypleksowych typu twisted A-minor motif mozliwa jest rotacja reszty adenozyny
wzdtuz bruzdy mniejszej dupleksu w taki sposob, ze w oddzialywania trzeciorzedowe
sa zaangazowane trzy krawedzie: Hoogsteena, Watsona-Cricka 1 cukrowa reszty

adenozyny [136].

8.3 Modyfikacje chemiczne wplywajace na stabilnos¢ struktur tréjniciowych DNA

i RNA

Tworzenie struktur trojniciowych DNA oraz RNA jest limitowane wieloma
czynnikami, m.in.: warunkami pH, wystepowaniem ciggéw homopurynowych i
homopirymidynowych, dlugoscig takich tancuchow oraz obecnoscia jonow
dwuwartosciowych [145]. Niska stabilnos$¢ trypleksow w warunkach fizjologicznych
jest czegsciowo spowodowana odpychaniem si¢ tadunkow migdzy trzema ujemnie
natadowanymi lancuchami kwasu nukleinowego. W zwigzku z tym, do stabilizacji

struktur trypleksowych wymagane sg wysokie st¢zenia jonoéw dwuwartosciowych (np.
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Mg?*, Zn*") lub obecno$é poliamin (spermina, spermidyna, putrescyna), ktore
neutralizujg ujemny tadunek grup fosforanowych [145]. Przyktadowo, w badaniach
prowadzonych przez zespot Millera udowodniono, ze struktura trypleksu w warunkach
in vitro jest stabilna przy stezeniu jondéw magnezu w zakresie 5-10 mM, podczas gdy w
warunkach in vivo stezenie Mg?" jest prawdopodobnie nizsze od 1 mM [146]. Ponadto,
konieczno$¢ protonowania reszt cytozyny w nici TFO trypleksu réwnoleglego
powoduje, ze powstawanie takich struktur jest $cisle zalezne od pH. W zwigzku z tym,
wystepowanie tego rodzaju trypleksow w warunkach obojetnego pH jest ograniczone.
Wykazano, ze zastapienie reszt cytozyny trzeciego fancucha naturalnie wystepujaca 5-
metylocytozyng znaczaco zwigkszalo stabilno$¢ utworzonego trypleksu [147].

Intensywne badania dowodza, ze reguly tworzenia trypleksow DNA nie zawsze
mogg by¢ stosowane dla trypleksow RNA. Przede wszystkim, dlatego, ze
oligonukleotydy TFO latwiej 1 znacznie silniej wigzg si¢ do dwuniciowych czgsteczek
DNA niz RNA [148, 149]. T¢ obserwacje potwierdzaja, na przyktad badania
termodynamiczne, w ktorych wykazano formowanie si¢ trypleksu miedzy TFO w serii
DNA oraz 2'-O-MeRNA 1 dupleksem DNA, natomiast te same nici TFO nie tworzyly
struktury tréjniciowej z dupleksem RNA [150].

Szereg czynnikow determinujacych powstawanie struktur trypleksowych DNA i
RNA oraz wptywajacych na ich stabilnos$¢ 1 aktywno$¢ biologiczng przyczynit si¢ do
rozwoju roéznych metod modyfikacji chemicznej oligonukleotydow TFO. Ponadto,
liczne przyktady zastosowania tych niekanonicznych struktur sprawiajg, ze istnieje
konieczno$¢ ciagglego poszukiwania nowych sposobow polepszania wilasciwosci
fizykochemicznych 1 biologicznych TFO. Ogolnie, modyfikacje chemiczne mozna
podzieli¢ na trzy kategorie ze wzgledu na cze$¢ czasteczki oligonukleotydu, ktorej one
dotycza. Sa to modyfikacje chemiczne w obrebie zasad heterocyklicznych, pier§cienia
cukrowego oraz wigzania fosfodiestrowego. Przyklady wybranych modyfikacji

chemicznych przedstawiono na Rysunku 10.
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Rysunek 10. Przykltady wybranych, syntetycznych analogéw kwaséw nukleinowych w
poréwnaniu z naturalnymi DNA i RNA.

Dobrze poznang modyfikacja nukleozasady jest reszta 5-metylocytozyny (mC),
ktoéra wprowadzona do nici TFO zwigksza stabilnos¢ trypleksu w pH obojetnym. Juz w
latach osiemdziesigtych wykazano, ze metylacja reszt cytozyny wplywa korzystnie na
trwalo$¢ struktury trypleksu DNA w pH powyzej 6.0 [151]. Innymi przykladami
analogobw wptywajacymi na trwatos$¢ trypleksow sag reszty 2'-deoksyurydyny (dU) i 5-
propynylo-2'-deoksyurydyny (pU). Podstawienie tymidyny pochodnymi dU i1 pU
zwigksza powinowactwo oligonukleotydu TFO do dupleksu oraz ma korzystniejszy
wplyw na stabilno$¢ tych struktur w pordwnaniu z resztg mC [152, 153]. Ponadto, dwie
grupy badawcze z Wielkiej Brytanii (zespotl Foxa 1 zespot Williamsa) wykorzystaty
inne modyfikacje chemiczne reszt tyminy 1 cytozyny w badaniach termodynamicznych i
strukturalnych trypleksow [154-157]. Po pierwsze, pokazano, ze pochodne tyminy z
podstawnikiem alkilowym w pozycji C5 (UP) oraz z podstawnikiem etoksylowym lub
grupg aminowg w pozycji 2’ pierscienia cukrowego (EA-T) w znacznym stopniu
zwigkszajg trwalo§¢ utworzonego trypleksu. Po drugie, stwierdzono, Zze na efekt
stabilizujacy analogow U?, EA-T nie wplywa stezenie soli, natomiast jest on zalezny od
warunkow pH [155]. Poza tym, trypleksy utworzone przez oligonukleotydy TFO
zawierajace modyfikacje chemiczne zaréwno typu bis-amino-U (BAU), jak 1 3-metylo-
2-aminopirymidyna (MP) charakteryzowaly sic duzg stabilno$cig termodynamiczng
[157]. Wprowadzenie obu pochodnych do nici TFO sprzyjalo powstawaniu stabilnej
struktury w warunkach fizjologicznego pH. Ciekawa obserwacja dotyczyta zaleznosci
miedzy powinowactwem TFO do dupleksu a liczbg podstawien BAU i MP oraz ich

rozmieszczeniem w fancuchu oligonukleotydu. TFO zwierajace rdéwnomiernie
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rozmieszczone analogi BAU i MP wigzaty sie znacznie lepiej do podwdjnej helisy niz
te, w ktorych byty one zgrupowane [157].

Kolejnym rodzajem modyfikacji chemicznych nukleozydoéw pirymidynowych jest
zastgpienie atomu tlenu O2 w tymidynie, cytydynie i urydynie, a takze atomu tlenu O4
w tymidynie 1 urydynie innymi atomami lub grupami funkcyjnymi. Przykladowo,
substytucja atomu O2 urydyny atomem siarki prowadzi do powstania pochodnej 2-
tiourydyny (2-tioU). Z doniesien literaturowych wiadomo, ze wprowadzenie 2-tioU do
oligonukleotydu TFO powoduje wzrost stabilno$ci termodynamicznej trypleksow
zaroOwno RNA, jak 1 DNA [150, 158]. Efekt stabilizujacy 2-tiourydyny moze wynikaé
ze wzmocnienia roéznych oddziatywan, m.in.: oddzialywan van der Waalsa,
oddziatywan warstwowych zasad 1 wigzan wodorowych. Zaobserwowano, ze
podstawienie analogu 2-tioU odznaczajacego si¢ mniejszg elektrofilowoscia moze
przesuwac statg dysocjacji (pK,) donora wigzania wodorowego od wartosci powyzej 7.0
w kierunku wartos$ci bliskiej 7.0, a w konsekwencji zwigksza¢ sile tego wigzania [159].
Ponadto, zmniejszenie bariery energetycznej zwigzane] z procesem dehydratacji i
poprawa oddziatywan van der Waalsa migdzy atomem siarki a atomem wodoru (HS)
adeniny réwniez przyczynia si¢ do wzrostu powinowactwa nici TFO [160]. Atom siarki
jest bardziej polaryzowalny, dlatego moze powodowaé¢ wzrost oddziatywan
warstwowych. Poza tym, pochodna 2-tioU wymusza konformacj¢ pierscienia
cukrowego C3'"-endo, typowa dla formy A-RNA. Zmiana konformacji zachodzi rowniez
na przylegtych resztach nukleotydowych od strony 3’ modyfikacji, co powoduje
usztywnienie catej struktury 1 wzrost jej stabilnosci [150].

8-Aminopurynorybozydy stanowia kolejng grupe analogoéw nukleozasad korzystnie
wplywajacych na stabilno$¢ tryplekséw. Intensywne badania tych pochodnych byly
prowadzone przez zespot Orozco, ktory okreslit wptyw wprowadzenie do TFO 8-
aminoadeniny i1 8-aminoguaniny na trwalo$¢ termodynamiczng struktur trojniciowych
DNA przez wykorzystanie technik spektroskopowych oraz metod dynamiki
molekularnej [161, 162]. Wykazal, ze podstawienie atomu azotu w pozycji 8 puryny
grupg aminowa zwigksza stabilno$¢ trypleksu. Innym przyktadem analogow
nukleozydow jest 2'-deoksy-6-tioguanozyna, ktora podobnie jak wcze$niej opisane
pochodne zwigksza trwato§¢ utworzonego trypleksu [163]. W celu polepszenia
wlasciwosci oligonukleotydow TFO oprocz wymienionych modyfikacji chemicznych, z
powodzeniem stosuje si¢ roéwniez inne podejscia. W jednej ze strategii s3

wykorzystywane zwigzki zdolne do interkalacji miedzy oba konce nici (koniec 3’ i
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koniec 5') lub wewnatrz czasteczki TFO. Przyktadami heterocyklicznych zwigzkow o
takich wlasciwosciach sg akrydyna [164] i1 pochodne karbazolu [165]. Poliaminy (np.
spermina) zazwyczaj przylacza si¢ do koncow oligonukleotydu TFO, w wyniku, czego
powstaja koniugaty. Zastosowanie takich koniugatow umozliwia tworzenie si¢
stabilnych trypleksoéw, ktore moga zawiera¢ niesparowane zasady lub powstawac przy
braku jondow Mg?* [166]. Ponadto, wykazano, Ze psoralen moze réwniez wplywaé na
tworzenie si¢ trypleksow, poniewaz zwigzany z TFO zwigksza powinowactwo
oligonukleotydu do dupleksu [167].

Drugie podejscie skupia si¢ na rozwijaniu nowych metod modyfikacji nukleozasad,
tak by mogly one oddziatywa¢ ze swoimi sgsiadami jednej lub drugiej nici dupleksu.
Taka strategia znajduje potencjalne zastosowanie, gdy dwa krotkie fragmenty
homopurynowe wystgpuja w obu tancuchach dwuniciowego DNA lub RNA. W ten
sposob zmodyfikowany TFO moze przyjmowa¢ dwie orientacje (rownolegla lub
antyrOwnolegla) wzgledem podwojne] helisy. To podejscie zostalo wykorzystane w
badaniach m.in. przez grupy Héléne [168] oraz Browna [169]. Poza tym, dobrym
narzedziem w tej strategii moga by¢ takze kowalencyjnie polaczone oligonukleotydy
TFO shizace do rozpoznawania 1 wigzania okreslonych sekwencji DNA lub RNA [170].

Wiadomo, ze konformacja C3'-endo reszty rybozy, typowa dla formy A-RNA jest
preferowana podczas tworzenia trypleksow, ze wzgledu na korzystny efekt entropowy
[105]. W zwigzku z tym, poszukiwanie 1 synteza analogéw nukleozydow, ktore
utrzymuja lub wymuszaja przyjecie takiej konformacji rybozy stalo si¢ celem
intensywnych badan wielu grup badawczych [127, 171, 172]. Obok szeregu analogow
zasad heterocyklicznych opracowano takze wiele modyfikacji chemicznych pierscienia
cukrowego. Wykazanie, ze TFO w seriit RNA tworzy bardziej stabilne trypleksy niz
TFO w serii DNA, przyczynifo si¢ do rozwoju przede wszystkim metod syntezy
chemicznej pochodnych rybozy [168]. Najczesciej spotykang jest metylacja grupy 2'-
hydroksylowej. Oligonukleotydy zawierajace 2'-O-MeRNA s3 odporne na degradacj¢
przez nukleazy, dzigki czemu mogg zwigksza¢ stabilno$¢ trypleksow w srodowisku
komorkowym. Wyniki licznych badan potwierdzaja, ze modyfikacja 2'-O-MeRNA jest
powszechnie stosowana, jednak w rozny sposob wplywa na stabilno$¢ struktur
trojniciowych [173-175]. Wykazano, ze wprowadzenie reszty 2'-O-MeRNA zwigksza
stabilno$¢ trypleksow DNA, natomiast w przypadku trypleksow RNA ma efekt
destabilizujacy. Poza tym, zauwazono zalezno$¢ miedzy liczbg podstawien typu 2'-O-

MeRNA a trwaloscig termodynamiczng struktur tréjniciowych RNA 1 DNA. Trypleks
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RNA zawierajacy trzy reszty 2-O-MeRNA odznaczat si¢ mniejszg stabilnoscig
termodynamiczng niz jego niemodyfikowany odpowiednik. Tymczasem w przypadku
trypleksow DNA byl zaobserwowany odwrotny efekt, tj. stabilizujacy. Ponadto,
podstawienie wszystkich reszt nukleotydowych w TFO modyfikacjg 2'-O-MeRNA nie
pozwalalo na tworzenie si¢ trypleksu RNA [150]. Innym przyktadem modyfikacji reszty
cukrowej jest pochodna 2'-aminoetylorybozy (2'-O-AE, ang. 2"-aminoethylribose).
Badania Blommers 1 wsp. wykazaly, ze wprowadzenie analogu 2'-O-AE do
oligonukleotydu TFO korzystnie wplywalo na tworzenie stabilnego trypleksu, dzigki
utrzymaniu konformacji C3"-endo reszty cukrowej i1 wniesieniu dodatniego tadunku
pochodzacego od grupy aminowej [176].

Wsrod modyfikacji chemicznych pierscienia cukrowego na szczegdlng uwage
zastugujg rowniez analogi LNA. Monomer LNA zostal po raz pierwszy zsyntetyzowany
niezaleznie przez grupy Imanishiego [177] oraz Wengela [178]. W tym samym roku
dunska firma biotechnologiczna Exiqon A/S otrzymata wylaczne prawa do technologii
LNA zabezpieczone patentem [179]. Pod wzgledem chemicznym analog LNA posiada
pomiedzy atomami O2' 1 C4' pier$cienia rybozy dodatkowy mostek metylenowy. Dzieki
kowalencyjnemu zablokowaniu fragmentu cukrowego zostaje zachowana konformacja
C3'-endo, co sprzyja korzystnym zmianom w entropii badz entalpii podczas tworzenia
si¢ trypleksow [180]. Z doniesien literaturowych wynika, ze juz pojedyncza
modyfikacja LNA wplywa na zwigkszenie trwato$ci termodynamicznej tworzonych
trypleksow RNA 1 DNA [150]. Przykladowo, wykorzystujac spektroskopiec NMR
potwierdzono tworzenie si¢ w pH 8.0 stabilnego trypleksu migdzy dwuniciowym DNA
a oligonukleotydem TFO zawierajacym modyfikacje LNA [181]. W odniesieniu do
analogow LNA, ustalono takze addytywnos¢ efektow stabilizacyjnych, ktore wynikaty z
wprowadzenia wiecej niz jednej reszty LNA [150, 182]. Jednak, ni¢ TFO zbudowana
wylacznie z nukleotydow LNA nie wykazywata powinowactwa do dupleksu 1 nie
tworzyta z nim struktury tréjniciowej [180]. Ciekawym podejsciem bylo zastosowanie
analogobw LNA zawierajacych grupge aminowg w pozycji 2’ rybozy (2'-amino-LNA)
oraz funkcjonalizacje grupami pirenowa lub acetylowg [183]. W badaniach
termodynamicznych wymienionych pochodnych wykazano, ze wprowadzenie
modyfikacji 2-amino-LNA ma korzystny wplyw na stabilno$¢ trypleksow DNA, a
funkcjonalizacja grupa acetylowa dodatkowo =zwigksza ten efekt. Natomiast,
wykorzystanie podstawnika pirenowego skutkowalo obnizeniem trwalosci trypleksu

[183].
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Zesp6t Imanishiego rozwingl takze metodg¢ syntezy innych analogow
nukleozydowych, a mianowicie kwasow nukleinowych z mostkiem etylenowym (ENA,
ang. 2"-0,4"-C-ethylene-bridged nucleic acids) [184]. Modyfikacje ENA, podobnie jak
reszty LNA, pozwalaja na usztywnienie pierscienia cukrowego w konformacji C3'-
endo. Wykazano, ze wprowadzenie tego typu pochodnych nukleozydow do
oligonukleotydu TFO sprzyja powstawaniu stabilnych trypleksow w warunkach
fizjologicznego pH. W przeciwienstwie do modyfikacji LNA, calkowite zastgpienie
reszt nukleotydowych w TFO analogami ENA pozwala na tworzenie struktur
trypleksowych. Dodatkowa zaleta analogdbw ENA jest ich odporno$¢ na degradacje
przez nukleazy komorkowe [184]. Zarowno modyfikacja LNA, jak 1 ENA s3
przyktadami wigkszej rodziny analogow nukleozydowych, tzw. bicyklicznych kwasow
nukleinowych (BNA, ang. bicyclic nucleic acids). Grupa pochodnych BNA obejmuje
nukleozydy bicykliczne, w ktérych czes¢ cukrowa zawiera mostek tgczacy dwa atomy
pierscienia furanozowego, tworzac przez to bicykliczny uktad pierscieniowy [185].

Oprocz modyfikacji LNA nalezy wymieni¢ pochodne nukleozydowe okreslane,
jako kwasy nukleinowe o zwigkszonej labilnosci konformacyjnej pierscienia rybozy
(UNA, ang. unlocked nucleic acids) [186]. Stanowig one nowa klas¢ modyfikacji
pierscienia cukrowego, w ktorym usuni¢to wigzanie pomigdzy atomem wegla C2' 1 C3'.
Zmiana struktury rybozy powoduje wzrost elastycznos$ci czasteczki, co z kolei moze
wpltywaé¢ na stabilnos¢ modyfikowanych oligonukleotydow. Badania stabilnosci
termodynamicznej dupleksow DNA 1 RNA pokazaly, ze reszta UNA jest czynnikiem
zdecydowanie destabilizujgcym [186-188]. Wykazano réwniez, ze obecnosé
modyfikacji UNA wplywa na aktywno$¢ siRNA w sposob zalezny od miejsca
podstawienia [189]. W kontek$cie stabilnoSci struktury trypleksu, badania
termodynamiczne 1 biologiczne pokazaty, ze modyfikacji UNA obniza ich stabilno$¢
[190]. Jednak, wiaczenie reszt typu UNA w pewne pozycje dwuniciowego DNA
okazalo si¢ korzystne energetycznie lub nie mialo wplywu na stabilnos¢ struktury.
Najbardziej stabilny wariant trypleksu z modyfikacjami UNA tworzyl si¢ zarowno w
kwasowym pH, jak 1 obojetnym pH [190].

Morfolinowe pochodne kwasow nukleinowych stanowig kolejng grupe zwigzkow o
pozadanych wiasciwosciach stabilizujacych struktury trypleksow [191]. Zostaty one
wprowadzone juz pod koniec lat osiemdziesigtych XX wieku [192]. Sg to zwiazki, w
ktorych pigciocztonowy pierScien cukrowy =zostal zastgpiony szeScioczionowym

pierscieniem morfolinowym. Poza tym, wigzanie fosfodiestrowe niosace ujemny
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fadunek podstawiono niejonowym wigzaniem amidofosforanowym. Zmiany
strukturalne tych analogéw maja pewne korzystne cechy, m.in.: wykazuja wysokie
powinowactwo do komplementarnych sekwencji, sg stabilne w systemach
biologicznych, bardzo dobrze rozpuszczaja si¢ w roztworach wodnych, nie oddziatujg z
biatkami, brak tadunku umozliwia wydajny transport do komoérki [193]. Liczne prace
eksperymentalne dowodza, ze pochodne morfolinowe mogg by¢ z powodzeniem
stosowane do poprawy powinowactwa modyfikowanych TFO do dupleksu DNA 1
zwigkszenia stabilnosci trypleksow [191, 194, 195]. Analizy termodynamiczne i
strukturalne wykazaly, ze morfolinowe TFO wigze dwuniciowy DNA z wysokim
powinowactwem 1 tworzy stabilng strukture trypleksu [191]. Reszty morfolinowe
obecne w oligonukleotydzie TFO zwigkszaly stalyg wigzania tworzacej si¢ struktury
trypleksu, a tym samym powodowaly znaczny wzrost stabilnosci termiczne;.
Dodatkowo pokazano, ze dzigki wprowadzeniu pochodnych morfolinowych do nici
TFO powstaja stabilne trypleksy w warunkach obojetnego pH 1 wysokiego stgzenia
Jjonow magnezu, a takze przy ich braku, podczas gdy struktury z niemodyfikowanymi
TFO nie tworzg si¢ [191]. W zwigzku z powyzszym, pochodne morfolinowe moga by¢
powszechnie stosowane w projektowaniu oligonukleotydow TFO.

Obecno$¢ ujemnie natadowanych reszt fosforanowych powodujacych, odpychanie
si¢ tancuchow dupleksu DNA lub RNA ma niekorzystnych wplyw na ich hybrydyzacje
w warunkach fizjologicznych. Stad uwaza si¢, Ze usunigcie ujemnego tadunku
przyczyni si¢ do wzrostu trwalosci takiego dupleksu. W celu zmiany wlasciwosci
elektrostatycznych oligonukleotyddéw, zwiekszenie ich odpornosci na dziatanie nukleaz
oraz polepszenia wydajnosci transportu do komoérki rozwinigto rézne metody
modyfikacji chemicznych szkieletu fosforanowego [105]. Modyfikacja wigzania
internukleotydowego zwykle polega na zastgpieniu niewigzacego atomu tlenu przez
inne atomy (np. siarki) lub grupy chemiczne, w tym borowodorowa BHj
(boranofoforany), metylowa (metylofosfoniany) oraz aminowa (amidofosforany).

Tiofosforanowe analogi oligonukleotydow (PS, ang. phosphorothioate
oligonucleotides) sa obecnie waznym 1 czgsto stosowanym narzedziem w badaniach
strukturalnych 1 biologicznych kwaséw nukleinowych, w tym trypleksow [9].
Podstawienie niewigzacego atomu tlenu przez atom siarki w pochodnych
tiofosforanowych w znacznym stopniu podnosi stabilno$¢ oligonukleotydu i chroni
przed szybka degradacja w S$rodowisku wewnatrzkomérkowym [196]. Jednak, w

przypadku struktur trypleksowych doniesienia literaturowe wskazuja, ze pochodne

54



CZESC LITERATUROWA

tiofosforanowe nie wptywaja korzystnie na stabilno$¢ trypleksow [197, 198]. Jednakze,
wedhug badan Lacoste 1 wsp. wykorzystanie analogéw PS potaczonych kowalencyjnie z
resztami akrydyny pozwolito na powstanie stabilnego trypleksu [198].

Amidofosforany (PN, ang. phosphoramidates) sa kolejnag grupa modyfikowanych
analogow oligonukleotydéw, ktore zbadano m.in. pod katem potencjalnego
zastosowania w strategii wykorzystujacej trypleksy [199, 200]. Metody syntezy
chemicznej tych pochodnych byly rozwijane juz w latach dziewigecdziesigtych m.in.
przez zespoty Gryaznova [199] 1 Orgela [201]. Analogi PN mozna zasadniczo podzieli¢
na dwa rodzaje: N3'—P5'" amidofosforany, w ktorych kazdy z wigzacych atomow tlenu
w pozycji 3' zastgpiono grupg —NH oraz P3'—>N5’ amidofosforany, gdzie podstawiono
kazdy z wiazacych atoméw tlenu w pozycji 5'. Pochodne PN, podobnie jak naturalne
oligonukleotydy wystepuja w formie zjonizowanej i w obojetnym pH obdarzone sg
fadunkiem ujemnym [202]. Wpltyw obecnosci analogow amidofosforanowych w nici
TFO na stabilno$¢ tryplekséw zostat okreslony m.in. w badaniach Daglea i Weeksa
[203] oraz Escude i1 wsp. [168]. Obie grupy wykazaty, ze zastgpienie wigzania
internukleotydowego w TFO pochodnymi amidofosforanowymi moze mie¢ korzystny
wplyw na tworzenie struktur trojniciowych DNA. Ponadto, w badaniach in vitro Escude
1 wsp. zaobserwowali, ze oligonukleotydy TFO zawierajace analogi PN wiaza si¢
specyficznie do dwuniciowego DNA 1 hamuja proces transkrypcji [168]. Dodatkowo,
wedlug badan Daglea 1 Weeksa wprowadzenie grupy (N-alkilo)-amidofosforanowe;j
obdarzonej fadunkiem dodatnim do fancucha TFO powoduje znaczny wzrost stabilnosci
termicznej trypleksu [203]. Liczne przyktady prac eksperymentalnych, w ktoérych
stosowano analogi PN $wiadczg o tym, ze stanowig one dobra alternatywe dla
naturalnych oligonukleotydow [204-206].

PNA s3 nowg klasg analogow kwasow nukleinowych posiadajaca ciekawe 1
nietypowe wilasciwosci chemiczne. Latwa synteza chemiczna, odpornos$¢ na dziatanie
nukleaz, stabilno$¢ w szerokim zakresie pH 1 temperatury zainspirowaty wielu badaczy
do wykorzystania PNA zaro6wno w biologii molekularnej, jak 1 w celach
terapeutycznych. Technologia PNA byla opracowana i rozwijana przez Nielsena w
laboratorium Buchardta [207, 208]. W strukturze PNA szkielet fosfocukrowy zostat
zastgpiony poliamidem, w ktérym poszczegolne jednostki sg polaczone ze sobg
wigzaniami peptydowymi. Szkielet PNA sktada si¢ z powtarzajacych si¢ podjednostek
N-(2-aminoetylo)-glicyny, a wszystkie wigzania peptydowe miedzy nimi r6éznig si¢ od

tych wystepujacych migdzy aminokwasami w lancuchu biatek. Skutkiem tych roznic
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strukturalnych jest wicksza stabilno$¢ 1 odpornos¢ PNA na dzialanie nukleaz
komorkowych. Czasteczki PNA, podobnie jak kwasy nukleinowe zawieraja zasady
azotowe: purynowe (adenina, guanina) i pirymidynowe (tymina, cytozyna) potaczone ze
szkieletem za pomocg mostkéw metyleno-karbonylowych. Pod wzgledem chemicznym
analogi PNA bardziej przypominaja peptydy niz kwasy nukleinowe. Na podstawie ich
budowy mozna uwazac¢, ze sg hybrydami, ktore tacza cechy kwasow nukleinowych i
biatek. Podstawowg rdznicg pomiedzy PNA a DNA i1 RNA jest brak fadunku ujemnego
w szkielecie czasteczki. Dzigki temu nie nast¢puje odpychanie elektrostatyczne podczas
tworzenia si¢ dupleksow zarowno typu PNA/PNA, jak rowniez PNA/DNA 1
PNA/RNA. Brak tych oddzialywan sprawia, ze analogi PNA silniej wigza si¢ z
kwasami nukleinowymi, a powstale dupleksy sg bardziej stabilne termodynamicznie.
Kolejng wazng wilasciwoscig analogbw PNA jest ich elastyczno$¢, ktora pozwala na
znaczne wydhuzenie czasteczki 1 konformacyjng adaptacje podczas wigzania si¢ z DNA
czy RNA [209].

Analogi PNA o okreslonej sekwencji wykazuja zdolno$¢ wigzania si¢ z
komplementarnymi DNA lub RNA 1 tworzenia par zasad typu Watsona-Cricka, przez
co moga blokowac¢ lub obniza¢ ekspresje odpowiednich genow. Moga réwniez tworzy¢
struktury trojniciowe przylaczajac si¢ do podwojnej helisy DNA. Tworzenie si¢ takiego
kompleksu jest zwigzane z lokalng dysocjacja wigzan miedzy obiema ni¢mi dupleksu
DNA, a nastepnie przylaczeniu komplementarnego tancucha PNA do jednej lub dwdch
nici DNA. Struktura trypleksu jest stabilizowana przez parowanie zasad typu Watsona-
Cricka oraz oddzialywanie typu Hoogsteena [210, 211]. Trypleksy typu PNA/dsDNA
oraz dsPNA/DNA stabilizowane wigzaniami wodorowymi typu Hoogsteena powstaja
gldbwnie z udziatem oligomerow homopirymidynowych lub zawierajacych znaczng
przewage pirymidyn nad purynami. W strukturze typu dsPNA/DNA oligomer PNA
zawiera wiele reszt cytozyny, a stabilno$¢ tego kompleksu rosnie proporcjonalnie do
dlugosci tancucha PNA. Z kolei oligomery PNA zbudowane gléwnie z zasad
purynowych oddziatuja z dwuniciowym DNA poprzez parowanie wedlug modelu
Watsona-Cricka [212]. W wykorzystaniu analogobw PNA s3 rowniez pewne
ograniczenia, m.in. mniejsza rozpuszczalnos¢ w roztworach wodnych w porownaniu z
DNA czy RNA, spowodowana hydrofobowym charakterem PNA [109]. Czgsto, aby
poprawi¢ te¢ wlasciwos¢ do jednego z koncoOw oligomeru PNA przylacza si¢ dodatnio
natadowane aminokwasy, na przyktad lizyng [207]. Istotng trudno$¢ sprawia takze staba

przenikalnos¢ prze blony komorkowe, co utrudnia ich zastosowanie w terapii. Z tego
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wzgledu wiele badan skupia si¢ na otrzymywaniu specyficznych no$nikéw, ktore beda
transportowaly PNA do wnetrza komorki [213].

Pomimo, ze analogi PNA posiadaja pewne ograniczenia, z wielu doniesien
literaturowych wynika, ze sg powszechnie wykorzystywane w badaniach strukturalnych
1 biologicznych trypleksow DNA 1 RNA [158, 211, 214]. Pierwotnie czasteczki PNA
bytly zaprojektowane do poprawy powinowactwa do dupleksow DNA 1 tworzenia
trypleksow typu PNA/dsDNA. Jednak okazato si¢, ze oddzialywanie PNA czg¢sto
prowadzitlo do powstania termodynamicznie korzystniejszego kompleksu ztozonego z
dwoéch nici PNA 1 jednej nici DNA (PNA/DNA/PNA) [210, 215]. Dupleks PNA
powodujac rozplecenie si¢ helisy DNA, wigzal si¢ z komplementarnym fragmentem
dwuniciowego DNA tworzac pary zasad Watsona-Cricka, kosztem drugiej nici DNA.
Nastepnie, z nowo powstalym dupleksem PNA/DNA oddziatywat drugi fancuch PNA,
tworzac strukture trojniciowa. Fragment DNA, ktory zostat wypchnigty z helisy tworzyt
obok trypleksu, tzw. petle P. Powstanie takiego trypleksu niesie ze sobg ciekawe
konsekwencje biologiczne, poniewaz trypleks jest bardzo stabilny, a petla P ma wplyw
na wazne procesy biologiczne, w tym transkrypcje, replikacj¢ DNA 1 naprawe
zmutowanych gendéw. Struktura ta moze inicjowac transkrypcje lub uczestniczy¢ w
powielaniu DNA, a dzieki temu moze by¢ wykorzystana do badan genetycznych [216].
W badaniach in vitro 1 in vivo wykazano, ze trypleksy utworzone przez PNA i DNA w
miejscach transkrypcji hamujg ten proces zar6wno u organizmow prokariotycznych, jak
1 eukariotycznych. Powstanie struktury trypleksu w miejscu promotorowym ogranicza
dostgp polimerazy RNA, natomiast poza promotorem moze powodowac przedwczesne
odigczenie enzymu 1 zakonczenie transkrypcji mRNA [217]. Analogi PNA moga by¢
rowniez uzyte do hamowania replikacji DNA Iub odwrotnej transkrypcji poprzez
przytaczenie si¢ do matrycy DNA lub RNA 1 utworzenie stabilnego trypleksu, ktory
przerywa te procesy [218]. Ponadto, potwierdzono, ze utworzenie trypleksu przy
udziale oligomerow PNA blokuje proces transkrypcji onkogenu c-myc w modelu
zwierzecym. W konsekwencji dochodzilo do zahamowania proliferacji komorek
nowotworowych [219].

W przeciwienstwie do opisanych tryplekséw PNA/dsDNA, podczas formowania
si¢ trypleksow PNA/dsRNA nie dochodzi do inwazji nici PNA 1 zastgpienia jednej z
nici dupleksu RNA [220]. To znaczy powstaje tylko jedna forma trypleksu, tj.
PNA/dsRNA. To sprawia, ze PNA specyficznie wigza si¢ z dwuniciowym RNA, dzigki

czemu wykazujg duzy potencjal w podejsciu nakierowanym na struktury dupleksow
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RNA [220]. Trypleks pirymidynowy PNA/dsRNA powstaje przez oddzialywania
pomigdzy oligomerem PNA i dupleksem RNA. Lancuch PNA jest utozony roéwnolegle
wzgledem jednej z nici dupleksu RNA, tzn. jego koniec aminowy lezy przy koncu 5’
nici purynowej dsRNA. Na podstawie badan termodynamicznych i strukturalnych
zaobserwowano, ze struktury trojniciowe typu PNA/dsSRNA s3a znacznie bardziej
stabilne niz trypleksy PNA/dsDNA [214]. Efekt ten prawdopodobnie wynika z
odpowiedniej geometrii czasteczki RNA oraz korzystnych oddziatywan szkieletu RNA
z nicig PNA [214, 220, 221]. Dzigki takim wlasciwosciom analogi PNA stanowig
atrakcyjne narzedzia molekularne nakierowane na docelowe czgsteczki dsSRNA. TFO w
postaci analogu PNA mogg by¢ obiecujagcymi ligandami wykorzystywanymi, na
przyktad do ograniczenia oddzialywan trzeciorzegdowych RNA 1 RNA-biatko.
Przyktadowo, zaprojektowano TFO typu PNA zdolne do wigzania si¢ z regionem
dwuniciowym wirusowego RNA 1 blokowania oddzialywan mig¢dzy kinazg zalezng od
RNA (PKR, ang. RNA-dependent kinase) a RNA [222]. TFO z modyfikacjami PNA
moze, zatem postuzy¢ do studiowania sygnalizacji biatka PKR lub tez hamowania

oddziatywan RNA-PKR.

8.4 Przyklady zastosowania struktur tréjniciowych DNA i RNA

Szeroki zakres aktywnosci biologicznych trypleksow DNA 1 RNA sprawia, ze
stanowig one bardzo interesujace obiekty badawcze. Te niekanoniczne formy moga
bowiem uczestniczy¢ w regulacji ekspresji gendéw [118], hamowac¢ replikacje [223,
224], a takze by¢ zrodlem genetycznej niestabilnosci prowadzacej do choréb czlowieka
[122, 225]. Wymienione funkcje biologiczne, jakie przypisuje si¢ trypleksom,
pozwalaja na wykorzystanie tych struktur, jako narzedzi molekularnych w
biotechnologii, biologii molekularnej 1 diagnostyce medycznej oraz jako potencjalne
uzupehnienie narzedzi badawczych w celach terapeutycznych.

Liczne doniesienia literaturowe potwierdzaja, ze oligonukleotydy TFO sg z
powodzeniem wykorzystywane w biologii molekularnej oraz biochemii. Przede
wszystkim, jako koniugaty mogg byC¢ stosowane w badaniach molekularnych
mechanizméw oddziatywan bialek 1 enzymoéw z kwasami nukleinowymi, miejscowo-
specyficznego znakowania DNA lub RNA, rozpoznawania i okreslania topologii DNA
czy RNA, a takze, jako czynniki sieciujace (ang. cross-linking agents) [105]. Matteucci

1 wsp. opracowali podejscie, w ktérym kamptotecyna - inhibitor topoizomerazy | zostat
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polaczony z czasteczkg TFO w celu ograniczenia aktywno$ci enzymu [226].
Utworzenie struktury trypleksu spowodowato, ze miejsce w dwuniciowym DNA stato
si¢ niedostepne dla topoizomerazy I, co z kolei uniemozliwilo rozplecenie podwojnej
helisy. W innych badaniach wykorzystano koniugat daunomycyny (stosowanej w
terapii przeciwnowotworowej) z TFO w celu dostarczenia leku do okreslonego miejsca
w komorce [227]. W eksperymentach in vitro wykazano, ze koniugat daunomycyna-
TFO znaczniej silniej wigzat si¢ z docelowym miejscem w czasteczce RNA wirusa
HIV-1 w poréwnaniu do samego oligonukleotydu TFO.

W kontekscie badania oddziatywan typu biatko-DNA, strategia trypleksu moze
pomoc w zrozumieniu mechanizméw molekularnych, jak zostalo to szczegoétowo
opisane m.in. dla inhibitoréw topoizomerazy I oraz ich oddziatywan z DNA i enzymem
[228]. Reddy 1 wsp. w swoich doswiadczeniach wykorzystali kompleks TFO z
psoralenem, jako czynnik sieciujacy DNA w celu zbadania mechanizmu naprawy DNA
przez wycigcie nukleotydu (NER, ang. nucleotide excision repair), w tym poznania
biatek, ktore sg zaangazowane w ten proces [228]. Odkrycie, ze trzecia ni¢ moze
wspotzawodniczy¢ z biatkami o miejsca oddzialywania z kwasami nukleinowymi
sktonito badaczy do wykorzystania TFO w celu rozpoznawania takich miejsc [229].
Jednym z przykladow jest identyfikacja miejsc wigzania 1 hydrolizy dla enzymu
topoizomerazy II [230]. Ponadto, zastosowanie TFO do znakowania docelowych
kwasow nukleinowych réwniez stanowi interesujace podejscie, a wykorzystanie
kompleksow TFO z barwnikami fluorescencyjnymi lub z innymi zwigzkami, na
przyktad biotyng zostalo udokumentowane w wielu pracach [231-233]. Zdolnos¢
specyficznego wigzania si¢ TFO do fragmentow kwasow nukleinowych o okreslonej
sekwencji sprawia, ze mogg by¢ rowniez wykorzystane, jako narzedzia do
rozpoznawania 1 oczyszczania DNA czy RNA. W tej sytuacji duzg zaletg trypleksow
pirymidynowych jest ich podatnos¢ na zmiany warunkéw pH. W latach
dziewigcédziesigtych Smith 1 wsp. opracowali prosta 1 szybka metode¢ oczyszczania
plazmidowego DNA z lizatow komorek bakteryjnych [234]. W tym celu zaprojektowali
oligonukleotydy polaczone z biotyng zdolne do tworzenie struktury trypleksu z
dwuniciowym DNA. Analogiczne podejscie okazalo si¢ rowniez skuteczne do
oczyszczania DNA, co potwierdzajg liczne badania [234, 235]. Przyktadowo, grupa
Smitha wykorzystata strategi¢ trypleksu do oczyszczania DNA pochodzacego z
bakteriofaga lambda [235]. Wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne TFO oraz tatwy

sposob modyfikacji chemicznej powoduja, ze oligonukleotydy te sag wykorzystywane w
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badaniach in vitro 1 in vivo zwigzanych ze zmianami struktury i funkcji gendw.
Wiadomo, ze struktura trypleksu moze uczestniczy¢ w regulacji ekspresji gendw,
ukierunkowanej mutagenezie, naprawie uszkodzen DNA oraz homologicznej
rekombinacji, takze wpltywa¢ na oddzialywania kwasow nukleinowych z biatkami
[111]. Mozna, zatem stwierdzi¢, ze trypleksy sga uniwersalnym narzedziem stuzacym do
badania sekwencyjnie-specyficznych zmian w DNA lub RNA [111, 206, 236]. Istnieje
wiele prac opisujacych hamowanie procesu transkrypcji w wyniku utworzenia si¢
trypleksu. Jednym z przyktadow zastosowania TFO w regulacji transkrypcji sg badania
in vitro, w ktorych wykazano zahamowanie tego procesu przez oddzialywanie TFO z
czynnikami transkrypcyjnymi [237]. W innej pracy wykazano hamowanie transkrypcji
na etapie elongacji poprzez wigzanie si¢ TFO do okreslonych miejsc transkrybowanego
genu [238].

Warto réwniez zwrdci¢ uwage na potencjal oligonukleotydow TFO w celach
diagnostycznych czy terapeutycznych. W 2003 roku Shen 1 wsp. potwierdzili efekt
antygenowy 1 antyproliferacyjny TFO w ludzkich komoérkach nowotworowych ptuc
[239]. W swoich badaniach udowodnili, ze TFO nakierowane na gen kodujacy
surwiwing hamuje namnazanie si¢ komorek nowotworowych 1 indukuje wprowadzenie
ich na droge apoptozy [239]. W innej publikacji zademonstrowano TFO, jako
potencjalne narzgdzie do badania funkcji promotora genu PMP22, okreslenia roli biatek
PMP22 w rozwoju choroby Charcota, Mariego 1 Tootha typu 1A (CMTI1A, ang.
Charcot-Marie-Tooth disease type 1A4), a takze projektowania lekdw w oparciu o
struktury tréjniciowe [240]. Ponadto, strategia trypleksu zostala wykorzystana do
zablokowania produktu protoonkogenu MET (ang. mesenchymal epithelial transition
factor), co z kolei prowadzilo do $mierci komodrek 1 zatrzymania rozwoju guza w
watrobie [241]. Na podstawie tych badan nalezy przypuszcza¢, ze oligonukleotydu TFO
tworzace struktury trypleksowe moga okaza¢ si¢ dobrym narzgdziem w leczeniu

nowotworow zwigzanych z nadekspresja genu MET.
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9. Rownolegle dupleksy DNA i RNA

Wiadomo, ze kwasy nukleinowe s3 strukturami dynamicznymi 1 podlegaja
roznorodnym przemianom topologicznym w komorce. Elastyczno$¢ 1 zdolno$¢ do
zmian strukturalnych DNA 1 RNA odgrywaja kluczowa role dla ich funkcji
biologicznych oraz zaleza od wielu czynnikoéw, takich jak: sekwencja, obecnos¢ jonow
metali lub innych czagsteczek, oddziatywania z innymi biomolekutami, a takze pH czy
sita jonowa roztworu [242]. DNA wystepuje gtdéwnie w formie podwdjnej helisy (B-
DNA), podczas gdy fragmenty dwuniciowe w RNA sa krétkie 1 tworzg ro6zne motywy
strukturalne, takie jak: typu spinki do wloséw, petle wewnetrzne, jedno- lub dwustronne
wybrzuszenia, niesparowania [243]. W przypadku kanonicznych form B-DNA 1 A-
RNA wszystkie nukleozasady przyjmuja konformacje anti. Natomiast, w strukturze Z-
DNA reszty nukleotydow purynowych przyjmuja konformacje syn, a reszty
nukleotydow pirymidynowych konformacj¢ anti. Ponadto, w niektorych katalitycznych
RNA réwniez moga wystepowacé wigzania glikozydowe w konformacji syn. Z doniesien
literaturowych wynika, ze reszty nukleotydowe posiadajagce taki typ wigzan
glikozydowych sa powszechne w miejscach aktywnych centrum katalitycznego 1 moga
uczestniczy¢ w oddziatywaniach trzeciorzedowych [244]. Obserwacje te sugeruja, ze
niektore kwasy nukleinowe mogg przyjmowac struktury, ktére rdéznig si¢ od
kanonicznych form B-DNA 1 A-RNA.

Ogoblnie helikalne czasteczki kwasow nukleinowych skladajg si¢ z dwodch nici
ulozonych w orientacji antyrownoleglej (5'-3'/3'-5") z parowaniem zasad typu Watsona-
Cricka. Jednakze DNA oraz RNA moga tworzy¢ nietypowe struktury, takie jak
rownolegle dupleksy (5'-3'/5’-3") (Rys. 11). Te niekanoniczne formy sa znane od wielu
lat 1 czgsto wystgpuja w genomach ssakow 1 innych organizmow [245]. Niektore
helikalne formy kwasow nukleinowych o réwnoleglej orientacji nici moga by¢
elementem dla bardziej ztozonych struktur. Obecnos$¢ komplementarnych sekwencji
DNA lub RNA o rownoleglej orientacji wystepujacych w strukturze trypleksow,
kwadruplekséw, jak rowniez typu i-motif zostala dobrze scharakteryzowana w

literaturze [127, 246, 247].
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Dupleks antyrownolegly Dupleks rownolegly
A
5'AGAA GAA- GA3J' - 5'AG AAAGAG AAGA 3
3'TCTT - CTTT CTS 5'TC'TTTCTC TTC'T 3'
pH 7.0 pH 5.0

Rysunek 11. Schemat tworzenia si¢ antyréwnoleglego i rownoleglego dupleksu DNA.

9.1 Charakterystyka rownoleglych dupleksow DNA i RNA oraz ich wystepowanie

Juz w latach szes¢dziesigtych Rich i1 wsp. opracowali po raz pierwszy model
struktury zlozonej z dwoch nici zawierajacych reszty adenozyny [248]. Badacze
potwierdzili tworzenie si¢ podwojnej helisy poli(A) z réwnolegla orientacjg nici w
warunkach niskiego pH. Na podstawie badan krystalograficznych zaproponowali model
sktadajacy si¢ z dwdch rownolegle ulozonych nici z parowaniem reszt A-A typu
Hoogsteena [248]. Nastepnie, w oparciu o powyzszy model struktury helisy poli(A),
Pattabiraman pokazal, ze powstanie réwnolegtego dupleksu typu poli(dA)/poli(T) jest
tak samo korzystne termodynamicznie, jak tworzenie jego antyréwnoleglego
odpowiednika [249].

W 2009 roku grupa Krishnana przeprowadzita kompleksowe badania polimeru
deoksyadenozyny (dAis) i scharakteryzowata jego dwie formy powstajace w zaleznosci
od zmiany pH [250]. Naukowcy wykazali, ze forma dwuniciowa o roéwnoleglej
orientacji tancuchow poli(dA) tworzy si¢ w srodowisku kwasowym 1 niskim stezeniu
soli, podczas gdy w warunkach obojetnego pH powstaje forma jednoniciowa. Wkrotce
potem Safaee 1 wsp. rozwigzali strukture krystalograficzng poli(A) w obecnos$ci jondw
amonowych w pH 7.0 [251]. Udowodnili powstanie struktury réwnolegtego dupleksu,
w ktorej reszty adenozyny byly ulozone symetrycznie naprzeciw siebie. Ostatnio, grupa
Maquatza demonstrowata rowniez struktur¢ rownoleglego dupleksu zlozonego z
poli(A) w warunkach niskiego pH [252]. Autorzy wykazali, ze do powstanie takie]
struktury konieczne jest protonowanie atomu N1 reszt adenozyny. Specyficzne
oddziatywania wystepuja pomiedzy protonowang 1 nieprotonowang resztg adenozyny.

Struktury helikalne kwasow nukleinowych sg stabilizowane przez wigzania
wodorowe mig¢dzy resztami nukleotydowymi, oddziatywania warstwowe, hydratacje, a

takze modyfikacje chemiczne. W kanonicznych formach DNA i1 RNA wystepuja
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parowanie zasad wedlug modelu Watsona-Cricka, jak réwniez wewnatrz- 1/lub
miedzyczasteczkowe oddziatywania warstwowe. Natomiast tworzenie struktur
rownolegtych dupleksoéw jest determinowane warunkami pH [253]. W obojetnym pH te
niekanoniczne formy powstajg przez parowanie zasad typu odwrotnych Watsona-Cricka
A-T, G-C, (inaczej nazywane parami Donohue) [254] lub przez parowanie zasad A-T
typu Hoogsteena. Natomiast w srodowisku lekko kwasowym, reszta cytozyny wymaga
protonowania atomu azotu N3, a oddziatujgc z resztg guanozyny tworzy pare G-C* typu
Hoosgteena [253]. Wigzania wodorowe wystepujace pomiedzy zasadami azotowymi w

antyroOwnolegtym i rownolegtym dupleksie zostaly zaprezentowane na Rysunku 12.
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Rysunek 12. Schemat par zasad wystepujacych w antyréwnolegtym (A) i réwnolegtym (B)
dupleksie.

Czasteczka rownoleglego dupleksu DNA jest elastyczna 1 wykazuje zdolnos$¢ do
zmian strukturalnych w zaleznosci od kontekstu sekwencyjnego, warunkow pH czy
obecnosci innych czasteczek, na przyktad biatek [255]. Z doniesien literaturowych

wynika, ze duza zawarto$¢ par zasad G-C oraz warunki niskiego pH sprzyjaja tworzeniu
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si¢ niekanonicznych dwu- lub trojniciowych form DNA zawierajacych rownolegly
orientacje nici. Natomiast sekwencje bogate w reszty adenozyny i tyminy w warunkach
obojetnego pH przyjmujg strukture stabilizowang odwrotnymi wigzaniami wodorowymi
[256]. Badanie powstawania rownoleglych dupleksow DNA bylo zapoczatkowane m.in.
przez Pattabiramana, ktory w swoich doswiadczeniach wykorzystal spektroskopie
Ramana oraz metod¢e chemicznej metylacji [249]. Nastepnie grupy badawcze
Taillandiera oraz Wanga potwierdzity tworzenie si¢ tych niekanonicznych form za
pomoca spektroskopii w podczerwieni [257], a takze spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego [258]. W kolejnej pracy opisano badania tych struktur z
wykorzystaniem metod dynamiki molekularnej oraz spektroskopii CD. Na podstawie
uzyskanych wynikéw, udowodniono, ze czasteczki zawierajace pary dA-dT i dG-dC
moga przyjmowa¢ dwie formy, mniej trwalg strukture stabilizowang odwrotnymi
wigzaniami  wodorowymi oraz bardziej preferowang forme stabilizowang
oddziatywaniami typu Hoogsteena [259].

W naturze istniejg przyktady rownolegtych regiondw purynowo-pirymidynowych,
ktore moga petni¢ wazne funkcje biologiczne w komorce [255]. Na Rysunku 13
zaprezentowano przyktady takich rejonow z genoméw réznych organizmow. Tchurikov
1 wsp. zidentyfikowali jeden z przyktadow takich regionow w genomie Drosophila
melanogaster [260]. Opisali oni rejon roéwnolegly wystepujacy pomiedzy krotka
sekwencja retroelementu SINE (SINE, ang. short interspersed nuclear element) a
sekwencja na koncu 5 genu dehydrogenazy alkoholowej. Oba rejony sa
komplementarne na dlugosci 32 nukleotydow 1 ulozone wzgledem siebie w orientacji
rownolegtej. W 2000 roku ta sama grupa scharakteryzowata kolejny przyktad naturalnie
wystepujacego regionu rownoleglego, tym razem w genomie Escherichia coli [261].
Réwnolegle utozone odcinki znaleziono we fragmencie mRNA transkrybowanego z
genu /on. Produktem tego genu jest enzym - proteaza zalezna od ATP, ktory pehi
wazng role w selektywnej degradacji nieprawidtowych biatek oraz kontroli poziomu
biatek regulatorowych w komorce. Badacze potwierdzili tworzenie si¢ rownolegltego
dwuniciowego RNA in vitro oraz wykazali specyficzne wyciszenie genow u E. coli
spowodowane powstaniem tej struktury. Innym przykladem sekwencji mogacych
tworzy¢ struktury helikalne o rownoleglej orientacji nici jest trakt polipirymidynowy w
regionic mRNA genu iap [262]. Region ten wystepuje w genomie bakterii Listeria
innocuaa sam gen iap koduje duze biatko zewnatrzkomérkowe p60 niezbedne do

podzialu komoérek bakteryjnych. Wykorzystujac sekwencje komplementarne do
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fragment genu iap Nadal i wsp. zaprojektowali odpowiedni konstrukt, w ktorym
fancuchy byly ulozone w orientacji 5'-3'/5'-3'. Nastepnie wykorzystali go do
wylapywania mRNA tego genu z calkowitego RNA izolowanego z komorek
bakteryjnych.

region z g Drosophil. lanogaster

sekwencja SINE STTGCATGAACAAAAGTTTAAAAATTAACTATC3
fragment sekwencji genu dehydrogenazy alkoholowej 5> AACGTACT TGTT TT CAAATTTT TAATT GATAG3

fragment genu lon z genomu Escherichia coli (369-463 nt)

5’ TGTCATCTGATTACCTGGCGGAAATTAAACTAAGAGAGAGCTCTATGAATCCTGAGCGTTCTGAACGCATTGAAATCCCCGTATTGCCGCTGCGC 3”
5> ACAGTAGACTAATGGACCGCCTTTAATTTGATTCTCTCTCGAGATACTTAGGACTCGCAAGACTTGCGTAACTTTAGGGGCATAACGGCGACGCG 3”

region z genomu Listeria innocua

3> TCTTCTTCTTCT §°
iap tail-clamp Frrrrererrnd

3> AGAAGAAGAAGA S’
sekwencja docelowa 5 TCTTCTTCTTCT 3’

Rysunek 13. Przyklady regionéw purynowo-pirymidynowych z genoméw wybranych
organizmow [260-262].

Interesujagcego spostrzezenia dokonano podczas analizy bioinformatycznej, do
ktorej wykorzystano dwie sekwencje 5S'-AGAAAGAGAAGA 1 5'-TCTTTCTCTTCT.
Sekwencje te zostaly wybrane ze wzgledu na ich sktonnos$¢ do tworzenia stabilnych
rownolegtych duplekséw [263]. Analiza polegata na przeszukaniu bazy danych
sekwencji nukleotydowych pochodzacych z genomu czlowieka (Human RefSeqGene)
za pomoca algorytmu BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) [264].
Algorytm ten umozliwit porownanie wybranych sekwencji z sekwencjami zawartymi w
bazie danych Human RefSeqGene 1 ocen¢ ich podobienstwa. Przeprowadzona analiza
poréwnawcza pokazata, ze w regionach kodujacych ludzkiego genomu znajduje si¢
4356 sekwencji homopurynowych (5'-AGAAAGAGAAGA), natomiast 4456 sekwencji
homopirymidynowych (5-TCTTTCTCTTCT). Dane wskazuja, ze w genomie
cztowieka rdwniez mozna znalez¢ z duzg czgstoscig regiony bogate w zasady purynowe

lub pirymidynowe.
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9.2 Modyfikacje chemiczne wplywajace na stabilno$¢ struktur rownoleglych
duplekséw DNA i RNA

Ze wzgledu na fakt, ze helikalne struktury DNA 1 RNA z rownolegly orientacja nici
(5'-3'/5'-3") moga stanowi¢ obiecujace narzedzie w genetyce molekularnej, naukowcy
wykazuja duze zainteresowanie poprawa ich wlasciwosci fizykochemicznych 1
biologicznych [263, 265, 266]. W wyniku tego opracowano rdézne rodzaje modyfikacji
chemicznej oligonukleotydow 1 poszukuje si¢ nowych. Grupa analogow nukleotydow
zwigkszajacych stabilnos$¢ struktur rownoleglych duplekséw obejmuje, m.in.: 8-amino-
2'-deoksyadenozyne 1 8-amino-2'-deoksyguanozyne [259], S5-metylo-2'-deoksyizo-
cytozyne [258], 2'-O-MeRNA [263] 1 LNA [175, 263, 266]. W Tabeli 1 przedstawiono
podsumowanie wpltywu wybranych modyfikacji chemicznych na powstawanie
antyrownolegtych i rownolegltych duplekséw DNA 1 RNA.

Do okreslenia wplywu pochodnych 8-aminopurynowych na stabilnos¢
rownolegtych  dupleksow zastosowano metody dynamiki molekularnej oraz
spektroskopie NMR 1 CD [267]. Wyniki uzyskane z obliczen teoretycznych i technik
eksperymentalnych wykazaty silng stabilizacje tych struktur wywotang obecnoscig
pochodnych aminowych w oligomerze. Co wigcej, wprowadzenie takich reszt
pozwolito na powstanie rownolegtych dupleksow nawet w warunkach obojetnego pH
[259, 267]. Podobnie, izoguanozyna oraz izocytydyna mogg korzystnie wptywac¢ na
formowanie si¢ rownolegtych dupleksow. Przeprowadzone badania termodynamiczne 1
strukturalne pokazaly, ze oligonukleotydy zawierajace te analogi tworza stabilne
dwuniciowe struktury o réwnolegtej orientacji nici [258]. Na podstawie widm NMR
stwierdzono, ze obie nici oddziatujg ze sobg przez parowanie zasad typu odwrotnych

Watsona-Cricka, a powstala struktura r6znita si¢ od kanonicznej formy B-DNA
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Tabela 1. Wplyw wybranych modyfikacji chemicznych na powstawanie antyrownolegtych i rownoleglych duplekséw DNA i RNA.

. Dupleksy DNA Dupleksy RNA S
Typ modyfikacji antyréwnolegle rownolegle antyréwnolegle rownolegle Doniesienie literaturowe
, Guga i wsp. (2007),
2-0-MeRNA 1 1 1 1 Szabat i wsp. (2015)
Guga i wsp. (2007),
LNA 1 1 1 1 Bhattacharyya i wsp. (2011),
Szabat i wsp. (2015)
8-aminopuryna x 1 x x Garcia i wsp. (1999)
izoguanozyna (iG) X 1 X X .
iZocytozyna (iC) ” y ” ” Yang i wsp. (1998)
fluorowane pochodne 1 1 1 l Ingale i wsp. (2015)
7-deaza-2'-deoksyguanozyna (A) 1 1 x x Ingale i wsp. (2016)
cytozyna z grupami imidazolowymi (B) 1 1 X X Jana i wsp. (2013)
tiofosforany posiadajace konfiguracje R, 1 1 1 1 Maciaszek i wsp. (2015)
G-clamp (C), 1 1 .
pirolo-dC (D) 0 0 X X Ming i wsp.(2012)
L-(deoksy)ryboza x l x l Szabat i wsp. (2016)
koniugat PNA z porfiryng" x 1 x x Accetta i wsp. (2015)
A B C D
NH,
Z ™0 o]
_ HyC
9 J NH HN / NH
'1 | N\> NT\&N N)j/o S
N
Hzl-r:lo—lio\l HO‘| . N/&O HO Of\N HO o N/go
OH OH OH OH
Oznaczenia: 1 - efekt stabilizacyjny; | - efekt destabilizacyjny; X - brak danych; 0 — brak efektu; - dupleks PNA/PNA.
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Wptyw modyfikacji 2'-O-MeRNA 1 LNA na tworzenie si¢ oraz stabilnos$¢
termodynamiczng rownoleglych dupleksow zostal dobrze udokumentowany [263, 265,
266]. Przyktadowo, Szabat i1 wsp. wykorzystali powyzsze analogi w badaniach
termodynamicznych 1 strukturalnych rownoleglych dupleksow DNA 1 RNA [263].
Badacze potwierdzili efekt stabilizacyjny reszt typu 2-O-MeRNA i LNA obecnych w
jednej lub obu nici dupleksow DNA 1 RNA. Wykazali rowniez, ze tak modyfikowane
oligomery tworzg stabilne réwnolegte dupleksy w warunkach obojetnego pH. Ponadto,
grupy badawcze Sugimoto 1 Gugi takze wykorzystaly analogi LNA w celu poprawy
wiasciwosci termodynamicznych rownoleglych duplekséw [175, 266]. Interesujaca
praca Maciaszek 1 wsp. opisuje wykorzystanie reszt typu LNA, 2'-O-MeRNA oraz
pochodnych tiofosforanowych w badaniach termodynamicznych 1 biologicznych
dupleksow DNA 1 RNA [175]. Udowodniono, ze ni¢ homopurynowa zawierajgca
tiofosforany posiadajgce konfiguracje R, na wszystkich grupach fosforanowych mogta
specyficznie oddziatywa¢ z nicig homopirymidynowa i w konsekwencji tworzy¢ trwate
dwuniciowe struktury o rownoleglej orientacji. Wszystkie wymienione wczesnie]
doniesienia literaturowe moga by¢ uzyteczne w racjonalnym projektowaniu
skutecznych narzedzi oligonukleotydowych, ktore hybrydyzuja z docelowymi
sekwencjami w sposob rownolegly (5'-3/5'-3") lub wykorzystanych, jako przelaczniki
zalezne od zmian warunkow pH.

Intensywne badania dotyczace dupleksow DNA 1 RNA o rownoleglej orientacji
nici byly prowadzone przez grupe Seela [268-272]. Badacze =zaprojektowali 1
zsyntetyzowali szereg analogdéw oligonukleotydow, ktore nastepnie poshuzyty do badan
termodynamicznych 1 strukturalnych powyzszych struktur DNA 1 RNA. Przykifadami
uzytych analogow byly pochodna pirolo-deoksycytozyna (pirolo-dC) [273], 2'-
deoksyizoguanozyna oraz 2'-deoksyizocytozyna [272]. Na podstawie otrzymanych
wynikow stwierdzono, ze zastosowanie takich modyfikacji pozwolilo na powstanie
stabilnej struktury dupleksu zar6wno antyrownolegtego, jak 1 rownoleglego. Ponadto, ta
sama grupa badawcza okreslita wplyw oligonukleotydow polaczonych resztami
cukrowymi za pomoca facznika propargilowego na trwalo$¢ rownolegltego dupleksu.
Uzyskane wyniki pokazaty, ze modyfikowane oligonukleotydy przyjmowaty strukture
rownolegtego dupleksu, a ich stabilno$¢ termiczna byta zwigkszona [268]. Co wigcej, w
kolejnych badaniach sprawdzono zmiany trwalosci dupleksow typu DNA, RNA oraz
DNA/RNA spowodowane wprowadzeniem reszt typu 2'-deoksy-2'-fluoroizoguanozyny

1 2'-deoksyizocytozyny [271]. Analizujac uzyskane dane wykazano, ze oligonukleotydy
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zawierajace podstawnik fluorowy mogly tworzy¢ stabilne dupleksy DNA o orientacji
nici 5'-3'/5'-3', podczas gdy mieszane dupleksy DNA/RNA byly niestabilne [271].
Warto réwniez wymieni¢ inne badania grupy Seela, w ktérych okreslono efekt
pochodnej 7-deaza-2'-deoksyguanozyny oraz jej modyfikacji zawierajacych reszty
fenylowe lub fenylotriazolilowe do nici dupleksu DNA [272]. Na podstawie wynikow,
okazalo si¢, ze struktury zawierajace reszty 7-deaza-2'-deoksyguanozyny sg tak samo
stabilne, jak ich niemodyfikowane odpowiedniki. Natomiast, w przypadku obecnosci 7-
deaza-2'-deoksyguanozyny z resztami fenylowa lub fenylotriazolilowa w tancuchu
dupleksu DNA zaobserwowano destabilizacyjny efekt (zar6wno dla formy réwnolegte;j,
jak 1 antyréwnolegtej). Jedynie dla dupleksow mieszanych DNA/RNA modyfikacje te
nieznacznie poprawiaty ich trwatos¢.

Ponadto, Jana 1 wsp. w celu poprawy trwalosci kanonicznych i niekanonicznych
dupleksow DNA zaproponowali bardzo ciekawe podejscie wykorzystujace pary zasad
stabilizowane jonami metalu [270]. Zaprojektowali oligonukleotydy zawierajace reszty
cytozyny z grupami imidazolowymi (ImidC) oraz testowali zmiany stabilnos¢
termodynamicznej wywotane obecnoscig tych pochodnych. Wykazali, ze mozliwe jest
utworzenie stabilnej pary zasad migedzy dwiema resztami ImidC, a obecno$¢ jonow
srebra znaczaco poprawia tg wlasciwos¢. W zwigzku z tym, wprowadzenie takiej pary
zasad zdecydowanie zwigkszalo temperatur¢ topnienia réwnolegltego dupleksu. Co
wiecej, obecnos$¢ jonow srebra, ktore byly wigzane przez te niekanoniczne pary zasad
dodatkowo przyczyniata si¢ do wzrostu stabilnosci termiczne;.

Innymi przyktadami stosowanych modyfikacji w badaniach dotyczacych
stabilnosci 1 struktury rownolegtych dupleksow sg koniugaty porfiryny 1 PNA. Grupa
Corradiniego przedstawila badania strukturalne z zastosowaniem takich koniugatow
[274]. Potwierdzono, ze wprowadzenie jednostek porfirynowych wptywalo na
stabilno$¢ réwnolegtego dupleksu PNA/PNA. Dodatkowo, wykazano, ze zastosowanie
pojedynczej reszty porfiryny nieznacznie zwigkszalo trwato$¢ tych struktur, podczas
gdy wprowadzenie dwoch ugrupowan porfirynowych spowodowalo znaczny wzrost
temperatury topnienia. Ponadto, widma CD pokazaly, ze wykorzystanie takich
modyfikacji nie przyczynito si¢ do zmian strukturalnych czasteczki dupleksu.

Poza opisanymi modyfikacjami, w kilku pracach skupiono si¢ na wykorzystaniu
kwasow nukleinowych zawierajacych L-(deoksy)ryboze [275, 276]. Ze wzgledu na fakt,
ze L-DNA 1 L-RNA wykazuja duzg odpornos¢ na degradacje przez

wewnatrzkomorkowe enzymy, stanowig interesujacag alternatywe dla ich naturalnych
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odpowiednikow. W 1992 roku Ashley zauwazyl, ze fancuch poli(A) silnie hybrydyzuje
z nicig L-dU;2 w obecnosci 5 mM MgCL [275]. Zasugerowal, ze kwasy nukleinowe
posiadajace reszt¢ L-rybozy moga oddziatywa¢ z naturalnymi DNA lub RNA i
przyjmowaé podobng forme¢ typu A o rownoleglej orientacji nici. Interesujaca
obserwacja bylo to, ze L-RNA lub L-DNA wigzaty si¢ znacznie lepiej do naturalnego
RNA niz DNA. Ponadto, fancuchy poli(A) i L-dUi> oraz poli(A) 1 D-dU;> mogtly
tworzy¢ struktury trojniciowe.

Ostatnio, Szabat 1 wsp. rowniez wykorzystali L-enancjomery w badaniach
termodynamicznych 1 strukturalnych dupleksow DNA 1 RNA [276]. Stwierdzili, ze
homopurynowe 1 homopirymidynowe nici b¢dgce enancjomerami mogg oddziatywac ze
sobg 1 tworzy¢ struktur¢ dupleksu. Badacze zaobserwowali powstawanie
heterochiralnych dupleksow (L-RNA/D-RNA), jednakze trwalo$¢ takich struktur byta
bardzo mata w poréwnaniu z homochiralnymi odpowiednikami. Co wigcej, zauwazono,
ze wprowadzenie modyfikacji LNA do nici dupleksu heterochiralnego skutkuje
zwigkszeniem stabilnosci termodynamicznej takich dupleksow. Na podstawie analizy
NMR wykazano réwniez, ze te nietypowe struktury sg stabilizowane przez

niekanoniczne wigzania wodorowe.

9.3 Przyklady zastosowania struktur rownoleglych dupleksow DNA i RNA

Czasteczki DNA 1 RNA zdolne do przyjmowania helikalnej struktury o orientacji
nici 5'-3'/5'-3" oferuja nowe mozliwosci w regulacji strukturalnych i biologicznych
wiasciwosci kwasow nukleinowych. Po pierwsze, oligonukleotydy homopirymidynowe
oraz bogate w reszty purynowe moga tworzyC stabilne 1 sekwencyjno-specyficzne
struktury. Wysokie powinowactwo 1 specyficzno$¢ wigzania takich oligonukleotydow
sg kluczowymi czynnikami decydujacymi o skutecznosci ich dziatania oraz mozliwosci
potencjalnego zastosowania. W zwigzku z tym, niektore fragmenty DNA lub RNA
mogg stanowi¢ doskonatg podstawe do tworzenia struktur helikalnych (zawierajacych
nici ulozone réwnolegle wzgledem siebie). Takie niekanoniczne formy moglyby
postuzy¢ do opracowania strategii antygenowej (nakierowanej na DNA) Ilub
antysensowej (nakierowanej na mRNA) [127, 236].

Elastycznos$¢ 1 zdolno$¢ do zmian strukturalnych réwnolegtych dupleksow pozwala
na formowanie si¢ czgsteczek o rdznej ztozonosci. W zwigzku z powyzszym, struktury

rownolegte moga by¢ rowniez uzyteczne w projektowaniu oligonukleotydow
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stanowigcych czynniki interkalujace lub koniugaty. Przyktadowo, Jovin 1 wsp. opisali
struktur¢ rownoleglego dupleksu DNA w kontekscie jego oddzialywania ze zwigzkami
chemicznymi [277]. W badaniach zaobserwowano zmiany konformacyjne dupleksu po
dodaniu trzech wybranych zwigzkéw chemicznych (netropsyny, dystamycyny A i
Hoechst 33258). Zwigzki te powodowaly dysocjacje jednej z nici réwnoleglego
dupleksu, nastgpnie formowanie si¢ antyrOwnoleglego dupleksu zawierajacego
niesparowanie. W konsekwencji umozliwitlo to bardziej korzystne energetycznie
oddziatywanie zwigzku z dupleksem o orientacji nici 5'-3'/3'-5".

Z doniesien literaturowych wiadomo, ze oligomery zawierajace reszty
izoguanozyny 1 S5-metyloizocytozyny moga tworzy¢ stabilne rownolegle dupleksy
[258]. Yang 1 wsp. zasugerowali, ze bromek etydyny, daunorubicyna i nogalamycyna
moga wigzac¢ si¢ do modyfikowanego w ten sposdb réwnoleglego dupleksu na drodze
interkalacji [258]. Molekularny mechanizm tego oddziatywania byt podobny do tego
wystepujacego dla kanonicznej formy B-DNA. Opisane wiasciwosci oligonukleotydow
potaczonych ze zwigzkami interkalujacymi, w tym antybiotykami mogg by¢ pomocne w
opracowywaniu narzedzi antysensowych, ktoére w unikalny (,,rownolegly”) sposob
wiazg si¢ z docelowg sekwencjg mRNA.

Ciekawym zastosowaniem dla duplekséw rownolegtych jest ich wykorzystanie,
jako biosensoréw opartych na fragmentach DNA lub RNA. Specyficzne wilasciwosci
kwaséw nukleinowych, w przypadku roéwnoleglych dupleksow s3 to zmiany
strukturalne zalezne od pH, umozliwiaja konstruowanie chemicznych sensoréw [278].
W 2005 roku Ohmichi 1 wsp. zaprojektowali fluorescencyjnie znakowane
oligonukleotydy DNA (biosensory) zdolne do tworzenia struktur dwuniciowych oraz
przeprowadzili ich badania termodynamiczne i strukturalne [278]. Zaobserwowali
tworzenie si¢ okreslonych struktur w zaleznosci od wartosci pH. W $rodowisku
niskiego pH tworzyly si¢ rownoleglte dupleksy stabilizowane przez pary typu
Hoogsteena, natomiast w obojetnym pH nastgpilo strukturalne przejscie do formy
antyrownolegtego dupleksu z kanonicznymi parami Watsona-Cricka. Ponadto,
wykorzystali zaprojektowany biosensor w badaniach fluorescencyjnych na linii
komorkowej MCF-17. Wykazali, ze czasteczki biosensorow z powodzeniem moga by¢
uzyte do monitorowania zmian pH zachodzacych wewnatrz komoérek [278]. Biorac pod
uwage opisane badania mozna stwierdzi¢, ze sensory chemiczne oparte na
specyficznych wilasciwosciach kwaséw nukleinowych sa obiecujagcym materiatem do

opracowania nowych sond oligonukleotydowych. Takie konstrukty moglyby stuzy¢ do
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sledzenie odwracalnych reakcji w warunkach in vitro, jak rowniez do badania procesow
biologicznych w zywych komoérkach.

W ostatnim czasie rozw0j nanotechnologii sktonil naukowcé4w do badania
wlasciwosci kwasow nukleinowych pod katem wykorzystania w tej nowej dyscyplinie
technologii oraz nauki. DNA oraz RNA sg strukturami dynamicznymi i podlegajacymi
roznorodnym przemianom topologicznym, dlatego stanowig atrakcyjne polimery do
konstrukcji nanomaterialow. Helikalne struktury DNA Iub RNA o rownoleglej
orientacji nici zwigkszaja roznorodnos¢ takich blokow wykorzystywanych w
projektowaniu nanoczgsteczek. Ich wrazliwo$¢ na zmiany warunkow pH, temperatury,
obecnos¢ jonow metali lub innych biomolekut pozwala na opracowanie nanomateriatdéw
reagujacych na te czynniki. Yatsunyk 1 wsp. przedstawili szczegdlowy opis
wykorzystania niekanonicznych form DNA w nanotechnologii [279, 280]. Stwierdzili,
ze rownolegle dupleksy moga stanowi¢ element budulcowy funkcjonalnych materiatow
czy urzadzen w skali nano. Zalety tych struktur w stosunku do naturalnych dupleksow
obejmuja zwigkszong stabilno$¢ termiczng 1 wrazliwo$¢ na dzialanie bodzcow
chemicznych.

Chociaz natura ,wybrata” forme¢ dwuniciowego DNA zawierajagcego dwa
antyrOwnolegle utozone tancuchy, istniejg przyktady odcinkow rownolegtych 1 mozna
je znalez¢ w genomach r6znych organizmow, co zostalo wczesniej opisane [260-262].
Zwigkszona odpornos$¢ na degradacje, odmienny sposéb hybrydyzacji (specyficzny dla
sekwencji) oraz wrazliwo$¢ na zmiany Srodowiskowe stanowig o przewadze tych
czasteczek nad naturalnymi DNA 1 RNA. W zwiagzku z tym niekanoniczne formy
kwasow nukleinowych s3 w centrum zainteresowania wielu grup badawczych ze
wzgledu na ich zastosowanie w m.in.: biologii molekularnej, biotechnologii czy

diagnostyce medyczne;.
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V. WYNIKI I DYSKUSJA
1. Struktury tréjniciowe RNA

1.1 Warianty tryplekséw RNA

Wspblne prace badawcze prowadzone z zespotem Ganga Chena z Nanyang
Technological University w Singapurze przyczynity si¢ do wyboru obiektu
badawczego, jakim byl trypleks RNA [150]. Trypleks jest utworzony przez dwa
oligorybonukleotydy: jeden o dlugosci 32 nukleotydoéw przyjmujacy strukture typu
spinka do wtoséw 1 drugi o dlugosci 12 nukleotydoéw, nazywane odpowiednio RHP 1
TFO (Rys. 14). Oligorybonukleotyd oznaczony jako Ctr stanowit kontrolng czasteczke,
poniewaz nie wykazywal zdolnosci wigzania si¢ do spinki RNA 1 tworzenia z nig
struktury tréjniciowej. W Tabeli 2 zostaly zaprezentowane sekwencje oraz nazewnictwo
niemodyfikowanych 1 modyfikowanych wariantow TFO oraz spinki RNA, ktore
wykorzystano w badaniach termodynamicznych, strukturalnych 1 biologicznych
realizowanych w ramach pracy doktorskiej. Natomiast na Rysunku 15 zaprezentowano
wzory strukturalne niemodyfikowanego rybonukleozydu 1 modyfikowanych
nukleozydow oraz enancjomeréw rybozy, ktére byly wprowadzone do

oligonukleotydow podczas badan nad trypleksami RNA.
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Rysunek 14. Schemat struktury modelowego trypleksu RNA.
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Tabela 2. Sktad nukleotydowy badanych wariantow oligorybonukleotydow TFO 1 spinki RNA.

Nazwa Sekwencja (5'-3')

RHP UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA

bRHP UPAPGPAPGPAPGPAPGPAPAPAPGPUPUPUPCPGPAPCPUPUPUPCPUPCPUPCPUPCPUPAP

fRHP 5(6)-FAM-UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA

rup | 3(6)-FAM-
UPABGBABGPAPGPRAPGPABAPABGPUPUPUBCPGPABCRUBPUPUPCBUPCPUBCRUPCPUBAP
Ctr AUCUGUUCCACU

bTFO UPCPUPCPUPCPUPCPUPUPUPCP

TFOL1 | UCUucCUCU*cUUUC

TFOL2 | UCUCU*cUu“cuuUC

TFOL3 | UCUCUCUCUUUC

TFOL4 | U*cucu*tcucutuuc

TFOS1 | UCUCUCS®UCUUUC

TFOS2 | UCUCs2UCS®UCUUUC

TFOS3 | UCUCs2UCs*UCs*UUUC

TFOl | s2UCMUCS2UC s2UCs?UUUCH

TFO2 | sUCMUCSUCS2UCYs2UUs2UC"

TFO3 | s2UCUCH*UC s2UC 2 UUUCY

TFO4 | sUCMUCH2UC s2UCYs2Us2Us2UC"

fTFO1 5(6)-FAM-s>’UC"UCs*UC*s*UCs*UUUCH

fTFO2 5(6)-FAM-s’UC"UCs’UCs*UC*s*UUs’UC

fTFO3 | 5(6)-FAM-s2UCUC*s2UC"s2UC"s2UUUC"

fTFO4 5(6)-FAM-s’UC"UC"s’UC"s’UC"s’Us*Us*UC"

TFONI | UCUCS2UCUCs:UUUCH

TFON2 | s2UCMUCUCUCs*UUs2UC™

TFON3 | s2UCUCUCUC!s2UUUCY

TFON4 | UCtUCs2UCUCUUUCH

fTFON1 | 5(6)-FAM-UCUCs*UCUCs*UUUC*

fTFON2 | 5(6)-FAM-s2UC*UCUCUCs*UUs2UC*

fTFON3 | 5(6)-FAM-s2UCUCUCUC"s*UUUC*

fTFON4 | 5(6)-FAM-UC-UC-s2UCUCUUUCH

TFOP neomycyna - TLTLTTTL

TFOLM | uMctuMctuMcrtuMctuMuMuMct

Oznaczenia: UP, AP, GP, CP— modyfikacje p-L-RNA, UY, Cl— modyfikacje LNA, UM — modyfikacja 2'-O-MeRNA, T
— monomer tymidynowy w serii PNA; L — tiopseudoizocytozyna, s?U — 2-tiourydyna, 5(6)-FAM — 5(6)-
karboksyfluoresceina.

74




WYNIKI I DYSKUSJA

Tabela 3. Modelowe warianty trypleksow RNA.

Nazwa Sklad
trypleksu RNA trypleksu RNA

Tl TFO1 + RHP

T2 TFO2 + RHP

T3 TFO3 + RHP

T4 TFO4 + RHP

TS TFONI1 + RHP

T6 TFON2 + RHP

T7 TFON3 + RHP

T8 TFON4 + RHP

T9 bTFO + RHP

T10 TFO + bRHP

T11 bTFO + bRHP

T12 TFOP +RHP

T13 TFOL1+ RHP

T14 TFOL2+ RHP

T15 TFOL3+ RHP

T16 TFOL4+ RHP

T17 TFOS1 + RHP

T18 TFOS2 + RHP

T19 TFOS3 + RHP

T20 TFOLM+ RHP

T21 Ctr + RHP

B B B
HO— o HO— Ho— o
OH OH OH OCH,4 OH~O0
nukleozyd o usztywnionej
rybonukleozyd 2'-O-metylorybonukleozyd konformacji pierscienia rybozy
(LNA)
0}
[
B
HO o N™ =8 Kfo HO o 1 OH OH
O
JK/N\/\
OH OH HO NH2 OH OH OH OH
2-tiourydyna monomer PNA D-ryboza L-ryboza

Rysunek 15. Wzory strukturalne nukleozydéw i enancjomerow rybozy wykorzystywanych w
badaniach trypleksow RNA.
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1.2 Badania trwalosci termodynamicznej wariantow trypleksow RNA

Dzigki obecnosci pierscieni heterocyklicznych, kwasy nukleinowe majg zdolnosé¢
absorpcji promieniowania UV przy dlugosci fali 260 nm. Taka cecha DNA 1 RNA
umozliwia ich spektrofotometryczne wykrywanie oraz iloSciowe oznaczanie. W
zwigzku z tym stabilno$¢ termodynamiczna badanych wariantow trypleksow RNA
zostala okreslona przez wykorzystanie metody topnienia UV (ang. UV melting) przy
uzyciu spektrofotometru UV/Vis. Ta technika pozwala na zarejestrowanie zmiany
absorbancji badanego roztworu kwasu nukleinowego, jako funkcji temperatury.
Termiczna denaturacja helikalnego DNA Iub RNA powoduje tzw. efekt
hiperchromowy. Jest to wzrost absorbancji kwasu nukleinowego po przyjeciu struktury
jednoniciowej 1 nieuporzagdkowanej, spowodowany zerwaniem wigzan wodorowych 1
zaburzenia oddziatywan warstwowych pomigdzy nukleozasadami. Na podstawie
pomiarow zmian absorbancji mozna okresli¢ tzw. temperature topnienia (Tn) dla
badanej probki oraz obliczy¢ parametry termodynamiczne, takie jak, entropia (AS°),
entalpia (AH®) 1 energia swobodna (AG°37). Temperatura topnienia to temperatura, w
ktorej dochodzi do rozplecenia polowy czasteczek kwasu nukleinowego, innymi stowy
ustrukturalizowana forma badanego DNA lub RNA wystepuje w rownowadze z forma
jednoniciowg [281]. Entropia (AS®°) jest miarg stopnia nieuporzadkowania uktadu (w
tym przypadku struktury DNA lub RNA), na ktorag wplywaja, m.in.: stopien hydratac;ji
oraz usztywnienie lancuchéw w helisie DNA lub RNA. Natomiast zmiany entalpii
(AH®) zwigzane s3a z oddzialywaniami wodorowymi oraz oddziatywaniami
warstwowymi wystepujacymi w strukturach DNA lub RNA.

W przypadku struktur trojniciowych krzywa zaleznos$ci absorbancji od temperatury,
tzw. krzywa topnienia posiada dwa punkty przegiecia, co daje charakterystyczny profil
topnienia (Rys. 16). W pierwszej fazie trypleks przeksztalca si¢ do formy dwuniciowe;,
dochodzi do zaniku oddzialywan pomiedzy nicig TFO 1 dwuniciowym fragmentem
(trzonem) spinki RNA, natomiast w drugim etapie struktura spinki RNA ulega
rozpleceniu do formy jednoniciowej [282]. Chociaz metoda topnienia UV jest jedng z
najczesciej stosowanych technik w badaniach stabilno$ci termodynamicznej struktur
DNA 1 RNA, w tym tryplekséw, ma jednak pewne ograniczenia [283]. Podstawowym
utrudnieniem w analizie danych termodynamicznych dla struktur trojniciowych jest

obecnos¢ dwoch punktéw przegigcia w profilu topnienia. Czgsto takie przej$cia
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zachodzg na siebie, przez co nie mozna ich tatwo rozr6zni¢ i podda¢ niezaleznie

analizie termodynamiczne;j.

— RHP
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Rysunek 16. Przykladowa krzywa topnienia obrazujaca dwa punkty przegiecia
charakterystyczne dla struktury trypleksu.

Na podstawie doniesien literaturowych wiadomo, ze wartos¢ pKa dla kwasu 2-(N-
morfolino)etanosulfonowego [MES, ang. 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid] jest
niezalezna od zmian temperatury [284]. W zwigzku z powyzszym, aby wraz ze
wzrostem temperatury nie zmieniata si¢ wartos¢ pH, do pomiaru temperatury topnienia
badanych trypleksow RNA wykorzystano bufor zawierajacy 20 mM MES i 100 mM
NaCl (pH 7.0). W oparciu o badania termodynamiczne przeprowadzone przez grupg
Chena przygotowano pule niemodyfikowanych 1 modyfikowanych
oligorybonukleotydow TFO, ktére zestawiono w Tabeli 2 (Podrozdziat 1.1 Warianty
trypleksow RNA) [150].
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1.2.1 Wplyw modyfikacji chemicznych LNA i 2-tiourydyny na stabilnos¢

termodynamiczng trypleksow RNA

Z puli wszystkich wariantow TFO w badaniach trwalo$ci termodynamicznej
wykorzystano tacznie 8 oligorybonukleotydéw zawierajacych reszty urydyny w serii
LNA (UY), cytozyny w serii LNA (Cl) i 2-tiourydyny (2-tioU). Liczne doniesienia
literaturowe wskazuja, ze wprowadzenie modyfikacji LNA do nici TFO zwigksza
stabilno$¢ termodynamiczng powstatych trypleksow [150, 180]. Wykazano, ze juz
pojedyncze podstawienie reszty nukleotydowej pochodng LNA wptywa na zwigkszenie
trwalosci  trypleksow  [150]. Dodatkowo, zaobserwowano wzrost efektow
stabilizacyjnych, ktore wynikaty z wprowadzenia wigcej niz jednej reszty typu LNA
[150, 182]. Torgioe 1 wsp., thumaczyli, ze modyfikacja LNA moze zwigkszaé stabilno$¢
termodynamiczng tryplekséw, poniewaz powoduje usztywnienie samego tancucha TFO
1 dzieki temu oligomer ten mocniej wigze si¢ do dwuniciowego DNA [182]. Badania
kinetyczne tej grupy naukowcow potwierdzily, ze obecnos¢ reszt typu LNA w TFO
powoduje duzy wzrost wartosci stalej wigzania oligomeru TFO 1 spinki RNA, co
przektada si¢ na trwalo$¢ trypleksu. Poza tym, dotychczas opublikowane dane Zhou 1
wsp., potwierdzaja, ze zastgpienie atomu tlenu O2 reszty urydyny atomem siarki
powoduje wzrost stabilnosci trypleksow [150]. Efekt stabilizacyjny pochodnej 2-
tiourydyny moze wynika¢, m.in. z wymuszenia preferowanej konformacji C3'-endo
reszty cukrowej oraz zwigkszenia oddzialywan warstwowych 1 oddzialywan van der
Waalsa, co ulatwia tworzenie si¢ trypleksu. W zwigzku z powyzszym podczas
wykonywania pracy doktorskiej zaprojektowano oligorybonukleotydy TFO zawierajace
jednocze$nie oba rodzaje modyfikowanych nukleotydow, a nastepnie poddano je
badaniom termodynamicznym. Uzyskane wyniki stanowily uzupeilienie danych
literaturowych dotyczacych wplywu analogéw LNA oraz 2-tiourydyny na trwato$¢
termodynamiczng trypleksow RNA. Ponadto, zakladano, ze wprowadzenie reszt typu
LNA 1 2-tioU do nici TFO moze przyczyni¢ si¢ do poprawy wiasciwosci biologicznych
badanych struktur, co miatoby istotne znaczenie na dalszym etapie badan.

Zaprojektowano 1 zsyntetyzowano osiem oligorybonukleotydéw TFO zawierajace
w roznych pozycjach od 2 do 5 pochodnych LNA i 0d 1 do 6 reszt 2-tiourydyny (TFO1-
TFO4 oraz TFONI1-TFON4, Tab. 2, Podrozdzial 1.1 Warianty trypleksow RNA).
Ogolnie, na podstawie wartosci parametru Tri dla 8 wariantéw modelowych trypleksow

RNA mozna stwierdzi¢, ze zamiana naturalnych reszt nukleotydowych na pochodne
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typu LNA 1 2-tioU przyczynita si¢ do wzrostu trwaloSci termicznej wszystkich
badanych trypleks6w w odniesieniu do niemodyfikowanego trypleksu Tn (Tab. 4).

Otrzymane wyniki pozwolily zaklasyfikowaé badane trypleksy RNA do dwdch
grup. Pierwsza obejmowata warianty T1, T2 i T4, ktore charakteryzowaty si¢ wysokimi
temperaturami topnienia Tmi, wynoszacymi odpowiednio: 68.0, 67.1 1 64.1°C (Tab. 4).
Natomiast w drugiej znajdowaty si¢ warianty tryplekséw T5, T6 1 T8 odznaczajace si¢
nieco mniejszymi wartosciami parametru Tmi wynoszacymi odpowiednio: 62.1, 53.2 i
56.0°C (Tab. 4). Dla trypleksu T7 wyznaczenie warto$ci Tm1 okazalo si¢ niemozliwe ze
wzgledu na brak dwoch punktow przegiecia podczas topnienia (Rys. 17). Mozna
przypuszczaé, ze trypleks T7 byl tak trwaly, ze temperatura topnienia trypleksu
pokrywala si¢ z temperaturg topnienia spinki, dlatego zaobserwowano tylko jedno
przejScie w przebiegu krzywej topnienia. Istnieje rowniez prawdopodobienstwo, ze
drugi punkt przegigcia charakterystyczny w topnieniu trypleksu znajdowal si¢ poza
zakresem pomiarowym, dlatego wyznaczenie temperatury topnienia wariantu T7 byto
niemozliwe.

Co ciekawe, zaobserwowano, ze wartos¢ parametru Tm1 byla wyzsza w przypadku
trypleksow T1-T4 w poréwnaniu z trypleksami T5-T8 (Tab. 4). Wyjatek stanowil jeden
trypleks T3, dla ktorego wartos¢ temperatury topnienia byta mniejsza (Tm1 przyjmowata
warto$¢ 60.0°C, Tab. 4). Warianty T1-T4 posiadaly wigecej modyfikacji LNA 1 2-tioU,
przez co charakteryzowaty si¢ wigkszg trwalo$cig termiczng w poréwnaniu z
wariantami T5-T8, ktore zawieraly mniej podstawien typu LNA 1 2-tioU. Biorgc pod
uwage powyzsze obserwacje stwierdzono, ze wielokrotne podstawienia resztami typu
LNA 1 2-tioU w oligomerze TFO przyczyniajg si¢ do wzrostu temperatury topnienia

badanych tryplekséw RNA.
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Tabela 4. Temperatury topnienia tryplekséow RNA (T.,;) i spinki (7,,2) zawierajacych reszty nukleotydowe LNA (C") oraz 2-tioU?.

Temperatury topnienia

Nazwa trypleksu Spinka (5'-3") TFO (5'-3")
Tum1 (°C) Tm (°C) | ATw" (°C)

Tn’® UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA UCUCUCUCUUUC 46.4" 79.3" 0

Tl UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA s$UCtUuCsguCt gucs’uuuct 68.0 82.2 21.6
T2 UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA | g£UCUCSUCSUCH UUsZUCH 67.1 82.5 20.7
T3 UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA | £UCUC'sUCHs*UC! s2UUUCH 60.0 82.0 13.6
T4 UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA | $2UC*UCHUC"s*UC"s’Us’Us’UC" 64.1 81.2 17.7
T5 UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA uctucslucucstuuuct 62.1 79.3 15.7
T6 UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA s2UC"UCUCUCsUUsUCt 53.2 80.9 6.8
7 UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA sfucuctucucts’uuuct n.d. (75) n.d.
T8 UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA uctuctslucucuuuct 56.0 81.4 9.6

Oznaczenia: a — bufor: 100 mM NaCl, 20 mM MES,0.5 mM EDTA(Na),, pH 7.0; b — obliczona na podstawie roznicy T dla wariantow trypleksow RNA (T1-T8) i Ty dla niemodyfikowanego

trypleksu RNA (Tn); Tn" - niemodyfikowany trypleks RNA stanowiacy kontrolg; n.d. — brak dwoch punktéw przegigcia podczas topnienia.
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Rysunek 17. Krzywe topnienia dla badanych tryplekséw RNA zawierajacych modyfikacje 2-
tioU oraz LNA.
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Sposréd wszystkich badanych tryplekséw (z wyjatkiem T7, dla ktérego nie
wyznaczono parametru Tm1) wariant T1 odznaczal si¢ najwyzsza temperaturg topnienia,
ktorej wartos¢ wynosita 68.0°C (Tab. 4). Natomiast, najnizsza warto$¢ parametru Tmi
zanotowano dla wariantu trypleksu T6 zawierajacego dwie reszty typu LNA 1 trzy
reszty 2-tioU (Tm1 = 53.2°C, Tab. 4). Zmiany temperatur topnienia (ATm) obliczone z
roznicy wartosci parametru T modyfikowanych trypleksow (T1, T2 1 T4 oraz T6 1 T8)
1 wartosci parametru Tmi niemodyfikowanego trypleksu (Tn) sugerujg wystepowanie
pewnej zalezno$ci miedzy liczbg podstawien resztami LNA 1 2-tioU a trwaloscig
termiczng badanych struktur (Tab. 4 1 Rys. 17). Jednak, korelacja ta byla widoczna w
sytuacji, gdy poréwnywano ze sobg wartoSci ATn pomigdzy grupami trypleksow
(zestawienie wartosci ATy wariantow T1, T2 1 T4 z wartoSciami ATy, wariantow T6 1
T8, Tab. 4 1 Rys. 11). Natomiast, gdy por6wnano zmiany temperatur topnienia
wariantow trypleksow w obrgbie danej grupy, znalezienie bezposredniej korelacji
miedzy ATn a liczbg modyfikacji LNA 1 2-tioU okazalo si¢ niemozliwe. Przyktadowo,
wariant T4 zawierajacy szes¢ 2-tioU 1 pie¢ reszt typu LNA odznaczat si¢ mniejsza
temperaturg topnienia (Tm1 = 64.1°C, Tab. 4) niz wariant T1, ktéry miat cztery 2-tioU 1
trzy podstawienia typu LNA (Tmi = 68.0°C, Tab. 4). Brak takiej zalezno$ci mozna
thumaczy¢ wpltywem nie tylko liczby modyfikacji LNA 1 2-tioU na stabilno$¢
termodynamiczng badanych trypleksow, ale rowniez innymi czynnikami, na przykiad
potozeniem modyfikacji w oligomerze lub wystepowaniem réznic w oddzialywaniu
czastkowych fadunkéw grup egzocyklicznych w sasiadujacych zasadach. Mozna takze
przypuszczaé, ze wielokrotne podstawienia typu LNA 1 2-tioU w tancuchu TFO moga
powodowaé za duze ustrukturalizowanie lub usztywnienie TFO. W konsekwencji

dopasowanie nici TFO do trzonu spinki RNA jest utrudnione lub nawet niemozliwe.

82



WYNIKI I DYSKUSJA

25
2160 59
20 17,70
15,70
§ e 13,60
E‘E 9,60
1
< 10 6,80
5
0
0 -
Tn T1 T2 T3 T4 TS T6 TS

Tn - wariant niemodyfikowany

T1 - wariant zawierajacy 3 reszty LNA i 4 reszty 2-tioU
T2 - wariant zawierajacy 3 reszty LNA i 5 reszt 2-tioU
T3 - wariant zawierajgcy 4 reszty LNA i 4 reszty 2-tioU
T4 - wariant zawierajacy 5 reszt LNA i 6 reszt 2-tioU
TS5 - wariant zawierajacy 2 reszty LNA i 2 reszty 2-tioU
T6 - wariant zawierajacy 2 reszty LNA i 3 reszty 2-tioU
T7 - wariant zawierajacy 3 reszty LNA i 2 reszty 2-tioU

T8 - wariant zawierajacy 3 reszty LNA i 1 reszte 2-tioU

Rysunek 18. Wykres zaleznosci wartosci temperatury topnienia trypleksow T1-T8 od liczby
modyfikacji LNA i 2-tioU.

Podsumowujac, otrzymane wyniki dla o§miu wariantow trypleksow RNA (T1-T8)
moga $wiadczy¢ o silnym stabilizacyjnym efekcie bedagcym rezultatem wielokrotnego
podstawienia resztami LNA i 2-tioU. Dane te pozostajag w zgodnosci z wczesniejszymi
doniesieniami na temat korzystnego wptywu pochodnych LNA i 2-tioU na trwato$§¢
trypleksow RNA [150]. Zhou i wsp., pokazali, ze modyfikacje zarowno w obrebie
zasady azotowej, jak i pier§cienia cukrowego stabilizuja trypleksy RNA. Wykazali, ze
wprowadzenie pojedynczej modyfikacji LNA zwigkszalo temperaturg¢ topnienia
trypleksu $rednio o ok. 9°C. Natomiast obecno$¢ jednej reszty 2-tiourydyny
powodowala wiekszy wzrost wynoszacy $rednio ok. 12°C [150]. Ponadto, szczegblowa
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analiza danych otrzymanych w badaniach termodynamicznych w niniejszej pracy
pozwolita przypuszczaé, ze miejsce wprowadzenia modyfikacji chemicznych LNA 1 2-
tioU rowniez moze mie¢ wplyw na trwalo$¢ termiczng trypleksow RNA. W przypadku
analogow LNA wszystkie reszty rybozy wystepuja w konformacji C3"-endo, co sprzyja
korzystnym zmianom w entalpii podczas tworzenia si¢ struktury trypleksu z udzialem
TFO zawierajacego reszty LNA. W konsekwencji dochodzi do powstania trypleksu o
zwigkszonej stabilno$ci. Natomiast obecnos¢ atomu siarki (modyfikacja 2-tiourydyna)
moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia specyficznosci oddzialywania TFO ze spinka
RNA przez, m.in.: wzrost oddziatywan warstwowych i oddzialywan van der Waalsa, a
takze zmniejszenie efektu dehydratacji [150]. Rowniez 2-tioU sprzyja przyjmowaniu
konformacji C3'-endo pierscienia cukrowego w lancuchu TFO. W zwiazku z tym,
jednoczesne wprowadzenie obu modyfikacji do oligomeru TFO przyczynialo si¢ do

powstawania stabilnych trypleksow RNA.

1.2.2 Wplyw zmiany enancjomeru D-rybozy na L-ryboz¢e na stabilnos¢

termodynamiczng trypleksow RNA

Wiadomo, ze naturalnie wystepujace DNA 1 RNA moga by¢ degradowane przez
enzymy wewnatrzkomorkowe. Zatem wazne jest, aby zwickszy¢ ich stabilnos¢
enzymatyczng 1 poprawi¢ powinowactwo do komplementarnych docelowych
czasteczek. W tym celu powszechnie wykorzystuje si¢ r6zne modyfikacje chemiczne
oligonukleotydow, jednak ostatnio ciekawg alternatywa okazaty si¢ kwasy nukleinowe
zawierajace nienaturalng forme cukru, tj. L-(deoksy)ryboze. Jest to enancjomeryczna
forma w stosunku do pochodnych D-(deoksy)rybozy [285, 286]. Dotychczas
opublikowane dane sugeruja, ze czasteczki w serii B-L-RNA lub p-L-DNA sg odporne
na dziatanie nukleaz komoérkowych, przez co moga by¢ wykorzystywane, jako
narzedzia molekularne w badaniach biologicznych [287-289]. Ponadto, L-enancjomery
maja zdolno$¢ tworzenia ré6znych motywéw strukturalnych, w tym typu spinka do
wiloséw, heterochiralne dupleksy, czy G-kwadrupleksy [290, 291]. Majac na uwadze
powyzsze informacje w  pracy doktorskiej postanowiono  wykorzystac
oligorybonukleotydy w serii B-L-RNA 1 sprawdzi¢, czy mogg tworzy¢ struktury
trojniciowe.

Pomiary temperatur topnienia zostaly wykonane dla trzech wariantow trypleksow,

w tym dwoch heterochiralnych, tj. T9 1 T10 oraz jednego homochiralnego (T11)
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utworzonego z TFO 1 RHP w serii B-L-RNA. Na podstawie temperatur topnienia mozna
zauwazyC, ze dwa heterochiralne trypleksy T9 1 T10 byly bardzo niestabilne, a profil
krzywej topnienia nie miat wyraznego drugiego przejScia, zwigzanego z dysocjacja
trzeciej nici, tj. TFO (Tab. 5). W zwigzku z tym wyznaczenie parametrow
termodynamicznych dla tryplekséw heterochiralnych byto obarczone duzym bitgedem.
Jednakze, otrzymane wyniki sg zgodne z dotychczasowymi doniesieniami Garbesi 1
wsp., ktory stwierdzil, ze L-enancjomer TFO nie tworzy struktury trypleksu z
naturalnym dwuniciowym DNA [292]. Poza tym, wstepne wyniki z badania
modelowania molekularnego wykazaty, ze trypleksy moga powstawac, jesli dwie nici
pirymidynowe zawierajg reszty rybozy o tej samej konfiguracji [275]. Natomiast, gdy
obie nici pirymidynowe posiadajg reszty rybozy o odmiennej konfiguracji wystepuje
bardzo niekorzystny efekt energetyczny. W konsekwencji tworzenie si¢ trypleksu
heterochiralnego nie jest mozliwe.

Przeprowadzone badania termodynamiczne dla wariantu trypleksu T11 stanowity
uzupetnienie dotychczasowej wiedzy dotyczacej struktur RNA zawierajacych L-ryboze.
Uzyskane dane sugeruja, ze oligorybonukleotyd TFO i spinka RNA (RHP) w serii B-L-
RNA moga oddziatywa¢ ze soba i tworzy¢, podobnie jak D-enancjomery, strukture
trypleksu. Niespodziewanie, w oparciu o wartosci energii swobodnej (AG°37) naturalny
trypleks odznaczal si¢ wigkszg stabilno$cig termodynamiczng w poréwnaniu z
trypleksem w serii B-L-RNA (AAG®37 = -1.71 kcal/mol). Jednak w profilach topnienia
heterochiralnych trypleksow T9-T11 nie obserwowano wyraznych dwédch punktow
przegiecia, co sugerowato duzy efekt destabilizacyjny spowodowany zmiang D-rybozy
na L-ryboze 1 w konsekwencji uniemozliwilo uzyskanie wiarygodnych parametréw
termodynamicznych (Tab. 5). Dlatego w dalszej czg$ci pracy postanowiono wykonac
dodatkowo eksperymenty z zastosowaniem techniki opodzZnionej migracji w zZelu

(EMSA) dla kompleksow TFO z RHP w serii B-L-RNA.
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Tabela 5. Parametry termodynamiczne tworzenia trypleksow RNA w serii B-L-RNA™

Srednie dopasowania krzywych topnienia Wykres zaleznosci T od log Cr
Nazwa
Spinka/TFO (5'-3'
trypleksu P (5"-39 -AH® -AS° -AG’37 T -AH® -AS° -AG®31 Tw"
(kcal/mol) (ew) (kcal/mol)  (°C) | (kcal/mol) (ew) (kcal/mol) (°C)
Tn UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA/
(48.348.8)  (131.4£28.0) (7.5240.36)  (43.5) | (29.0£1.7) (69.0+5.4) (7.57+0.05) (48.5)
UCUCUCUCUUUC
T9 UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA/
48.8+3.5 137.1£12.0 6.27+0.21 35.4 60.8+£20.7 177.0+68.7 5.86£1.00 33.6
ycucucucuuuc
T10 UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA/
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
ycucucucuuuc
T11 UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA/
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
UCUCUCUCUUUC
Oznaczenia: a — bufor: 100 mM NaCl, 20 mM kakodylan sodu, 0.5 mM EDTA(Na),, pH 5.5; b — obliczone dla stezenia oligomeru 10 M; kursywa — g-L-RNA; T,, — oznacza temperature topnienia trypleksow
RNA w serii p-L-RNA i odpowiada parametrowi T, dla trypleksow RNA T1-T8; warto§ci w nawiasie oznaczaja parametry termodynamiczne niemodyfikowanego trypleksu Tn, parametr T, dla tego trypleksu
przyjmowat odmienna warto$¢ niz w przypadku topnienia UV wykonanego w buforze MES pH 7.0.
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1.3 Badanie zmian strukturalnych wariantow trypleksow RNA metoda
spektroskopii dichroizmu kolowego

Badania wiasciwosci strukturalnych wybranych wariantow trypleksow RNA
przeprowadzono wykonujac widma dichroizmu kotowego (CD). Spektroskopia CD
dostarcza informacji na temat geometrii badanej czasteczki 1 oddziatywan
trzeciorzedowych. Technika ta umozliwia tatwe 1 szybkie okreslenie wplywu zmian
warunkow $rodowiska oraz wprowadzenia modyfikacji chemicznych na struktury
tworzone przez oligonukleotydy [293]. Liczne publikacje potwierdzaja, ze
spektroskopia dichroizmu kolowego jest powszechnie stosowana w badaniach
strukturalnych tryplekséw [294-296]. Bioragc pod uwage powyzsze doniesienia
postanowiono wykorzysta¢ spektroskopie CD w celu uzyskania dodatkowych
informacji o sposobie faldowania badanych trypleksow RNA.

Z danych literaturowych wynika, ze widma CD dla struktur trojniciowych DNA i
RNA charakteryzuja si¢ wystegpowaniem silnego, ujemnego pasma w zakresie dtugosci
fali 210-220 nm [297, 298]. Na podstawie otrzymanych danych eksperymentalnych w
niniejszej pracy doktorskiej, zaobserwowano, ze wszystkie osiem wariantow T1-T8
przyjmuje strukture rownoleglego trypleksu, o czym $wiadczyt intensywny ujemny
sygnal przy dtugosci fali ok. 215 nm (Rys. 19), co jest zgodne z danymi opisanymi w
innych badaniach [299].

Ponadto, widma CD dla wszystkich wariantow trypleksow RNA posiadaty w
swoim przebiegu dwa dodatnie pasma przy dtugosci fali ok. 235 nm 1 275 nm, ktore
roznily si¢ intensywnos$cia (Rys. 19). Pierwszy pozytywny sygnat przy ok. 235 nm byt
bardzo staby, natomiast drugi sygnat przy ok. 275 nm byl silny. Co wigcej, uzyskane
widma CD pokazuja, ze zmiany strukturalne wywolane obecnoscig modyfikacji LNA i
2-tioU w oligomerze TFO nie s3 znaczace. Obserwowane roéznice w intensywnosci
sygnalow negatywnych (215 nm) 1 pozytywnych (235 1 275 nm) dla poszczeg6Inych

wariantow trypleks6w RNA sg umiarkowane.
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Rysunek 19. Widma dichroizmu kotowego wybranych wariantow tryplekséw RNA.
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Jednakze w sytuacji, gdy poréwnywano intensywnos$¢ negatywnego piku przy
dlugosci fali ok. 215 nm migdzy wariantami trypleksow T1-T8 a wariantem T21
zauwazono pewne roznice (Rys. 19). Zwigkszone natezenie pasma przy dlugosci fali
ok. 215 nm dla badanych trypleksow RNA w odniesieniu do kontroli (trypleks T21)
ujawnifo wplyw pochodnych typu LNA 1 2-tioU na strukture trypleksu. Wzgledna
warto$¢ sygnatdw przy dtugosci fali ok. 215 1275 nm zmieniala si¢ w pewnym zakresie
dla wariantow trypleksow RNA z r6zng liczba modyfikacji LNA 1 2-tioU. Maksima dla
obu tych sygnaléw przesuwaly sie o okoto 3-5 cm’mmol”! (Rys. 19). Na tym etapie
trudno bylo wyjasni¢ nieznaczne réznice w uzyskanych widmach CD, ale stwierdzono,
ze warianty TFO z resztami typu LNA 1 2-tioU tworza podobng strukture, majaca
geometrie rownoleglego trypleksu. Widma CD w pewnym stopniu korelowaty z
wynikami topnienia UV, ktore rowniez potwierdzity efekt stabilizacyjny wynikajacy z
obecnosci tych modyfikacji w oligomerze TFO. Na podstawie przeprowadzonych badan
z zastosowaniem spektroskopii CD ogo6lnie stwierdzono, ze technika ta umozliwita
strukturalng charakterystyke oligorybonukleotydow w roztworze 1 stanowita pewne

uzupehnienie wiedzy na temat modyfikowanych czasteczek TFO.

1.4 Badanie zdolnosci wiazania si¢ oligorybonukleotydow TFO do spinki RHP

Glownymi metodami badania oddziatywan pomiedzy kwasami nukleinowymi in
vitro s3 techniki oparte na uzyskaniu kompleksow czasteczek DNA lub RNA oraz ich
rozdziale elektroforetycznym. Taka metodg jest test opdznionej migracji w zelu
poliakrylamidowym (EMSA). Technika ta jest uzytecznym narzedziem do iloSciowe;j
analizy struktury kwasow nukleinowych, w tym roéwniez trypleksow. Roznica w
masie/fadunku pomiedzy formg dwuniciowg 1 trjniciowg DNA lub RNA prowadzi do
opo6znienia migracji dupleksu zaangazowanego w tworzenie struktury trypleksu [300].
Zdolnos¢ oddziatywania réznych TFO z modelowg spinka RNA zbadano w
eksperymentach in vitro przeprowadzonych przy uzyciu metody EMSA.

W trakcie realizacji pracy doktorskiej zbadano zdolno$¢ 16 oligorybonukleotydow
TFO do wigzania modelowej spinki RNA. Modelowy trypleks RNA wybrany do badan
sktadat si¢ z nici homopirymidynowej TFO, ktora wigzala si¢ w orientacji rOwnoleglej z
dwuniciowym fragmentem (trzonem) spinki RHP. Z doniesien literaturowych wiadomo,
ze specyficzne oddziatywania pirymidynowego TFO ze spinka wymagaja protonowania

reszt cytozyny, aby umozliwi¢ tworzenie wigzan wodorowych typu Hoogsteena z resztg
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guaniny (Rys. 20) [131]. Zatem, powstawanie struktury trypleksu rownoleglego jest
zalezne od wartosci pH. W zwigzku z powyzszym, sprawdzono zdolnosé
oligorybonukleotydow TFO do oddziatywania ze spinkg RNA (RHP) w zakresie pH od
5.0 do 7.0. W tym celu wykorzystano oligorybonukleotydy TFO 1 spinke RHP, ktora
byla wyznakowana na koncu 5’ barwnikiem 5(6)-FAM. Przygotowano mieszaning
reakcyjng, ktora zawierata spinke RHP 1 oligomer TFO w stosunku rownomolowym
1:1, kazdy o stezeniu 5 uM, rozpuszczone w buforze MES o wartosciach pH: 5.0, 5.5,
6.0, 6.5 lub 7.0. Rozdzial elektroforetyczny prowadzono na zelu poliakrylamidowym w

warunkach niedenaturujacych w temperaturze pokojowe;.
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Rysunek 20. Schemat wigzan wodorowych typu Hoogsteena wystgpujacych w trypleksie [220].

Na podstawie wykonanych analiz EMSA wszystkie warianty trypleksow RNA
mozna bylo zaklasyfikowa¢ do dwodch grup w zaleznosci od wartosci pH, w ktorej
powstawaty. Pierwsza grupa obejmowala struktury utworzone przy wspdtudziale TFO
zawierajacych podstawienia resztami LNA (TFOL1, TFOL2, TFOL3 i TFOL4) lub 2-
tioU (TFOS1, TFOS2 1 TFOS3), odpowiednio trypleksy: T13, T14, T151T16 oraz T17,
T18 1 T19. Do drugiej grupy zaliczono warianty trypleksow T1, T2, T3 i T4 oraz TS5,
T6, T7 1 T8 posiadajace w nici TFO wielokrotne podstawienia resztami typu LNA1 2-
tioU (TFO1, TFO2, TFO3 i TFO4 oraz TFON1, TFON2, TFON3 i TFON4), ktore byty
zdolne do tworzenia si¢ w warunkach obojetnego pH. Zaobserwowano, ze wigkszos¢
przedstawicieli pierwszej grupy powstawata w warunkach niskiego pH (warto$¢ rowna
5.0 lub 5.5), co zostatlo zaprezentowane na zdjeciu zelu (Rys. 21A 1 B). Wraz ze
wzrostem wartosci pH nie obserwowano tworzenia si¢ struktury trojniciowej, co

potwierdzaty widoczne prazki na zelu polozone na jednej wysokosci (Rys. 21D 1 E).
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Wyjatek stanowity trypleksy T16, T18 i T19 tworzace si¢ w warunkach wyzszego pH
(warto$¢ réwna 6.0), (warianty TFOL4, TFOS2 i TFOS3 oznaczone czerwong
gwiazdka, Rys. 21C).

N Vv Q> S o oo
PO G G G A .
Nazwa TFO - & S & & & DR S o
A trypleks
pH S0 spinka RHP
B trypleks
pH5.5
spinka RHP
C
trypleks
pH 6.0 ypP
spinka RHP
D
trypleks
pH 6.5
spinka RHP
E

pH 7.0
spinka RHP

Rysunek 21. Test opoznionej migracji w zelu (EMSA) dla wariantow trypleksow RNA w
r6znych warunkach.

Analizujac otrzymane wyniki zauwazono, ze wprowadzenie trzech modyfikacji 2-
tioU do nici TFO zdecydowanie zwigkszato zdolno$¢ wigzania si¢ TFOS3 do spinki
RHP, dzigki czemu bylo mozliwe utworzenie struktury trypleksu T19 w warunkach pH
6.5 (wariant TFOS3 oznaczony czerwong gwiazdka, Rys. 21D). W tym przypadku
dopiero wzrost pH do wartosci powyzej 6.5 uniemozliwiat specyficzne oddzialywanie
migdzy TFOS3 i spinkg RHP (Rys. 21E). Cieckawym przypadkiem byt jeden wariant
TFOLM wykazujacy niewielkie powinowactwo do spinki RHP, nawet w warunkach pH
5.0 (wariant TFOLM oznaczony czerwong gwiazdka, Rys. 21A). Warto zwrdci¢ uwage
na fakt, ze oligorybonukleotyd TFOLM, pomimo, iz posiadat podstawienia resztami

typu LNA nie tworzyl stabilnej struktury trypleksu. Ponadto, wprowadzenie
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modyfikacji 2'-O-MeRNA do TFOLM mialo niekorzystny wpltyw na formowanie si¢
struktury tréjniciowej T20. Analizujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze
podstawienia resztami typu 2-O-MeRNA powodowaty silny efekt destabilizacyjny, co
skutkowato obnizeniem powinowactwa TFOLM do spinki RHP. W konsekwencji
formowanie si¢ trypleksu T20 byto niemozliwe nawet przy zastosowaniu wartosci pH
5.0.

Poréwnujagc  wyniki dla wariantow trypleksow T13-T20 otrzymane z
eksperymentow EMSA z danymi uzyskanymi w badaniach termodynamicznych innej
grupy badawczej [150], mozna zauwazy¢ pewne korelacje. Po pierwsze, wprowadzenie
modyfikacji LNA oraz 2-tiourydyny do nici TFO pozwolilo na powstawanie stabilnych
trypleksow RNA. Swiadcza o tym zaréwno wyniki eksperymentalne uzyskane z testow
EMSA wykonanych w ramach pracy doktorskiej, jak 1 opublikowane dane
termodynamiczne dla wariantow trypleksow T13-T20 [150]. Po drugie, w rozprawie
doktorskiej pokazano, ze oligorybonukleotyd TFOLM posiadajagcy podstawienia
resztami 2'-O-MeRNA 1 LNA wykazywal niewielkie powinowactwo do spinki RHP,
przez co powstanie trypleksu T20 byto stabo widoczne, nawet w pH 5.0. Powyzsze
obserwacje rowniez pozostaja w zgodnosci z danymi literaturowymi, z ktorych wynika,
ze analogi 2-O-MeRNA powoduja obnizenie trwatosci termodynamicznej trypleksu
RNA [150, 173]. Warianty TFO1-TFO4 1 TFON1-TFON4 nalezace do drugiej grupy,
wykazywaty zdolno$¢ do tworzenia struktury trypleksu (T1-T8) w warunkach
obojetnego pH (Rys. 22), poniewaz posiadaly wielokrotne podstawienia pochodnymi
LNA 12-tioU, ktore wplywaly korzystnie na ich stabilno$¢ termodynamiczna.

S > S L O &
&Qo &Qo &Qo“ éo &{‘o éo §¢°

0\
Nazwa TFO - &Q

trypleks

spinka RHP

Rysunek 22. Test opoznionej migracji w zelu (EMSA) dla wariantéw trypleksow RNA w
warunkach pH 7.0.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozliwe byto sformulowanie stwierdzenia, ze
rownoczesna obecnos¢ LNA 1 2-tioU znaczaco wplywa na zwigkszenie powinowactwa

TFO do spinki RNA, dzigki czemu struktura trypleksu moze tworzy¢ si¢ w pH 7.0.
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Otrzymane wyniki eksperymentalne pozostaja w zgodnosci z danymi uzyskanymi w
badaniach termodynamicznych podczas pracy doktorskiej i pokazuja Scista zaleznos¢
pomiedzy stopniem ustrukturalizowania trypleksow T1-T8 a ich trwatoscig termiczna.
Co wigcej, podobne obserwacje zostaty przedstawione w literaturze przez Zhou i wsp.,
Okamoto 1 wsp. oraz Brunet 1 wsp., w ktorej opisano korzystny wptyw analogow LNA 1
pochodnych 2-tioU na stabilno$¢ termodynamiczng trypleksow RNA [150, 301, 302].
Podczas wykonywania pracy doktorskiej, w badaniach termodynamicznych
wykazano, ze oligomer TFO w serii B-L-RNA (bTFO) ma zdolno$¢ wigzania si¢ do
spinki RHP w serii B-L-RNA 1 tworzenia z nig struktury trypleksu T11. Jednak, ze
wzgledu na brak wyraznych dwoch punktow przegiecia (duze rozbieznosci pomigdzy
warto$ciami parametréw —AH 1 -AS uzyskanymi z dwoch metod obliczania tych
parametrow) postanowiono sprawdzi¢ zdolno$¢ oddzialywania wyzej wymienionych
czasteczek przy uzyciu metody EMSA. Do eksperymentu EMSA wykorzystano
oligomery znakowane fluorescencyjnie. Uzyskane wyniki zostaly zaprezentowane na

Rysunku 23.

TFOM] - ©° ~% &

A

trypleks

spinka RHP

trypleks

spinka RHP

Rysunek 23. Test opodznionej migracji w zelu (EMSA) dla wariantow trypleksow
zawierajacych D-rybozg (A) i L-ryboze¢ (B) w warunkach pH 5.0.

Obecno$¢ produktow widocznych na zelu w postaci wolno migrujacych prazkow
$wiadczyta o powstaniu struktury trypleksu (T11) utworzonego przy wspotudziale
bTFO zawierajacego L-ryboze (Rys. 23B). Jednak zaobserwowano, ze powinowactwo
oligomeru bTFO do spinki RHP w serii B-L-RNA jest mniejsze w porOwnaniu z
naturalnym odpowiednikiem zawierajacym D-ryboze. W przypadku trypleksu T11 byt
wymagany okoto 20-krotny nadmiar oligomeru TFO w stosunku do spinki RHP, aby

powstata struktura trojniciowa (Rys. 23B), podczas gdy dla naturalnego wariantu juz
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przy ok. 4-krotnym nadmiarze TFO w stosunku do spinki RHP pojawit si¢ drugi prazek
wskazujacy na tworzenie si¢ trypleksu (Rys. 23A).

Na podstawie otrzymanych wynikbw mozna stwierdzi¢, ze oddzialywanie
pomiedzy TFO 1 spinkg RHP w serii B-L-RNA jest mozliwe, podobnie jak w przypadku
naturalnych oligorybonukleotydow. Jakkolwiek trudno wytlumaczy¢, dlaczego
tworzenie struktury trypleksu RNA zawierajagcego L-ryboz¢ w warunkach in vitro
wymagato wigkszego nadmiaru oligomeru TFO w pordwnaniu z naturalnym
odpowiednikiem. Mozna jednak zauwazy¢, ze wyniki otrzymane metoda EMSA dla
trypleksow w serii B-L-RNA koreluja z danymi uzyskanymi w badaniach
termodynamicznych. Pokazuja one, ze trwalo$¢ termiczna trypleksOw utworzonych
przez oligorybonukleotydy zawierajace L-ryboze jest mniejsza w porownaniu z ich

odpowiednikami posiadajagcymi D-ryboze.

1.5 Badanie stalej dysocjacji wybranych wariantéow trypleksow RNA

W pracy doktorskiej wykorzystano model trypleksu rownoleglego (Rys. 15,
Podrozdzial 1.1 Warianty trypleksow RNA). Liczne badania wykazaly, ze podczas
formowania si¢ tego rodzaju trypleksu dochodzi do protonowania reszt cytozyny [107,
130, 131]. Warto podkresli¢, ze zmiany wartosci pH moga bezposrednio wplywaé na
poziom protonowania reszt cytozyny. Z tego powodu ograniczenie wptywu pH oraz
zwigkszenie trwalosci trypleksow rownolegtych jest pozadane w strategii
wykorzystujacej trypleksy. W zwigzku z tym, wazne jest zastosowanie takich
warunkow eksperymentalnych, aby mozliwe bylo tworzenie wigzanh wodorowych typu
Hoogsteena pomiedzy atomem azotu N3 reszty cytozyny a atomem azotu N7 reszty

guaniny (Rys. 24).
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Cytozyna

C-G+C Hoogsteen

Guanina

Rysunek 24. Schemat wigzan wodorowych typu Hoogsteena mig¢dzy resztami guaniny i
cytozyny wystepujacych w trypleksie (zmodyfikowane, [303]).

Wiadomo réwniez, ze stabilno$¢ trypleksow rownoleglych mozna poprawié
poprzez wprowadzenie roznego typu modyfikacji chemicznych do nici TFO [127, 150].
Z opublikowanych prac wynika, ze wykorzystanie analogobw RNA lub DNA w
badaniach tryplekséw pozwala na otrzymanie stabilnych struktur w warunkach
fizjologicznego pH [105, 150, 211]. Poniewaz warianty trypleksow RNA (T13-T20) nie
powstawaty w warunkach obojetnego pH, co zostalo potwierdzone w badaniach
oddziatywania TFO 1 spinki RHP metoda EMSA (Rys. 21E, Podrozdzial 1.4 Badanie
zdolnosci wigzania sie oligorybonukleotydow TFO do spinki RHP), a takze odznaczaty
si¢ matymi warto$ciami parametru T, dla pH z zakresu wartosci od 6.0 do 7.0 [150], do
okreslenia stalej dysocjacji wybrano osiem trypleksow RNA, tj.T1-T8. Struktury T1-T8
charakteryzowaty si¢ duzg trwaloscig termiczng oraz mogty tworzy¢ si¢ w warunkach
obojetnego pH.

Specyficznos¢ oddziatywania dwoch czasteczek, ktore tworza kompleks mozna
weryfikowa¢ réznymi metodami eksperymentalnymi, natomiast sile tego procesu
opisuje si¢ za pomocg parametru okreslanego mianem statej dysocjacji (Kq). W zwigzku
z tym, znajomo$¢ parametru Kyq kompleksow kwasow nukleinowych wydaje si¢ by¢
istotna w kontek$cie badania stabilno$ci trypleksow RNA. W niniejszej pracy
doktorskiej wartosci parametru Kg zostaly wyznaczone na podstawie wykonanych
badan in vitro na zelach poliakrylamidowych, a do analizy wynikoéw wykorzystano
wzory opisane w pracy Shindo i wsp., w ktorej okreslono stala dysocjacji dla

tryplekséw DNA [304].
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W pierwszym etapie przeprowadzono testy EMSA w buforze MES o pH 7.0, dla
ktorych uzyskane wyniki zaprezentowano na Rysunku 25. Nastepnie, w celu okreslenia
wartos$ci statej dysocjacji wykonano analize danych przy uzyciu dwéch programow
Multi Gauge V3.0 i Origin Pro 8. Wartosci parametru Ky zostaly obliczone w oparciu o
stezeniec TFO (TFO1-TFO4 oraz TFONI1-TFON4), przy ktorym polowa czasteczek
oligomeru znajdujacych sie¢ w roztworze byta zaangazowana w oddzialywanie ze spinka
RNA (RHP) [305]. Zestawienie wartosci statej dysocjacji dla badanych wariantow
trypleksow RNA (T1-T8) zostalo zaprezentowane w Tabeli 6.

TFOM] - N

T1

RHP

RHP

Rysunek 25. Test opoznionej migracji w zelu (EMSA) dla wariantow trypleksow RNA w
warunkach pH 7.0.
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Tabela 6. Wartosci statej dysocjacji dla wybranych wariantow trypleksow RNA.

Nazwa Sekwencja TFO Stala dysocjacji

trypleksu (5'-3") [uM]
Tl s’UCMUCs*UC!s’ucs’uuuct 3.01
T2 s’UCMUCSs*UCs*UCHs*UUs’UCH 3.56
T3 s’UCUCHs*UCs’uCts*>uuuct 4.75
T4 s’UCMUCHs?UCHs*UC s2Us*Us’UCH 2.47
TS uctuCs*ucucs*uuuct 9.54
T6 s’UCMUCUCUCs*UUs’UCH 7.60
T7 s’UCuctucucts’uuuct 3.94
T3 uctucts’ucucuuuct 5.20

Oznaczenia: C* — modyfikacja LNA; s*U — 2-tiourydyna.

Uzyskane warto$ci parametru Kq moga by¢ wykorzystane, jako kryterium podziatu
wariantow trypleksow T1-T8 na dwie grupy, podobnie jak w przypadku ich analizy
termodynamicznej 1 badania zdolno$ci oddziatywania TFO 1 spinki RHP. Na podstawie
uzyskanych wynikow mozliwe bylo stwierdzenie, ze warianty trypleksow T1-T4
zawierajace wielokrotne podstawienia typu LNA 1 2-tioU odznaczaty si¢
korzystniejszymi warto$ciami parametru K¢ w pordwnaniu z wariantami trypleksow T5-
T8, ktore zawieraly mniejsza liczbe reszt typu LNA 1 2-tioU. Parametr Ky przyjmowat
warto$ci: 3.01, 3.56, 2.47 oraz 9.54, 7.60, 5.20 uM odpowiednio dla tryplekséw T1, T2,
T4 oraz TS5, T6, T7 (Tab. 6). Wyjatek stanowit wariant T3 zawierajacy wiecej
podstawien typu LNA 1 2-tioU, dla ktérego odnotowano mniej korzystng warto$¢ statej
dysocjacji (Kq wynosita 4.75 uM, Tab. 6) w odniesieniu do K4 okreslonego dla wariantu
T7 (Kq wynosita 3.94 uM, Tab. 6). Sposrod badanych trypleksow RNA najbardziej
korzystng warto$¢ parametru Kg uzyskano dla wariantu trypleksu T4, ktory zawierat
sze$¢ reszt 2-tioU 1 pigé reszt typu LNA, (Kg wynosita 2.47 uM, Tab. 6), natomiast
najnizszg Kq¢ rowng 9.54 uM charakteryzowat si¢ wariant TS5 majacy dwa podstawienia
typu LNA 1 dwie reszty 2-tioU. Oslabienie oddzialywania TFO ze spinka RHP
zaobserwowano takze w przypadku trypleksow, ktore zawieraly mniejszg liczbe
pochodnych typu LNA 1 2-tioU, (parametr Kq przyjmowal wartosci 7.60 oraz 5.20 uM
odpowiednio dla T6 oraz T8, Tab. 6). Bioragc pod uwage wyniki uzyskane w tej czesci
badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej, mozliwe bylo sformutowanie kilku
ogolnych wnioskéw. Po pierwsze, wprowadzenie modyfikacji chemicznych LNA 1 2-

tioU do nici TFO korzystnie wptywa na oddziatywanie takiego oligomeru ze spinkg

97



WYNIKI I DYSKUSJA

RHP. Po drugie, zauwazono roznice w powinowactwie modyfikowanych wariantow
TFO do tworzenia trypleksow z czasteczka RHP w zaleznosci od liczby 1 pozycji
modyfikacji LNA i 2-tioU. Korzystne warto$ci statej dysocjacji trypleksow T1, T2 1 T4
w pewnym stopniu koreluja z ich stabilnos$cig termiczng, poniewaz te warianty
odznaczaly si¢ najwigkszymi wartoSciami temperatury topnienia. Natomiast, w
przypadku trypleksow T3, TS5, T6 1 T8 parametr K4 przyjmowal mniej korzystne
warto$ci, a trwalo$¢ termiczna tych trypleksow byla rowniez mniejsza. Po trzecie,
obecnos¢ pochodnych LNA 1 2-tioU w réznym stopniu wptywata na oddzialywanie
oligorybonukleotydow TFO 1 RHP. Uzyskane wyniki zgadzaja si¢, zatem z
obserwacjami poczynionymi w badaniach termodynamicznych trypleksow T1-T8.
Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze znajomos¢ wartosci statej dysocjacji dla réznych
wariantow trypleksow RNA moze by¢ przydatna w projektowaniu takich czasteczek 1
wykorzystaniu w badaniach biologicznych, poniewaz oddziatywania pomigdzy RNA

lub DNA majg istotne znaczenie dla procesow zachodzacych w komorce.

1.6 Badanie wplywu wybranych wariantéow trypleksow RNA na ekspresje genu
GFP w linii komorkowej HeLa

Odkad udowodniono, ze trypleksy DNA 1 RNA mogg wystepowa¢ w komorce 1
uczestniczy¢ w wielu procesach biologicznych liczne grupy badawcze s3
zainteresowane strategig opartg na strukturach trojniciowych, a najnowsze prace
wskazuja na duzy potencjat czasteczek TFO w zastosowaniach terapeutycznych i
diagnostycznych [219, 241, 306-308]. W zwiagzku z powyzszym, w niniejszej pracy
postanowiono zbada¢ efekt wywotywany przez warianty tryplekséw RNA w badaniach
in vitro z wykorzystaniem linii komorkowej. Ze wzgledu na prosta metode hodowli i
wzglednie szybki wzrost w badaniach uzyto nowotworowg lini¢ komorkowa Hela,
wyprowadzong z komorek raka szyjki macicy [309]. W celu sprawdzenia wptywu
modelowych trypleksow RNA na ekspresje genu GFP w linii komérkowej Hela
zastosowano technike ilosciowego PCR (qPCR, ang. quantitative polymerase chain
reaction), inaczej nazywang PCR w czasie rzeczywistym. Technika qPCR jest bardzo
uniwersalna 1 czula oraz pozwala na ilosciowe §$ledzenie reakcji amplifikacji
okreslonego fragmentu DNA w czasie, w ktorym rzeczywiscie zachodzi. W tej
metodzie powielana jest badana sekwencja w probece przy uzyciu dwoch specyficznych

starterow, a nastgpnie 1los¢ dsDNA jest monitorowana przez zastosowanie
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fluorescencyjnego barwnika, na przyktad SYBR Green. Poziom fluorescencji
emitowany przez uzyte barwniki lub sondy molekularne jest proporcjonalny do ilosci
powielanego produktu, a tym samym do ilo$ci matrycy. Liczba kopii badanego
fragmentu kwasu nukleinowego jest monitorowana w kazdym cyklu reakcji
amplifikacji. Na podstawie analizy ilosciowej produktow mozliwa jest ocena ekspresji
badanego genu. Z doniesien literaturowych wynika, ze technika qPCR moze by¢ uzyta
do badania zmian ekspresji gendw pod wpltywem dziatania czasteczek TFO [310]. W
zwigzku z tym, w niniejszej pracy metoda qPCR w potaczeniu z rozdziatem produktow
na zelu agarozowym z bromkiem etydyny postuzyta do oceny ilosciowej transkryptéw
powstatych w komoérkach HelLa po zastosowaniu wybranych wariantow TFO (TFOI1-
TFO4 i TFON1-TFON4 oraz TFOP).

W badaniach biologicznych na linii komorkowej Hela wykorzystano wektor
ekspresyjny zawierajacy gen reporterowy biatka zielonej fluorescencji (GFP, ang. green
fluorescence protein). Docelowa sekwencja (spinka RHP) zostata wklonowana
bezposrednio przed sekwencja genu GFP, co pozwolifo na monitorowanie zmian
poziomu fluorescencji bedacych efektem powstania struktury trypleksu z udzialem
oligomeréw TFO (TFOI-TFO4 i1 TFONI1-TFON4 oraz TFOP). W przypadku, gdy
zastosowany wariant TFO wigzal si¢ specyficznie do docelowej sekwencji (spinka
RHP) proces transkrypcji byt zahamowany, a w konsekwencji nie dochodzito do
ekspresji bialka zielonej fluorescencji. Poziom ekspresji genu GFP byt oznaczony w
reakcji qPCR.

Podczas realizacji tej czeSci badan wykonano roéwniez test aktywnosci
metabolicznej komorek (test MTT). W tej metodzie ocenia si¢ zywotno$¢ komorek na
podstawie stopnia redukcji rozpuszczalne] w wodzie, zo6ltej soli tetrazolowej (MTT) w
nierozpuszczalny, ciemnoniebieski formazan. Ilo$¢ zredukowanego MTT jest wprost
proporcjonalna do liczby zywych komoérek w hodowli. Przeprowadzenie testu MTT
pozwolito wykluczy¢ efekt cytotoksyczny badanych wariantéow TFO w linii

komorkowej HeL a.
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1.6.1 Ocena ilosciowa wplywu wybranych wariantow trypleksow RNA na
ekspresje genu GFP

Wiadomo, ze podatno$¢ naturalnych kwasow nukleinowych na degradacje
nukleazami komoérkowymi stanowi glowne ograniczenie w ich zastosowaniu, zarowno
w badaniach in vitro oraz in vivo. W zwiagzku z powyzszym zdecydowano, ze do badan
na linii komdérkowej HelLa zostang wykorzystane wybrane warianty trypleksow RNA,
tj. T1-T4 1 T5-T8 oraz T21 (wariant stanowigcy kontrole) utworzone przy wspodtudziale
oligomeréw: TFO1-TFO4 1 TFON1-TFON4 oraz Ctr. Wyboru oligorybonukleotydow z
catkowitej puli wariantow TFO dokonano na podstawie analizy zdolnoSci
oddzialywania TFO 1 spinki RHP, wykonanej w warunkach obojetnego pH (podobne
wystepuja wewnatrz komorki). Wybrane trypleksy RNA (T1-T8) charakteryzowaly sie
najlepszymi wilasciwos$ciami termodynamicznymi 1 biologicznymi w pordwnaniu z
pozostatymi trypleksami T13-T20 oraz T11.

W pierwszym etapie tych badan przygotowano odpowiedni konstrukt zawierajacy
docelowa sekwencje (spinka RHP) i wklonowano go do plazmidu pZsGreen-NI1.
Obecnos¢ sekwencji spinki RHP zostata potwierdzona przez sekwencjonowanie. Tak
przygotowany konstrukt wykorzystano do transfekcji linii komérkowej HeLa metoda
lipofekcji. Badane warianty TFO (TFO1-TFO4 i TFON1-TFON4) byly wprowadzane
do komorek HelLa (100 000 komorek na dolek w plytce 24 dolkowej) razem z
plazmidem pZsGreen-N1 zawierajacym sekwencje spinki RHP. Oligomery TFO
wprowadzano do komorek w jednym stezeniu rownym 3 puM, natomiast ilo$¢ uzytego
plazmidu pZsGreen-N1 wynosita 1ug na dotek w plytce 24 dotkowej. Po uptywie 24
godzin od transfekcji izolowano catkowite RNA, a jego jakos$¢ sprawdzano na 1.5%
zelach agarozowych z dodatkiem bromku etydyny. Nast¢pnie przeprowadzono reakcje
odwrotnej transkrypcji 1 otrzymano cDNA, ktore postuzylo, jako matryca w reakcji
qPCR. W ostatnim etapie wykonano analiz¢ danych uzyskanych w reakcjach qPCR za
pomoca programu Bio-Rad CFX Manager 3.1.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozliwe bylo stwierdzenie, ze wszystkie
warianty TFO (TFO1-TFO4 i1 TFONI1-TFON4) w réznym stopniu wplywaja na
ekspresj¢ genu GFP (Rys. 26, Tab. 7). Jednakze, w kazdym zaobserwowanym
przypadku badane oligomery TFO powodowaty obnizenie poziomu ekspresji genu GFP
wzgledem kontroli (komorki Hela traktowane byty oligomerem Ctr, ktory nie wigzat
si¢ do spinki RHP 1 nie tworzyl z nig struktury trypleksu). Trzy warianty TFO (TFO2,
TFO3 oraz TFON3, oznaczone czerwong gwiazdka, Rys. 26, Tab. 7) wykazywaty
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bezposredni istotny wplyw na poziom ekspresji genu GFP (wartos¢ p<0.05), podczas
gdy w przypadku pozostatych pigciu wariantow TFO (TFO1, TFO4, TFON1, TFON2 1
TFON4, Rys. 26, Tab. 7) efekt wyciszenia nie byt istotny statystycznie (wartos$¢
p>0.05).
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Kontrola - komérki HeLa traktowane oligomerem Ctr (AUCUGUUCCACU), ktory
nie wigzat si¢ do spinki RHP

TFO1 - s’UC"UCs’UC"s’"UCs’UUUC"

TFO2 - sUC"UCs’UCs’UC"s"UUs’UC*

TFO3 - s’UCUC's’'UC"'s’'UC" s"UUUC"

TFO4 - sUC'UC's’"UC"s’"UC"s’Us’Us’UC"
TFONI1 - UC'UCs'UCUCs'UUUC"
TFON2 - s'UC'UCUCUCs'UUs'UC"
TFON3 - s'UCUC'UCUC's'uuUC"

TFON4 - UC'UC's’UCcUcuuUucCt

Rysunek 26. Wptyw o$miu wariantow TFO na poziom ekspresji genu GFP w linii komérkowe;j
HeLa.

Analiza wptywu poszczegolnych wariantow TFO na regulacje ekspresji genu GFP
pokazata, Zze najlepiej dzialajacym oligomerem byt TFO2. Wariant ten powodowat
obnizenie ekspresji genu GFP o 75% (Tab. 7). Najstabszy efekt wyciszenia byt
odnotowany dla wariantu TFO4, dla ktérego AP przyjmowata wartos¢ 15% (Tab. 7).
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W przypadku wariantow TFO1, TFO3, TFON1, TFON2, TFON3 oraz TFON4 zmiany
poziomu ekspresji genu GFP (AP¢;) wynosily odpowiednio: 48%, 18%, 49%, 41%,
30% oraz 42% (Tab. 7).

Tabela 7. Analiza zmian poziomu ekspresji genu GFP powodowanych 8 wariantami TFO.

Wariant Poziom ekspresji Zmian.z.l poziomu
TFO genu GFP (P.y) ekspresji genu GFP
[%0] (APy) [%]
_Ctr (kontrola) | 100£0.33 | 0
TFOI1 52.18+0.17 -47.82+0.16
TFO2" 25.30+0.23 -74.70+0.10
TFO3" 82.24+0.34 -17.76x0.01
TFO4 85.10+0.18 -14.90+0.15
TFONI 51.32+0.22 -48.68+0.11
TFON2 59.09+0.28 -40.91+0.15
TFON3 70.14+0.14 -29.83+0.19
TFON4 58.19+0.29 -41.81+0.04
Oznaczenia: * - zmiany istotne statystycznie (p<0.05); znak ,,-,, wskazuje na obnizenie
poziomu ekspresji genu GFP wzgledem kontroli (wariant Ctr).

Na podstawie uzyskanych danych z eksperymentéw na linii komérkowej HeLa nie
znaleziono korelacji pomiedzy wartosciami parametru APe, 1 liczbg lub/i
umiejscowieniem modyfikacji LNA 1 2-tioU w oligomerach TFO. W zwiazku z tym,
niemozliwe bylo potwierdzenie hipotezy, ze warianty TFO zawierajace wiecej
podstawien resztami typu LNA 1 2-tiourydyny, tj. TFO1-TFO4 mogltyby powodowac
wickszy efekt wyciszenia ekspresji genu GFP niz warianty TFO posiadajace mniej
modyfikacji, tj. TFON1-TFON4. W tym konteks$cie ciekawym przypadkiem okazat si¢
wariant TFO4, ktory pomimo, iz zawierat az sze$S¢ modyfikacji LNA 1 pie¢ reszt 2-tioU
odznaczat si¢ najstabszym efektem wyciszenia (AP¢; przyjmowata wartos¢ 14.90%,
Tab. 7). W sytuacji, gdy poréwnywano temperatury topnienia poszczegdlnych
wariantow trypleksow (T1-T8) utworzonych przy wspotudziale TFO1-TFO4 1 TFON1-
TFON4 (parametr Tmi, Tab. 4, Podrozdzial 1.2.1 Wplyw modyfikacji chemicznych LNA
i 2-tiourydyny na stabilnos¢ termodynamiczng trypleksow RNA) ze zmianami poziomu
ekspresji genu GFP (parametr APe, Tab. 7), ktore one powodowatly, zauwazono, ze
tylko jeden trypleks T2 odznaczat si¢ wysokg wartoscig Tmi rowng 67.1°C oraz duzym
efektem wyciszenia wynoszagcym 74.70% (TFO2, Tab. 7). Pozostale warianty
trypleksow charakteryzowaty si¢ temperaturami topnienia od 53.2°C do 68°C (Tab. 4,
Podrozdziat 1.2.1 Wplyw modyfikacji chemicznych LNA i 2-tiourydyny na stabilnos¢
termodynamiczng trypleksow RNA) oraz w roznym stopniu wplywaty na regulacje
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ekspresji genu GFP (TFO1, TFO3 1 TFO4 oraz TFON1-TFON4, Rys. 26, Tab. 7).
Biorac pod uwage te obserwacje mozna przypuszczac, ze wprowadzenie wielokrotnych
podstawien typu LNA 1 2-tioU do tancucha TFO nie miato znaczacego wplywu na efekt
wywolywany przez taki oligomer w linii komérkowej Hela. Jednakze, mozna
przypuszcza¢, ze duza 1ilo$¢ reszt typu LNA 1 2-tioU moze wptywaé na
ustrukturalizowanie TFO 1 w zwigzku z tym, jego dopasowanie do trzonu spinki 1
tworzenie trypleksu jest utrudnione. Jednak, opierajac si¢ na wynikach badania
zdolno$ci oddzialywania wariantow TFO (TFO1-TFO4 1 TFON1-TFON4) ze spinka
RHP, a takze zgodnie z informacjami zawartymi w literaturze zauwazono, ze
wykorzystanie naturalnych wariantow TFO ma wiele ograniczen [174, 238]. Natomiast,
wykazano, ze modyfikowane chemicznie TFO stanowia dobre narzedzie w badaniach
biologicznych, ze wzglgdu na zwigkszong stabilno$¢ w szerokim zakresie pH 1

temperatury oraz odpornos$¢ na dziatanie nukleaz komorkowych [204, 238].

1.6.2 Ocena ilosciowa wplywu trypleksu typu RNA/PNA na ekspresje genu GFP

Z najnowszych badan powadzonych przez grupe Chena wiadomo, ze analogi PNA
sg bardzo dobrym narzedziem w strategii trypleksowej [311]. W kontek$cie badania
trypleksow RNA wykazano, ze zastgpienie naturalnych kwasow nukleinowych
analogami PNA zdecydowanie zwigksza trwalo$¢ termodynamiczng powstatych
struktur [158, 211, 311]. Co wigcej, pozadane wtasciwosci biologiczne czasteczek PNA,
tj. odporno$¢ na dziatanie enzymoéw wewnatrzkomoérkowych oraz duza stabilno$¢ w
szerokim zakresie pH 1 temperatury stanowig o ich duzym potencjale terapeutycznym
[214]. Biorac pod uwage powyzsze informacje w ramach pracy doktorskiej podjeto
probe wykorzystania analogdéw PNA w badaniach biologicznych na linii komorkowe;j
HeLa. Oligomer TFO w serii PNA (TFOP) zawierajacy neomycyne zostat
przygotowany przez grupe Chena z Nanyang Technological University w Singapurze.

Konstrukty dla wariantu TFO w serii PNA (TFOP) tworzacego ze spinka RHP
trypleks typu RNA/PNA (T12) przygotowano analogicznie do opisanych trypleksow
T1-T8 (Podrozdzial 1.6.1 Ocena ilosciowa wplywu wybranych wariantow trypleksow
RNA na ekspresje genu GFP). Neomycyna obecna w oligomerze TFOP umozliwiata
fatwe przenikanie takiej czasteczki przez blon¢ komodrkowa, dlatego w tym przypadku
nie bylo konieczne stosowanie odczynnika do lipofekcji podczas transfekcji komorek
HeLa. W badaniach wptywu struktury trypleksu T12 na poziom ekspresji genu GFP
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zostaly uzyte cztery stg¢zenia wariantu TFOP (240, 400, 600 oraz 1000 nM). Kontrole
stanowily komorki HeLa traktowane oligomerem Ctr, ktory nie wigzat si¢ do spinki
RHP i nie tworzyt z nig struktury trypleksu. Otrzymane wyniki zaprezentowano ponizej

na Rysunku 27 oraz w Tabeli 8.
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Rysunek 27. Wptyw wariantu TFO w serii PNA (TFOP) na poziom ekspresji genu GFP w linii
komoérkowej HeLa w zaleznosci od stgzenia oligomeru.

Tabela 8. Analiza zmian poziomu ekspresji genu GFP powodowanych wariantem TFO w serii
PNA (TFOP) w zalezno$ci od stezenia oligomeru.

Stezenie Poziom ekspresji Zmiana poziomu
Wariant TFO wariantu TFOP genu GFP (Pe) ekspresji genu GFP
[nM] [“] (AP) [%0]

__Ctr (kontrola) | 40 | 100£022 | o

TFOP” 240 79.19+0.28 -20.81+0.06

TFOP 400 99.04 +0.31 -0.96+0.11

TFOP” 600 59.2340.15 -40.77+0.07

TFOP 1000 71.27+0.39 -28.73+£0.17
Oznaczenia: * - zmiany istotne statystycznie (p<0.05); znak ,,-,, wskazuje na obnizenie poziomu ekspresji
genu GFP.
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Na podstawie uzyskanych danych eksperymentalnych, zaobserwowano wyciszenie
ekspresji genu GFP dla trzech zastosowanych stezen oligomeru TFOP (240, 600 1 1000
nM, Rys. 27), spowodowane powstaniem struktury trypleksu T12 Interesujgcym byt
fakt, ze poziom ekspresji genu GFP nie obnizal si¢ proporcjonalnie do wzrostu stezenia
czasteczki TFOP (Tab. 8). Jedynie w przypadku dwoch zastosowanych stezen wariantu
TFOP, tj. 240 1 600 nM mozna bylo zauwazy¢ taka korelacje (Rys. 27). Co wigcej,
otrzymane dane dla tych st¢zen oligomeru TFOP wykazywatly istotnos¢ statystyczng
(p<0.05, oznaczone czerwong gwiazdka, Rys. 27), w przeciwienstwie do dwoch
pozostatych stezen, tj. 400 1 1000 nM.

Analiza wplywu wariantu TFOP na ekspresje genu GFP pokazala, ze najlepiej
oddziatujacym byt oligomer TFOP w stezeniu rownym 600 nM (warto$¢ parametru
AP¢, wynosita -40.77%, Tab. 8). Nieco stabszy efekt wyciszenia ekspresji genu GFP
przez wariant TFOP dawalo zastosowanie stezenia rownego 1000 nM, wowczas APeg
przyjmowala wartos¢ rowng -28.73% (Tab. 8). Natomiast, sposrod czterech
analizowanych st¢zen oligomeru TFOP, najmniej skuteczne okazato si¢ wykorzystanie
wariantu TFOP w stezeniu wynoszacym 400 nM (Rys. 27). W tym przypadku obnizenie
poziomu ekspresji genu GFP bylo najmniejsze 1 parametr APey przyjmowal wartos¢
rowng -0.96 % (Tab. 8).

Wykorzystanie wariantu TFO w serii PNA (TFOP) w eksperymentach na linii
komorkowej HelLa oraz analiza wplywu takiego oligomeru na poziom ekspresji genu
GFP pozwolily na sformulowanie wniosku, ze analogii PNA moga stanowi¢ dobre
narzedzie w strategii wykorzystujacej trypleksy. Potencjal czasteczek TFO
zawierajacych pochodne typu PNA zostal rdéwniez wykazany w badaniach
biologicznych innych grup naukowcow [214, 306]. Muse 1 wsp. wykazali, ze
zastosowanie analogbw PNA pozwala na utworzenie stabilnej struktury trypleksu
pomigdzy TFO w serii PNA 1 spinkg RNA. Zaobserwowali roOwniez, ze modyfikowane
TFO moze by¢ wprowadzone z duzg wydajnoscig do komérek HEK293 [214]. Mozna,
zatem stwierdzi¢, ze badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej stanowig
uzupehnienie dotychczasowej wiedzy o wilasciwosci biologicznych TFO w serii PNA.
Wykonane w ramach niniejszej pracy badania sugeruja, ze analogi PNA stanowia
alternatywe dla modyfikowanych oligonukleotydow 1 moga by¢ z powodzeniem

stosowane w badaniach z wykorzystaniem linii komoérkowych.
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2. Rownolegle dupleksy DNA i RNA

2.1 Réwnolegle dupleksy DNA i RNA

Opublikowana praca grupy badawczej Sugimoto, dotyczaca wplywu
modyfikowanych oligonukleotydow na stabilnos¢ termodynamiczng 1 strukture
niekanonicznych form DNA, byta w pewnym stopniu inspiracjg do badan wykonanych
w ramach tej czeSci pracy doktorskiej. Bhattacharyya 1 wsp. wykorzystali
niemodyfikowane 1 modyfikowane resztami LNA oligomery, aby sprawdzi¢
powstawanie 1 trwalo$¢ duplekséw DNA o réwnoleglej orientacji nici [266]. W oparciu
o te badania, w niniejszej pracy doktorskiej zaprojektowano i zsyntetyzowano seri¢
niemodyfikowanych 1 modyfikowanych oligomerow DNA 1 RNA. Poszerzono, zatem
badania o dupleksy RNA, 2'-O-MeRNA oraz zawierajace reszty LNA. Na Rysunku 28
zaprezentowano schemat modelowego dupleksu, ktory zaleznie od warunkéw pH
tworzyt form¢ o rownolegtej (pH 5.0) lub antyréwnolegtej (pH 7.0) orientacji nici.
Tabela 9 przedstawia charakterystyke badanych wariantow duplekséw DNA 1 RNA. W
celu uproszczenia nazewnictwa w niniejszej pracy doktorskiej wszystkie badane
dupleksy zostaty podzielone na 3 grupy ze wzgledu na rodzaj reszt nukleotydowych
sktadajacych si¢ na ni¢ homopurynowg (Rys. 29, Tab. 9). Struktury utworzone przez
oddziatywania dwoch nici tego samego typu, tj. DNA lub RNA lub 2'-O-MeRNA
okreslono jako homodupleksy. Przyktadowy zapis takiego dupleksu to DNA/DNA lub
RNA/RNA (Rys. 29). Natomiast struktury powstate w wyniku wigzania si¢ dwoch nici
roznego typu, na przyklad DNA i1 RNA lub RNA i 2-O-MeRNA nazywano
heterodupleksami. Przyktadami takich struktur wykorzystanych w pracy doktorskiej sg
dupleks DNA/RNA oraz dupleks RNA/2'-O-MeRNA (Rys. 29).

Dupleks antyréwnolegly (5'-3'/3'-5") Dupleks réwnolegly (5'-3'/5'-3")
A
ni¢ homopurynowa 5'AGAA GAGAA- GA3' ni¢ homopurynowa 5'AG AAAGAG AAGA 3’
ni¢ homopirymidynowa 3' TCTT-CTCTT CT 5' ni¢ homopirymidynowa 5' TC'TTTC'TC'TTC'T 3'
T
pH 7.0 pH 5.0

Rysunek 28. Schemat modelowego dupleksu DNA.
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Dupleksy typu DNA
1
| |
homodupleksy heterodupleksy
DNA/DNA DNA/RNA
DNA/DNA-LNA DNA/RNA-LNA

DNA/2'-O-MeRNA
DNA/2'-O-MeRNA-LNA

Dupleksy typu RNA
1
| |
homodupleksy heterodupleksy
RNA/RNA RNA/DNA
RNA/RNA-LNA RNA/DNA-LNA

RNA/2'- O-MeRNA
RNA/2'-O-MeRNA-LNA

Dupleksy typu 2'-O-MeRNA
|
| |
homodupleksy heterodupleksy

2'-O-MeRNA/2'-O-MeRNA 2'-O-MeRNA/DNA

2'-0-MeRNA/2'-O-MeRNA-LNA  2'-O-MeRNA/DNA-LNA
2'-O-MeRNA/RNA
2'-O-MeRNA/RNA-LNA

Rysunek 29. Schemat obrazujacy warianty badanych dupleksow.
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Tabela 9. Sktad nukleotydowy wariantow dupleksow DNA 1 RNA.

Sekwencja (5'-3") Nazwa Grupa
AGAAAGAGAAGA DI
TCTTTCTCTTCT
AGAAAGAGAAGA D2
TCTTTCLTCTTCT
AGAAAGAGAAGA D3
vcovuvucucuucu dupleksy typu DNA
AGAAAGAGAAGA D4
UcCtuuuctucuuctu
AGAAAGAGAAGA
uMCMgMuMuMcMuMceMuMuMeMuM D5
AGAAAGAGAAGA D6
UMCLUMUMUMCLUMCMUMUMCLUM
AGAAAGAGAAGA D7
TCTTTCTCTTCT
AGAAAGAGAAGA D8
TCTTTCLTCTTCT
AGAAAGAGAAGA D9
vcuvvucucuucu dupleksy typu RNA
AGAAAGAGAAGA D10
UCtuuuCctucuuctu
AGAAAGAGAAGA
uMCcMgMuMuMcMuMeMuMuMeMuM bl
AGAAAGAGAAGA
uMctuMuMuMct uMeMgMuMctuM bi2
AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM
TCTTTCTCTTCT D13
AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM
TCTTTCLTCTTCT Dl4
AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM
UCUUUCUCUUCU D13 dupleksy typu
AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM DI6 2'-0-MeRNA
UcCtuuuctucuuctu
AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM
uMCcMyMuMuMcMuM cMuMgMcMuM D17
AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM
UMCLUMUMUMCLUMCMUMUMCLUM D18
Oznaczenia: UM, CM, AM i GM — modyfikacje 2'-O-MeRNA; Ct — modyfikacja LNA;
kursywa — RNA.

2.2 Badania trwalo$ci termodynamicznej wariantow duplekséw DNA i RNA

W niniejszej pracy parametry termodynamiczne wariantow duplekséw DNA 1 RNA
zostaly wyznaczone za pomocg metody topnienia UV. Podobnie, jak w przypadku
badan trwato$ci termodynamicznej trypleksow do pomiarow temperatur topnienia
dupleksow uzyto spektrofotometru UV/Vis. Parametry termodynamiczne obliczono za

pomoca programu Melt Win 3.5, przy uzyciu dwoch metod: 1) dopasowania krzywych
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topnienia dziewieciu stezen badanego dupleksu (regresja nieliniowa) oraz ii) zaleznosci
wartoéci parametru Tn, od steZenia badanej czasteczki (Tm™! od log Cr).

Z danych literaturowych wynika, ze gldownym czynnikiem determinujacym
powstawanie rownoleglych dupleksow jest wartos¢ parametru pH oraz rodzaj
oligonukleotydu [266]. Zmiana wartosci pH powoduje protonacje cytydyny i przemiane
topologiczng dupleksu, to znaczy forma réwnolegla tworzy si¢ w warunkach pH 5.0, a
wzrost wartosci pH do 7.0 sprzyja formowaniu si¢ struktury o antyroéwnoleglej
orientacji nici [266]. W zwigzku z powyzszym, badania termodynamiczne wariantow
dupleksow DNA 1 RNA realizowane w ramach doktoratu, zostaly wykonane z uzyciem
buforu Robinson-Britton (RB) o wartosciach pH 5.0 1 pH 7.0 [312]. Do analizy
trwalo$ci termodynamicznej wykorzystano dziewig¢ oligonukleotydow o dlugosci 12
nukleotydow tworzacych lacznie 18 wariantow dupleksoéw (Tab. 9, Podrozdzial 2.1
Rownolegle dupleksy DNA i RNA). Z wczesniejszych doniesien wiadomo, ze
oligonukleotydy homopurynowy (5'-AGAAAGAGAAGA) 1 homopirymidynowy (5'-
TCTTTCTCTTCT) hybrydyzuja ze sobg 1 przyjmuja forme¢ niekanonicznego dupleksu
DNA [266]. Bioragc pod uwage powyzsze informacje, zdecydowano si¢ na rozszerzenie
badan o analiz¢ wptywu nie tylko oligomeréw w serii RNA 1 2'-O-MeRNA, ale réwniez
takich, ktore zawieraja reszty typu LNA, na formowanie si¢ 1 stabilno$¢
termodynamiczng  dupleksow. W  eksperymentach  topnienia UV  uzyto
niemodyfikowane oligomery DNA 1 RNA oraz oligomery zawierajace podstawienia
LNA Iub/i 2’-O-MeRNA.

Wyznaczone parametry termodynamiczne dla wszystkich wariantow dupleksow
zostaty przedstawione w Tabeli 10. Analiza termodynamiczna pokazala, ze wszystkie
oligonukleotydy tworza struktur¢ dupleksu, o czym $wiadczy fakt, ze temperatury
topnienia rosng liniowo wraz ze wzrostem stezenia oligonukleotydu. Taka zalezno$¢
wystepuje w przypadku topnienia struktur dwuczgsteczkowych, jakimi sg dupleksy, w
przeciwienstwie do topnienia form jednoczasteczkowych (spinki), dla ktorych wartosci
parametru Tm dla réznych ich stezen sg takie same. Ponadto, w oparciu o analize
krzywych topnienia 1 uzyskane parametry termodynamiczne dla obu wartosci pH
wykazano, ze topnienia wigkszosci badanych dupleksow przebiegaly wg modelu
dwustanowego. Wyjatek stanowity heterodupleksy DNA (D3-D6) charakteryzujace si¢
niedwustanowym profilem topnienia. Co wiecej, z otrzymanych danych
eksperymentalnych wynika, ze wprowadzenie reszt 2'-O-MeRNA lub/i trzech reszt

LNA do jednej z nici dupleksu korzystnie wplywalo na stabilno$¢ termodynamiczng
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wariantow dupleksow DNA 1 RNA, powodujac zmiany warto$ci energii swobodnej
(AAG’37) w zakresie od -1.82 do -4.10 kcal/mol w obu warto$ciach pH (Tab. 10). Tylko
w przypadku homodupleksu D2 obecnos¢ modyfikacji LNA wywolywata nieznaczny
efekt  destabilizujacy rowny 0.56 kcal/mol w pH 7.0 (Tab. 10).
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Tabela 10. Parametry termodynamiczne wariantow dupleksow DNA i RNA®,

Wykres zaleznosci Tm™ od log Ct Wykres zaleznosci Tm™ od log Ct
Nazwa (Srednie dopasowanie krzywych topnien) pH 5.0 (Srednie dopasowanie krzywych topnien) pH 7.0
dupleksu 5
P -AH° -AS° -AG®3; T AAG®3; -AH® -AS° -AG®3; TmP AAG®3; AAAAGG? ((I;) I:I 57%))_
(kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (kc:l /mol).
DI 48.2+1.0 135.3+3.2 6.25+0.03 352 0 51.4+3.9 150.6+13.2 4.67+0.17 26.1 0 -1.58+0.17
(99.5+12.7) | (304.7+40.3) | (5.02+0.05) (32.4) (55.446.9) (164.2+23.2) | (4.45+0.32) (25.8)
D2 43.0+0.7 112.5+2.3 8.07+0.01 48.5 -1.82 59.5+13.8 178.7+46.4 4.11+0.85 24.9 0.56 -3.96+0.85
(90.2+7.7) (263.2+23.7) | (8.61+0.48) (44.3) (57.1£7.9) (170.4+26.5.) | (4.22+0.42) (24.9)
D3 51.5+1.1 144.1£3.5 6.77+0.01 38.5 0 46.344.1 138.9+14.5 3.27+0.38 16.6 0 -3.50+0.38
(120.4+12.5) | (368.4+38.4) | (6.10+0.73) (35.9) (77.0£5.7) (246.3+£18.8) | (0.59+0.23) (14.8)
D4 62.9+2.2 172.4+6.8 9.42+0.07 51.9 -2.65 44.6+1.9 126.9+6.5 5.26+0.11 28.4 -1.99 -4.16+0.13
(119.9+4.7) | (350.2+14.3) | (11.30+0.58) (49.8) (79.746.8) (245.7£21.4) | (3.49+0.19) (25.6)
D5 50.9+1.0 139.5+3.4 7.70+0.01 44.1 0 42.4+9.3 125.8+32.6 3.4240.99 15.8 0 -4.28+0.99
(103.6+10.4) | (308.7+31.1) | (7.87+0.84) (41.1) (44.8420.2) | (133.5+71.1) | (3.43+1.88) (16.9)
D6 62.7+1.7 168.9+5.3 10.35+0.08 57.1 -2.65 43.0£2.7 120.0£9.2 5.81+0.12 31.9 -2.39 -4.54+0.14
(93.6+8.1) (264.0£24.6) | (11.78+0.61) (55.4) (67.946.1) (193.0+£20.0) | (5.00+0.26) (29.8)
D7 64.4+2.6 186.9+8.7 6.44+0.06 36.6 0 71.9+1.2 208.9+3.8 7.12+0.01 39.6 0 0.68+0.06
(68.6£5.5) (200.5+17.8) | (6.39+0.08) (36.4) (71.4£1.9) (207.3£6.1) (7.14+0.04) (39.7)
D8 75.54£3.6 213.7£11.6 9.18+0.08 48.3 -2.74 82.8+4.6 234.9+14.2 9.94+0.06 50.3 -2.82 0.76+0.10
(74.14£2.0) (209.5+6.6) (9.16+0.11) (48.4) (85.1£1.5) (242.2+5.0) | (10.02+0.16) | (50.3)
D9 61.6+2.0 174.2£6.6 7.58+0.03 42.4 0 74.1£1.2 213.0+4.0 7.99+0.01 432 0 0.41+£0.03
(81.949.5) (240.1£30.4) | (7.47+0.17) (40.6) (73.6£2.8) (211.4+8.8) (8.00+0.05) (43.3)
D10 76.3+4.0 215.0+12.7 9.64+0.13 50.2 -2.06 80.0+1.4 224.0+4.4 10.51+0.06 532 -2.52 0.87+0.14
(73.246.9) (205.4+21.3) | (9.56+0.33) (50.4) (84.1+£2.9) (236.7£9.1) | (10.67+0.11) | (53.1)
DI1 63.5+1.1 176.7£3.6 8.33+0.01 46.1 0 68.9+0.7 193.7£2.4 8.86+0.01 47.8 0 0.53+0.01
(68.0+3.8) (192.1£12.0) | (8.40+0.10) (45.8) (70.6£5.1) (198.8+£16.0) | (8.93+0.10) (47.9)
DI2 81.2+10.2 224.9+31.4 11.46+0.58 57.0 -3.13 79.3£7.2 218.0+£22.0 11.70+0.39 58.6 -2.84 0.24+0.70
(85.6£6.9) (238.4+21.5) | (11.69+0.46) (56.9) (83.0+£12.7) | (229.0+38.4) | (11.96+0.84) | (58.7)
DI3 60.1+1.6 172.8+5.3 6.50+0.03 36.9 0 68.2+2.4 197.8+7.9 6.81+0.04 383 0 0.31+0.03
(67.54£3.4) (197.2+11.1) | (6.37+0.09) (36.2) (68.142.7) (197.6+8.8) (6.80+0.06) (38.2)
D14 86.6+8.5 247.2+26.7 9.92+0.28 49.6 -3.42 71.0+1.8 198.1+5.6 9.52+0.05 50.7 -2.71 -0.40+0.28
(73.4+2.8) (205.9+8.9) (9.55+0.20) (50.3) (73.543.8) (206.0£11.9) | (9.59+0.13) (50.5)
DIS 66.2+2.3 188.9+7.4 7.60+0.02 42.1 0 69.7+2.4 196.0£7.8 7.91£0.02 43.4 0 0.31+0.02
(70.8+2.8) (203.7+8.7) (7.63+0.07) (41.9) (70.1+4.0) (200.4+13.0) | (7.96+0.11) (43.4)
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Tabela 10 (cd). Parametry termodynamiczne wariantow duplekséw DNA i RNA?,

Wykres zaleznosci Tm™ od log Ct Wykres zaleznosci Tm™ od log Ct
Nazwa (Srednie dopasowanie krzywych topnien) pH 5.0 (Srednie dopasowanie krzywych topnien) pH 7.0
dupleksu °
P -AH° -AS° -AG®37 Ti? AAG®3; -AH® -AS° -AG®37 Ti? AAG®3; AAAAGG? ((plgl 57%))_
(kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (kc:l /Enol).
D16 65.2+2.8 177.7+£8.6 10.06+0.11 54.8 -2.46 80.1+0.3 223.3+1.0 10.82+0.01 54.6 -2.91 0.76+0.11
(85.14£9.8) (239.4+29.6) | (10.90+0.63) (53.8) (79.6+7.8) (221.74£24.0) | (10.86+0.39) (54.9)
D17 80.0+7.0 234.74£22.8 7.24+0.18 39.8 0 63.7+2.4 175.9+£7.5 9.15+0.05 50.3 0 1.91+0.19
(72.6+2.7) (210.5+8.9) (7.36+0.13) (40.6) (67.8+3.2) (188.9+10.0) (9.24+0.14) (49.9)
D18 68.4+10.0 184.6+30.4 11.11+0.64 59.3 -3.87 85.7£22.0 234.0+67.4 12.54+1.22 60.4 -3.39 1.43+1.38
(72.6+2.0) (197.5+£5.9) (11.37+0.18) (59.1) (708.2+1.9) (212.8+5.8) (12.20+0.08) (61.2)
Oznaczenia: a — bufor: 40 mM kwas borowy, 40 mM kwas fosforowy, 40 mM kwas octowy, 100 mM NaCl, pH 5.0 i pH 7.0; b — obliczone dla stezenia oligomeru 10* M. Warto$ci w nawiasach to parametry
wyznaczone na podstawie $redniego dopasowania krzywych topnien, natomiast wartosci znajdujace si¢ powyzej wyznaczono z zalezno$ci Tm™! od log Cr; UM, CM, AM i GM — modyfikacje 2'-O-MeRNA; C" —
modyfikacja LNA; kursywa — RNA
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2.2.1 Trwalos¢ termodynamiczna dupleksow typu DNA

Na podstawie badan termodynamicznych dla dupleksow typu DNA (D1-D6)
stwierdzono, ze struktury te odznaczaja si¢ wigkszg stabilnoscig termodynamiczng w
warunkach kwasowego pH w porownaniu z trwaloscig tych samych dupleksow w
warunkach obojetnego pH (Rys. 30, Tab. 11). Uzyskane wyniki dobrze korelujg z
wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi (Guga i wsp., Bhattacharyya 1 wsp.), w
ktorych potwierdzono wplyw zmian wartosci pH na powstawanie 1 trwatos¢ dupleksow
DNA i RNA [265, 266].

Tak jak si¢ spodziewano, analiza parametréw termodynamicznych wariantéw D1-
D6 wykazata znaczace rdéznice w ich stabilnosci. Czynnikami, ktore determinowaty
zmiany trwatos$ci termodynamicznej duplekséw typu DNA byly warunki pH, rodzaj
oligonukleotydow tworzacych te struktury, a takze obecnos$¢ pochodnych typu LNA i
2'-O-MeRNA. Na podstawie wynikdw zaobserwowano zr6znicowane zmiany energii
swobodnej (AAG'37) pomiedzy homodupleksem D1, a heterodupleksami D3, D4, D5 i
D6 zaré6wno w warunkach niskiego, jak 1 wysokiego pH wynoszace odpowiednio:
-0.52, -3.17, -1.45 i -4.10 kcal/mol (pH 5.0, Rys. 30A) oraz 1.40, -0.59, 1.25 1 -1.14
kcal/mol (pH 7.0, Rys. 30B). W sytuacji, gdy porOwnano zmiany energii swobodne;]
pomiedzy pH 5.0 1 pH 7.0 zauwazono wyrazng destabilizacje¢ wszystkich wariantow
dupleksow spowodowang wzrostem pH. Powyzsze wyniki wskazuja na to, ze
rownolegle dupleksy powstajagce w niskim pH s3 znacznie bardziej preferowang
strukturg niz ich antyréwnoleglte odpowiedniki, ktore zawieraja wewnetrzne
niesparowania 1 tworzg si¢ w obojetnym pH. Uzyskane dane eksperymentalne dobrze
korelujg z aktualnymi doniesieniami literaturowymi [175, 266]. Bhattacharyya 1 wsp.
potwierdzili w badaniach strukturalnych, ze rownolegly dupleks DNA powstaje w
buforze o pH 5.0, podczas gdy tworzenie dupleksu o antyréwnoleglej orientacji nici
mozliwe jest w warunkach obojetnego pH. Wykazali réwniez, ze obecno$¢ reszt typu
LNA wptywa korzystnie na stabilno$§¢ termodynamiczng réwnolegtych dupleksow
[266]. Natomiast, grupa Gugi potwierdzita, ze wprowadzenie modyfikacji LNA do
oligomeru w serii 2'-O-MeRNA znacznie zwigksza trwalo$¢ termodynamiczng

powstatego dupleksu [175].
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D1 - dupleks DNA/DNA

D2 - dupleks DNA/DNA-LNA
D3 - dupleks DNA/RNA

D4 - dupleks DNA/RNA-LNA
D5 - dupleks DNA/2'-O-MeRNA

D6 - dupleks DNA/2'-O-MeRNA-LNA

Rysunek 30. Rdznica stabilno$ci termodynamicznej pomigedzy dupleksem D1 a wariantami
dupleksow D2-D6 w zaleznosci od pH (A — pH 5.0, B—pH 7.0).
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Najwigksze zmiany energii swobodnej (AAG®37) zaobserwowano w warunkach
kwasowych dla wariantow D2, D4 oraz D6 zawierajacych trzy reszty LNA w nici
homopirymidynowej (zmiana energii swobodnej przyjmowata wartosci odpowiednio:
-1.82, -3.17 oraz -4.10 kcal/mol, Rys. 30A). Modyfikacja LNA przyczyniata si¢ do
wzrostu trwatosci termodynamicznej homo- 1 heteroduplekséw DNA niezaleznie od
warunkow pH. Wyjatek stanowit dupleks D2 powodujacy obnizenie stabilnosci
termodynamicznej w stosunku do niemodyfikowanego wariantu D1 w obojetnym pH
(AAG®37 przyjmowata wartos¢ 0.56 kcal/mol, Rys. 30B, Tab. 11). Interesujacym
spostrzezeniem byt fakt, Zze pochodne typu LNA specyficznie stabilizowaly
niekanoniczne formy dupleksow, a ich efekt energetyczny byt korzystniejszy w
porownaniu z antyrownolegtymi dupleksami (Rys. 30, Tab. 11). Otrzymane wyniki
znalazty potwierdzenie w pracach innych grup badawczych [266, 313]. W badaniach
Vestera 1 Wengela wykazano, ze oligonukleotydy w serii LNA mogg specyficznie
wigza¢ si¢ z komplementarnym DNA lub RNA 1 tworzy¢ stabilne dupleksy [313].
Analiza strukturalna potwierdzita, ze efekt ten zwigzany jest z wymuszeniem
konformacji C3'-endo, bardziej preferowanej i charakterystycznej dla formy A-RNA.

Wiadomo, ze w trakcie powstawania dupleksu dochodzi do tworzenia si¢ wigzan
wodorowych 1 oddzialywan warstwowych, co korzystnie wptywa na entalpi¢ tego
procesu. Jednak proces taki jest niekorzystny entropowo, w zwigzku z tym suma
entalpii procesu hybrydyzacji 1 entropii decyduje o utworzeniu si¢ dupleksu [314].
Usztywnienie pierScienia cukrowego w konformacji C3'-endo przez mostek
metylenowy prowadzi do tworzenia si¢ korzystnych zmian w entalpii podczas
tworzenia si¢ dupleksow [263]. Na podstawie wynikow otrzymanych w pracy
doktorskiej zaobserwowano, ze obecno$¢ modyfikacji LNA powoduje wzrost
stabilno$ci termodynamicznej dupleksow DNA. Jakkolwiek, nie jest mozliwe
stwierdzenie, ze efekt stabilizacyjny reszt typu LNA moze wynika¢ ze wzrostu entalpii

procesu tworzenia dupleksu, ktory kompensuje niekorzystny efekt zmian entropii.
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Tabela 11. Parametry termodynamiczne wariantow dupleksow typu DNA?.

Wykres zaleznosci Tm™ od log Ct Wykres zaleznosci Tm™ od log Ct
Nazwa (Srednie dopasowanie krzywych topnien) pH 5.0 (Srednie dopasowanie krzywych topnien) pH 7.0
dupleksu °
P -AH° -AS° -AG®37 Ti? AAG®3; -AH® -AS° -AG®37 Ti? AAG®3; AAAAGG? ((plgl 57%))_
(kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (kc:l /Enol).
DI 48.2+1.0 135.3£3.2 6.25+0.03 352 0 51.4+3.9 150.6+13.2 4.67+0.17 26.1 0 -1.58+0.17
(99.5+12.7) | (304.7+40.3) (5.02+0.05) (32.4) (55.4+6.9) (164.2+23.2) (4.45+0.32) (25.8)
D2 43.0+0.7 112.5€2.3 8.07+0.01 48.5 -1.82 59.5+13.8 178.7+46.4 4.1140.85 24.9 0.56 -3.96+0.85
(90.2+7.7) (263.2+23.7) (8.61+0.48) (44.3) (57.1£7.9) (170.4+26.5.) (4.22+0.42) (24.9)
D3 51.5+1.1 144.1£3.5 6.77+0.01 38.5 -0.52 46.3+4.1 138.9+14.5 3.27+0.38 16.6 1.40 -3.50+0.38
(120.4+12.5) | (368.4+38.4) (6.10+0.73) (35.9) (77.0+£5.7) (246.3+18.8) (0.59+0.23) (14.8)
D4 62.9+2.2 172.4+6.8 9.42+0.07 51.9 -3.17 44.6£1.9 126.9+6.5 5.26+0.11 28.4 -0.59 -4.16+0.13
(119.9+4.7) | (350.2+14.3) | (11.30+0.58) (49.8) (79.7+6.8) (245.7+£21.4) (3.49+0.19) (25.6)
D5 50.9+1.0 139.5£3.4 7.70+0.01 44.1 -1.45 42.4+9.3 125.8432.6 3.42+0.99 15.8 1.25 -4.28+0.99
(103.6+10.4) | (308.7+£31.1) (7.87+0.84) (41.1) (44.8420.2) (133.5+71.1) (3.43+1.88) (16.9)
D6 62.7+1.7 168.9+£5.3 10.35+0.08 571 -4.10 43.0+£2.7 120.0+£9.2 5.81+0.12 31.9 -1.14 -4.54+0.14
(93.6+8.1) (264.0+24.6) | (11.78+0.61) (55.4) (67.9£6.1) (193.0+20.0) (5.00+0.26) (29.8)
Oznaczenia: a — bufor: 40 mM kwas borowy, 40 mM kwas fosforowy, 40 mM kwas octowy, 100 mM NaCl, pH 5.0 i pH 7.0; b — obliczone dla stezenia oligomeru 10* M. Warto$ci w nawiasach to parametry
wyznaczone na podstawie $redniego dopasowania krzywych topnien, natomiast wartosci znajdujace si¢ powyzej wyznaczono z zalezno$ci Tm™! od log Cr; UM, CM, AM i GM — modyfikacje 2'-O-MeRNA; C" —
modyfikacja LNA; kursywa — RNA.
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Poréwnujac trwalos$¢ termodynamiczng wariantow duplekséw z resztami typu 2'-O-
MeRNA (D5, D6) i D3 1 D4 stwierdzono, ze wprowadzenie podstawnikow 2'-O-
metylowych w nieznacznym stopniu stabilizowalo powstate struktury w warunkach
kwasowych (Rys. 30A), podczas gdy w obojetnym pH zaobserwowano efekt
destabilizacyjny dla wariantu D5 (Rys. 30B). Zmiana energii swobodnej (AAG®37) dla
wariantu D5 przyjmowata wartos¢ -1.45 kcal/mol w niskim pH (Rys. 30A) oraz 1.25
kcal/mol w wysokim pH (Rys. 30B) w odniesieniu do dupleksu D1. Uzyskane dane
eksperymentalne pozostaja w zgodnosSci z wczesniej opublikowanymi badaniami
Kierzek 1 wsp. dotyczacymi wplywu modyfikacji 2'-O-MeRNA na stabilno$¢
dupleksow DNA 1 RNA [315, 316]. Co wigcej, wariant D6 skladajacy sie z nici
homopurynowej w serit DNA 1 nici homopirymidynowej w serii 2'-O-MeRNA z trzema
modyfikacjami LNA odznaczal si¢ najkorzystniejsza wartoscig parametru AAG°®37 w
odniesieniu do dupleksu D1 w obu warunkach pH. Parametr AAG®37 dla dupleksu D6 w
kwasowym pH przyjmowat warto$¢ -4.10 kcal/mol (Rys. 31A), natomiast w obojetnym
pH, AAG®37 = -1.14 kcal/mol (Rys. 30B). Na podstawie tych wynikow stwierdzono, ze
efekty stabilizacyjne sg wigksze, gdy do oligomeru wprowadzono jednocze$nie dwa
rodzaje modyfikowanych nukleozydow (LNA 12'-O-MeRNA).

Podsumowujac, okreslone parametry termodynamiczne duplekséw typu DNA
pokazuja, ze czynnikami determinujagcymi powstawanie 1 trwalo$¢ dupleksow s3:
warunki pH, rodzaj oligonukleotydow oraz modyfikacje chemiczne wprowadzone do
nici pirymidynowej dupleksu. Zaobserwowano, ze dupleksy zawierajagce naturalne nici
w serii DNA lub RNA, odznaczaja si¢ mniejsza stabilnoScig termodynamiczng w
porownaniu z dupleksami, ktore posiadaty ni¢ pirymidynowa w serii 2’-O-MeRNA lub
z modyfikacja LNA. Ponadto, w warunkach kwasowych powstawaly termodynamicznie

trwalsze dupleksy niz w warunkach obojetnych.

2.2.2 Trwalos¢ termodynamiczna dupleksow typu RNA

Badania termodynamiczne homo- 1 heterodupleksow RNA ujawnily, ze zmiany
warunkow pH maja nieznaczny wplyw na ich powstawanie 1 stabilno$¢
termodynamiczng (Rys. 31, Tab. 12). Poniewaz zmiany energii swobodnej (AAG®37)
dupleksow typu RNA pomigdzy kwasowym 1 obojetnym pH sa niewielkie mozna
przypuszczaé, ze tworzenie si¢ zardwno rownolegtego (pH 5.0), jak 1 antyrownoleglego

(pH 7.0) dupleksu jest tak samo korzystne energetycznie. Ponadto, na podstawie
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otrzymanych wynikéw mozliwe bylo sformulowanie stwierdzenia, ze wprowadzenie
modyfikacji LNA oraz reszt 2-O-MeRNA przyczynito si¢ do zwigkszenia trwatosci
termodynamicznej dupleksow typu RNA (w obu wartosciach pH) w poro6wnaniu do
niemodyfikowanego wariantu D9 (Rys. 31). Dodatkowo, warto zwroci¢ uwage na
zwigkszenie efektow stabilizacyjnych spowodowane jednoczesnym podstawieniem
naturalnych reszt nukleotydowych modyfikowanymi analogami (wariant D12, Rys. 31,
Tab. 12).

Najwigkszy efekt destabilizacyjny zaobserwowano w przypadku wariantu D7, dla
ktorego parametr AAG®37 wynosit odpowiednio 1.14 kcal/mol w kwasowym pH (Rys.
31A) oraz 0.87 kcal/mol w obojetnym pH (Rys. 31B). Ten niekorzystny efekt byt
spowodowany obecnoscig w dupleksie nici homopirymidynowej w seriit DNA. Wyniki
te pokazuja, ze oddziatywanie dwoch nici zawierajacych reszte cukrowa o odmiennej
konformacji wptywa na ogolng destabilizacj¢ dupleksu D7. Co ciekawe, wigksze
obnizenie stabilnosci termodynamicznej zaobserwowano dla tego wariantu w niskim pH
(AAG®37=1.14 kcal/mol, Rys. 31A), co wskazuje na mniejsza site¢ wigzan wodorowych,
ktore wystepuja w przypadku rownolegltego dupleksu. Wykazano, ze dane otrzymane w
eksperymentach topnienia UV pozostaja w zgodnos$ci z doniesieniami literaturowymi
[314, 317]. Lesnik 1 Freier na podstawie przeprowadzonych badan termodynamicznych
1 strukturalnych potwierdzili, ze waznym czynnikiem wplywajacym na stabilnos¢
dupleksow DNA 1 RNA jest rodzaj oligonukleotydow [317]. Wykazali, ze dupleksy
mieszane (RNA/DNA) zawierajagce w nici pirymidynowej 70-80%  reszt
deoksyrybonukleotydéw charakteryzowaty si¢ wigksza trwaloscig wzgledem dupleksow
zawierajacych ni¢ pirymidynowg w serii RNA. Zmiana rodzaju 1 liczby reszt
nukleotydowych w obu niciach dupleksu bezposrednio wplywala na jego stabilnos¢
termodynamiczng. Ponadto, analiza strukturalna Lesnik 1 Ferier pokazala, ze
konformacja dupleksow RNA/DNA lub DNA/RNA zmieniala si¢ w zaleznosci od
sktadu nukleotydowego nici tworzacych dupleks 1 przeklada si¢ na trwalos¢

termodynamiczng takich dupleksow [317].
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Rysunek 31. Rdznica stabilno$ci termodynamicznej pomigdzy dupleksem D9 a wariantami

dupleksow D7-D8 i D10-D12 w zaleznosci od pH (A — pH 5.0, B — pH 7.0).
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Tabela 12. Parametry termodynamiczne wariantow dupleksow typu RNA?

Wykres zalezno$ci Tm™ od log Ct Wykres zalezno$ci Tm™ od log Ct
Nazwa (Srednie dopasowanie krzywych topnien) pH 5.0 (Srednie dopasowanie krzywych topnien) pH 7.0
dupleksu 5
P -AH° -AS° -AG®37 Ti? AAG®3; -AH® -AS° -AG®37 Ti? AAG®3; AAAAGG? ((plgl 57%))_
(kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (kc:l /Enol).
D9 61.6+2.0 174.2+6.6 7.58+0.03 42.4 0 74.1£1.2 213.0+4.0 7.99+0.01 432 0 0.41+0.03
(81.949.5) (240.1+30.4) (7.47+0.17) (40.6) (73.6+2.8) (211.4+8.8) (8.00+0.05) (43.3)
D7 64.4+2.6 186.9+£8.7 6.44+0.06 36.6 1.14 71.9+1.2 208.9+£3.8 7.12+0.01 39.6 0.87 0.68+0.06
(68.6+5.5) (200.5+17.8) (6.39+0.08) (36.4) (71.4+1.9) (207.3+6.1) (7.14+0.04) (39.7)
D8 75.5£3.6 213.7+11.6 9.18+0.08 48.3 -1.60 82.8+4.6 234.9+14.2 9.94+0.06 50.3 -1.95 0.76+0.10
(74.1£2.0) (209.5+6.6) (9.16+0.11) (48.4) (85.1£1.5) (242.2+5.0) (10.02+0.16) (50.3)
D10 76.3+4.0 215.0+£12.7 9.64+0.13 50.2 -2.06 80.0+1.4 224.0+4 .4 10.51+0.06 532 -2.52 0.87+0.14
(73.246.9) (205.4+21.3) (9.56+0.33) (50.4) (84.1£2.9) (236.74£9.1) (10.67+0.11) (53.1)
DI1 63.5+1.1 176.7£3.6 8.33+0.01 46.1 -0.75 68.9+0.7 193.7£2.4 8.86+0.01 47.8 -0.87 0.53+0.01
(68.0+3.8) (192.1+£12.0) (8.40+0.10) (45.8) (70.6£5.1) (198.8+16.0) (8.93+0.10) (47.9)
D12 81.2+10.2 224.9+31.4 11.46+0.58 57.0 -3.88 79.3£7.2 218.0+£22.0 11.70+0.39 58.6 -3.71 0.24+0.70
(85.6+6.9) (238.4+21.5) | (11.69+0.46) (56.9) (83.0+12.7) (229.0+£38.4) | (11.96+0.84) (58.7)
Oznaczenia: a — bufor: 40 mM kwas borowy, 40 mM kwas fosforowy, 40 mM kwas octowy, 100 mM NaCl, pH 5.0 i pH 7.0; b — obliczone dla stezenia oligomeru 10* M. Warto$ci w nawiasach to parametry
wyznaczone na podstawie $redniego dopasowania krzywych topnien, natomiast wartosci znajdujace si¢ powyzej wyznaczono z zalezno$ci Tm™! od log Cr; UM, CM, AM i GM — modyfikacje 2'-O-MeRNA; C" -
modyfikacja LNA; kursywa — RNA.
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W pracy doktorskiej zaobserwowano duzy wzrost stabilnosci termodynamiczne;]
dla nastgpujacych wariantéw dupleksow: D8, D10 oraz D12, dla ktoérych zmiany energii
swobodnej (AAG®37) przyjmowaly wartosci odpowiednio: -1.60, -2.06 oraz -3.88
kcal/mol w niskim pH (Rys. 31A, Tab. 12) 1 -1.95, -2.52 oraz -3.71 kcal/mol w
obojetnym pH (Rys. 31B, Tab. 12). Termodynamiczne zmiany dotyczace powyzszych
wariantow dupleksow pokazuja, ze ich stabilnos¢ zwigksza si¢ na skutek wprowadzenie
modyfikacji LNA 1 2'-O-MeRNA, co =zostalo juz wczesniej opisane. Z
termodynamicznego punktu widzenia ciekawym przypadkiem jest wariant D12
wyrdzniajacy si¢ najwyzszymi wartosciami parametru AAG®37 zaroOwno w kwasowym
pH (-3.88 kcal/mol, Rys. 31A), jak rowniez w obojetnym pH (-3.71 kcal/mol, Rys.
31B). Wzrost efektow stabilizacyjnych spowodowanych obecnoscig reszt typu LNA 1
2'-O-MeRNA w dupleksie D12 dobrze koreluje z opublikowanymi wynikami badan
[315, 316]. Kierzek 1 wsp. wykazali, ze sita wigzan wodorowych pomig¢dzy resztami
nukleotydowymi w serii LNA jest taka sama, jak wystepujacych pomigdzy pochodnymi
2'-O-metylowanymi [316]. Natomiast, oddzialywania warstwowe w przypadku
analogobw typu LNA s3 bardziej korzystne energetycznie w pordwnaniu z ich
odpowiednikami w serii RNA 1 2'-O-MeRNA. W zwigzku z tym, jednoczesne
wprowadzenie obu analogéw do nici dupleksu przekladalo si¢ na jego trwalos¢
termodynamiczng.

Heterodupleks RNA/2'-O-MeRNA (D11) wydaje si¢ by¢ interesujacym
przypadkiem w kontek$cie zmian trwalo$ci termodynamicznej wynikajacych z
wprowadzenia modyfikowanych reszt nukleotydowych. Gdy pordwnano zmiany energii
swobodnej wariantu D11 zawierajacego ni¢ homopirymidynowa w pelni modyfikowang
resztami 2'-O-MeRNA 1 niemodyfikowanego wariantu D9 zauwazono niewielkie
roznice w stabilnosci termodynamicznej w obu warunkach pH (Rys. 31, Tab. 12). Efekt
stabilizacyjny dupleksu D11 byt nieznaczny wzgledem dupleksu D9, a parametr AAG®37
przyjmowal wartosci -0.75 kcal/mol (pH 5.0, Rys. 31A) oraz -0.87 kcal/mol (pH 7.0,
Rys. 31B). W przypadku wariantu D12, gdy wprowadzono dodatkowo trzy reszty LNA
do 2'-O-metylowanego oligomeru sytuacja zdecydowanie zmieniata si¢, a odnotowany
wzrost stabilno$ci byt okoto 4.5-5 razy wigkszy w pordwnaniu z heterodupleksem
RNA/2'-O-MeRNA (D11). Co wigcej, na podstawie parametrow termodynamicznych 1
analizy zmian stabilno$ci dupleksow typu RNA zaobserwowano, ze zastosowanie
analogow LNA jest bardziej korzystne niz wprowadzenie reszt 2'-O-MeRNA. Wariant

D10 zawierajacy trzy podstawienia typu LNA charakteryzowat si¢ wieksza trwalos$cig
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termodynamiczng wzgledem dupleksu D9 (AAG®37 przyjmowata warto$ci odpowiednio:
-2.06 kcal/mol dla pH 5.0 oraz -2.52 kcal/mol dla pH 7.0, Tab. 12). Natomiast
heterodupleks D11, ktory posiadat tylko reszty UM, CM, AM i GM odznaczal sie
nieznacznie wigkszg wartoscig energii swobodnej w stosunku do dupleksu D9 (AAG®37
przyjmowala wartosci odpowiednio: -0.75 kcal/mol dla pH 5.0 oraz -0.87 kcal/mol dla
pH 7.0, Tab. 12). Przedstawione wyniki pokazuja, ze obecno$¢ dodatkowego mostka
metylenowego pomig¢dzy atomami O2' i C4' pier§cienia rybozy korzystniej wptywa na
trwalo$¢ termodynamiczng dupleksow w poroéwnaniu z modyfikacja 2-O-MeRNA.
Efekt stabilizacyjny spowodowany wprowadzeniem reszt 2-O-MeRNA do
oligonukleotydu byt mniejszy niz ten, wywotany podstawieniem LNA.

Podsumowujac, podobnie jak w przypadku dupleksow typu DNA, takze
powstawanie 1 stabilno$¢ termodynamiczna homo- i heteroduplekséw RNA zalezg od
rodzaju oligonukleotydu oraz obecno$ci modyfikowanych reszt nukleotydowych.
Zaobserwowano, ze wartos¢ pH ma zdecydowanie mniejszy wpltyw na tworzenie si¢ 1
trwalos¢ dupleksow typu RNA. W obu warunkach pH badane dupleksy typu RNA
charakteryzowaty si¢ podobng trwalo$cig termodynamiczng. Wprowadzenie
modyfikacji LNA 1 2'-O-MeRNA do nici pirymidynowej powodowato zmiany wartosci
parametrow termodynamicznych, a obecno$¢ nici pirymidynowej w serii DNA miata

efekt destabilizacyjny na dupleksy typu RNA.

2.2.3 Trwalos$¢ termodynamiczna dupleksow typu 2’-O-MeRNA

Analizujgc parametry termodynamiczne dla dupleksow typu 2'-O-MeRNA
uzyskane w trakcie realizacji niniejszej pracy zaobserwowano, ze warianty D13-D18
charakteryzujg si¢ duzymi zmianami stabilnosci termodynamicznej w zaleznosci od
warunkow pH (Rys. 32, Tab. 13). Ponadto, wprowadzenie modyfikacji LNA 1 2'-O-
MeRNA powodowato wzrost efektu stabilizacyjnego dla badanych wariantéw. Rodzaj
nici homopirymidynowej (DNA, RNA lub 2'-O-MeRNA) rowniez miat istotny wplyw

na formowanie si¢ powyzszych duplekséw oraz ich stabilno$¢ termodynamiczng.
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Rysunek 32. Roéznica stabilnosci termodynamicznej pomigdzy dupleksem D17 a wariantami
dupleksow D13-D16 1 D18 w zaleznosci od pH (A — pH 5.0, B—pH 7.0).
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Tabela 13. Parametry termodynamiczne wariantow dupleksow typu 2-O-MeRNA?.

Wykres zalezno$ci Tm™ od log Ct Wykres zalezno$ci Tm™ od log Ct
Nazwa (Srednie dopasowanie krzywych topnien) pH 5.0 (Srednie dopasowanie krzywych topnien) pH 7.0
dupleksu 5
P -AH° -AS° -AG®37 Ti? AAG®3; -AH® -AS° -AG®37 Ti? AAG®3; AAAAGG? ((plgl 57%))_
(kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (kcal/mol) (eu) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol) (kc:l /Enol).
D17 80.0+7.0 234.74£22.8 7.24+0.18 39.8 0 63.7+2.4 175.9+£7.5 9.15+0.05 50.3 0 1.91+0.19
(72.6+2.7) (210.5+£8.9) (7.36+0.13) (40.6) (67.8+3.2) (188.9+10.0) (9.24+0.14) (49.9)
D13 60.1£1.6 172.845.3 6.50+0.03 36.9 0.74 68.242.4 197.8+£7.9 6.81+0.04 38.3 2.34 0.31+0.03
(67.5£3.4) (197.2+11.1) (6.37+0.09) (36.2) (68.1+2.7) (197.6+8.8) (6.80+0.06) (38.2)
D14 86.6+8.5 247.2+426.7 9.92+0.28 49.6 -2.68 71.0+1.8 198.1+£5.6 9.52+0.05 50.7 -0.37 -0.40+0.28
(73.4+2.8) (205.9+8.9) (9.55+0.20) (50.3) (73.5+3.8) (206.0+11.9) (9.59+0.13) (50.5)
D15 66.242.3 188.9+7.4 7.60+0.02 42.1 -0.36 69.7+2.4 196.0+£7.8 7.91+0.02 43.4 1.24 0.31+0.02
(70.8+2.8) (203.7+8.7) (7.63+0.07) (41.9) (70.1+4.0) (200.4+13.0) (7.96+0.11) (43.4)
D16 65.242.8 177.7+£8.6 10.06+0.11 54.8 -2.82 80.1+0.3 223.3+1.0 10.82+0.01 54.6 -1.67 0.76+0.11
(85.14£9.8) (239.4+29.6) | (10.90+0.63) (53.8) (79.6+7.8) (221.7+£24.0) | (10.86+0.39) (54.9)
D18 68.4+10.0 184.6+30.4 11.11+£0.64 59.3 -3.87 85.7£22.0 234.0+67.4 12.54+1.22 60.4 -3.39 1.43+1.38
(72.6£2.0) (197.5+£5.9) (11.37+0.18) (59.1) (708.2+1.9) (212.8+5.8) (12.20+0.08) (61.2)
Oznaczenia: a — bufor: 40 mM kwas borowy, 40 mM kwas fosforowy, 40 mM kwas octowy, 100 mM NaCl, pH 5.0 i pH 7.0; b — obliczone dla stezenia oligomeru 10* M. Warto$ci w nawiasach to parametry
wyznaczone na podstawie $redniego dopasowania krzywych topnien, natomiast wartosci znajdujace si¢ powyzej wyznaczono z zalezno$ci Tm™! od log Cr; UM, CM, AM i GM — modyfikacje 2'-O-MeRNA; C" —
modyfikacja LNA; kursywa — RNA.
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Na podstawie zmian energii swobodnej (AAG®37) stwierdzono, ze nié
homopirymidynowa w serii DNA powodowata matg destabilizacj¢ dupleksu (D13) w
kwasowym pH (AAG®3; przyjmowata warto$¢ 0.74 kcal/mol, Rys. 32A, Tab. 13),
natomiast w warunkach obojetnego pH efekt destabilizacyjny byl okoto 3 razy wigkszy
(AAG®37 przyjmowala warto$¢ 2.34 kcal/mol, Rys. 32B). W podobny sposéb
zachowywal si¢ wariant D15 odznaczajacy si¢ obnizeniem  stabilnosci
termodynamiczne] wzgledem dupleksu D17 w obojetnym pH (AAG®;7 przyjmowata
warto$¢ 1.24 kcal/mol, Rys. 32B, Tab. 13).

Co ciekawe, w warunkach niskiego pH zmiana energii swobodnej w przypadku
wariantu D15 byta korzystna 1 wynosita -0.36 kcal/mol (Rys. 32A). Uzyskane dane
mogg swiadczy¢ o tym, ze struktura rownolegtego dupleksu preferowana w srodowisku
kwasowym jest bardziej stabilna niz struktura antyréwnolegltego dupleksu z dwoma
wewnetrznymi niesparowaniami, ktéra powstaje w warunkach obojetnego pH. Jednakze
nalezy zaznaczyC, ze to stwierdzenie odnosi si¢ tylko do heterodupleksu 2'-O-
MeRNA/RNA-LNA. Natomiast, w przypadku heterodupleksu 2'-O-MeRNA/DNA nie
znajduje ono potwierdzenia w otrzymanych danych termodynamicznych. W zwiazku z
powyzszym stwierdzono, ze obecnos¢ nici homopirymidynowej typu DNA wywierala
bardziej niekorzystny wptyw na proces hybrydyzacji w pordwnaniu z t3 nicig w serii
RNA. Efekt ten mogt wynika¢ z faktu, ze reszty pirymidynowe w serii DNA utrudniaty
odpowiednie utozenie nici wzgledem siebie 1 przyjecie preferowanej konformacji C3'-
endo typowej dla RNA 1 2'-O-MeRNA. Obserwacje te znajduja potwierdzenie w
opublikowanej pracy Lesnik i Freier, z ktorej wynika, ze stabilno$¢ termodynamiczna
homoduplekséw DNA Iub RNA oraz heterodupleksow DNA/RNA jest $ciSle powigzana
z rodzajem 1 liczbg reszt nukleotydowych, a takze ze zmianami konformacyjnymi
zachodzacymi w dupleksie [317].

Poréwnywalne zmiany efektow termodynamicznych wywotanych wprowadzeniem
reszt typu LNA zaobserwowano dla dwdch wariantow dupleksow, tj. D14 1 D16 w
warunkach niskiego pH, wartosci parametru AAG®37 wynosity odpowiednio: -2.68 1
-2.82 kcal/mol (Rys. 32A, Tab. 13). Odmienna sytuacja miata miejsce w przypadku
tych dupleksow w warunkach oboj¢tnego pH, poniewaz zmiany energii swobodnej
roznily sie 1 przyjmowaty wartosci rowne -0.37 kcal/mol (D14) 1 -1.67 kcal/mol (D16)
(Rys. 32B, Tab. 13). Na tej podstawie ponownie potwierdzono, ze trwato$¢ badanych
czasteczek wynikajaca ze zmian w topologii czasteczki zalezy w duzej mierze od

warunkow pH.
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Usztywnienie pierscienia rybozy w konformacji C3"-endo powodowalo korzystne
efekt energetyczny zarowno w Srodowisku kwasowym, jak i obojetnym, co znajduje
odzwierciedlenie w rdznicy zmian energii swobodnej dupleksow D14, D16 1 D18 (Rys.
32). Wprowadzenie modyfikacji LNA przyczynialo si¢ do wzrostu stabilnosci
termodynamicznej wymienionych duplekséw typu 2-O-MeRNA. Zmiany energii
swobodnej (AAG®37) wynosily odpowiednio: -2.68, -2.82 1-3.87 kcal/mol (pH 5.0, Rys.
32A) oraz -0.37, -1.67 1 -3.39 kcal/mol (pH 7.0, Rys. 32B). Najwigckszy wzrost
trwalo$ci termodynamicznej zanotowano dla homodupleksu 2'-O-MeRNA/2'-O-
MeRNA zawierajacego trzy reszty LNA, dla ktorego parametr AAG®37 w kwasowym 1
obojetnym pH przyjmowat odpowiednio wartosci -3.87 kcal/mol (D18, Rys. 32A) 1 -
3.39 kcal/mol (D18, Rys. 32B). Najmniejszy efekt stabilizacyjny dla dupleksow z
trzema podstawieniami typu LNA zauwazono w przypadku wariantu D14 w obojetnym
pH (AAG°®;7 przyjmowata warto$¢ -0.37 kcal/mol, Rys. 32B). Ponadto, na podstawie
otrzymanych wynikow zaobserwowano, ze wprowadzenie pochodnych typu LNA do
nici homopirymidynowej w serii 2'-O-MeRNA skutkowalo najwigkszym wzrostem
stabilnosci dupleksu (D18, Rys. 32). Powyzsze wyniki pozostaja wigec w zgodzie z
danymi uzyskanymi dla duplekséw typu DNA 1 RNA oraz potwierdzaja wzrost efektow
termodynamicznych modyfikacji LNA 12-O-MeRNA badanych wariantow D13-D18.

Podsumowujac, mozliwe bylo sformulowanie wniosku, Zze na tworzenie 1 trwalos¢
termodynamiczng dupleksow typu 2'-O-MeRNA wptywaja zarowno warunki pH, rodzaj
oligonukleotydu, jak 1 obecno$¢ analogéw LNA. Otrzymane wyniki pokazuja, ze
stabilno$¢ termodynamiczna duplekséw typu 2'-O-MeRNA jest wigcksza w warunkach
kwasowego pH, a wprowadzenie pochodnych typu LNA do nici homopirymidynowej

dupleksu zwieksza efekt stabilizacyjny.

2.2.4 Trwalos¢ termodynamiczna heterochiralnych dupleksow RNA

Naturalnie wystepujace DNA 1 RNA s3 szybko degradowane przez nukleazy
komorkowe. Zatem wazne jest, aby zwiekszy¢ ich stabilnos$¢ biologiczng oraz poprawic
ich powinowactwo do wigzania komplementarnych sekwencji. Ostatnio opublikowano
kilka prac, ktére koncentrowalty si¢ na kwasach nukleinowych zawierajacych
nienaturalng L-(deoksy)ryboze [289, 318, 319]. L-DNA 1 L-RNA s3g czasteczkami, w
ktorych D-(deoksy)ryboza, wystepujaca naturalnie w przyrodzie w organizmach

zywych, jest zastgpiona L-enancjomerem 1 moze tworzy¢, po hybrydyzacji, lewoskretng
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podwdjng helise. L-oligonukleotydy nie sa rozpoznawane przez enzymy sktadajace si¢ z
L-aminokwasow [286]. Wykazuja one, wiec wyjatkowa odporno$¢ na degradacje
biologiczng, dzigki czemu mozna je wykorzysta¢, jako uzyteczne narzg¢dzia biologii
molekularnej, a takze w celach terapeutycznych [320, 321].

Wazng przestanka literaturowa, ktora skfonita do wykorzystania oligomerow w
serii B-L-RNA do badan termodynamicznych realizowanych w trakcie doktoratu, byla
praca Ashleya [275]. Autor zasugerowal, ze kwasy nukleinowe posiadajace reszte L-
rybozy moga oddzialywa¢ z naturalnymi DNA lub RNA i przyjmowa¢ podobng forme¢
typu A o rownoleglej orientacji nici. Ciekawg obserwacja bylto to, ze L-RNA lub L-
DNA wigzaly si¢ mocniej do naturalnego RNA niz DNA. Biorgc pod uwage powyzsze
wyniki, podjeto probe analizy termodynamicznej dupleksow RNA skladajacych si¢ z
dwoch nici bedacych swoimi lustrzanymi odbiciami (enancjomery).

W rozprawie doktorskiej badane warianty duplekséw w serii B-L-RNA zlozone z
dwoéch oligorybonukleotydow zawierajagcych enancjomery reszty rybozy nazywano
heterochiralnymi (np. L-RNA/D-RNA). Natomiast dupleksy RNA, ktore posiadaty dwie
nici o tej samej chiralnos$ci okreslano homochiralnymi dupleksami (D-RNA/D-RNA).

W celu ilosciowego okreslenia efektu spowodowanego zmiang chiralnosci
oligonukleotydu na stabilno$¢ termodynamiczng heterochiralnych dupleksow RNA
postuzono si¢ metoda topnienia UV. W eksperymentach wykorzystano osiem
oligorybonukleotydow o dlugosci 12 nukleotydow, w tym cztery zawierajace tylko D-
RNA oraz L-RNA oraz cztery z modyfikowanymi nukleozydami 2'-O-MeRNA lub
LNA Iub 2'-O-MeRNA 1 LNA. Wszystkie oligomery tworzyty jedenascie wariantow
homo- 1 heterochiralnych dupleksow RNA. Tabela 14 przedstawia stabilno$¢ termiczng

badanych dupleksow RNA (DRI1-DR11).
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Tabela 14. Stabilno$¢ termiczna heterochiralnych dupleksow RNA®.

T’ | ATw®
Nazwa Sekwencja (5'-3') (°C) °C)
DRI1 AGAAAGAGAAGA UCUUUCUCUUCU 50.0 0
DR2 AGAAAGAGAAGA UCcuuucucuucCcu 15.9 -34.1
DR3 AGAAAGAGAAGA vcuvuvucucuucu 17.9 -32.1
DR4 AGAAAGAGAAGA uctuuuctucuuctu 63.6 0
DR5 AGAAAGAGAAGA uctuuuctucuuctu 41.5 -22.1
DR6 AGAAAGAGAAGA uMcMygMgMgMcMgMcMuMMeMM 57.6 0
DR7 AGAAAGAGAAGA uMcMygMgMgMcMgMcMuMMeMM 26.1 -31.5
DR8 AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM UcCuuucucuucCu 52.0 0
DR9 AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM vcuvuvucucuucu 13.5 -38.5
DR10 AGAAAGAGAAGA uMctuMuMgMctuMcMuMuMctuM 68.7 0
DRI11 AGAAAGAGAAGA uMctuMugMgMctuMcMuMuMctuM 47.7 -21
Oznaczenia: a - bufor: 100 mM NaCl, 20 mM kakodylan sodu, 0.5 mM EDTA(Na),, pH 7.0; b —obliczone dla stezenia
oligomeru 10 M; AM, CM, GM, UM — modyfikacje 2'-O-MeRNA; C* — modyfikacja LNA, kursywa — beta-L-oligomery.

Na podstawie uzyskanych danych termodynamicznych duplekséw stwierdzono, ze
odznaczaly si¢ one malg kooperatywnoscig, innymi slowy oddzialywanie
oligonukleotydow zawierajacych enancjomery reszty rybozy bylo bardzo stabe, co w
konsekwencji utrudniato tworzenie si¢ struktury dwuniciowej. Krzywe topnienia UV
pokazuja réwniez, ze warianty heterochiralnych dupleksow charakteryzowaty sie
niskim poziomem hiperchromizmu w poréwnaniu z naturalnymi odpowiednikami (D-
RNA) (Rys. 33). W rezultacie wuzyskanie wiarygodnych parametrow
termodynamicznych bylo utrudnione, dlatego postanowiono skupi¢ si¢ tylko na

zmianach temperatur topnienia ustalonych dla jedenastu dupleksow RNA (Tab. 14).
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Rysunek 33. Krzywe topnienia dla heterochiralnych dupleksow RNA, 2-O-MeRNA i 2'-O-
MeRNA-LNA.

Wyniki uzyskane z analizy termodynamicznej heterochiralnych dupleksow
wykonanej w ramach doktoratu pozostajg w zgodzie z doniesieniami literaturowymi, w
ktorych wykazano znaczne obnizenie stabilnosci heterochiralnych struktur wzgledem
ich naturalnych odpowiednikéw [275, 322, 323]. Z badan termodynamicznych Uraty 1
wsp. wynika, ze obecno$¢ reszt L-nukleotydow powoduje znaczng destabilizacje
dupleksow DNA/DNA, DNA/RNA 1 RNA/RNA, co potwierdzaly uzyskane wartosci
temperatury topnienia tych dupleksow [323]. Wprowadzenie L-enancjomeru do
oligonukleotydu RNA skutkowato wigkszym obnizeniem temperatury topnienia niz w
przypadku oligonukleotydu DNA zawierajacego L-nukleotydy. Ponadto, analiza
strukturalna grupy Uraty pokazata, ze heterochiralne dupleksy DNA/RNA r6znig si¢ od
homochiralnych duplekséw DNA/RNA, ktore zwykle przyjmuja form¢ podobng do A-
RNA.

Biorac pod rozwage uzyskane dane zaobserwowano, ze zmiana chiralnos$ci jednej z
nici dupleksu powoduje znaczy spadek jego trwalosci termicznej (Tab. 14).
Heterochiralne dupleksy DR2 1 DR3 odznaczaty si¢ mniejszg stabilnoscia, a spadek ich

temperatur topnienia wynosit odpowiednio 34°C 1 32°C w odniesieniu do
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homochiralnego dupleksu DR1 (Tab. 14). Co ciekawe, obecno$¢ trzech reszt LNA
wewnatrz nici D-RNA zmniejszala w pewnym stopniu negatywny wplyw
enancjomerycznego, komplementarnego oligonukleotydu L-RNA. Tak zmodyfikowany
dupleks RNA (DRS5) byt destabilizowany ,,tylko” o 22°C w odniesieniu do dupleksu D-
RNA zawierajacego trzy podstawienia LNA (DR4, Tab. 14). Powyzsze wyniki dobrze
korelujg z danymi termodynamicznymi okreslonymi dla homo- 1 heteroduplekséw DNA
1 RNA w kontek$cie zmian stabilnoSci wywotanych przez analogii LNA, a takze
pozostajag w zgodnosci z danymi literaturowymi [324].

Ponadto, zbadano wptyw zmiany chiralnosci jednej nici w dupleksach typu 2'-O-
MeRNA/RNA (DR7, DR9 1 DR11, Tab. 14). Podobnie jak w przypadku dupleksow
RNA, sita hybrydyzacji dwdch nici enancjomerycznych zostala wyraznie zmniejszona
w odniesieniu do homochiralnych odpowiednikow (DR6, DR8 i DR10, Tab. 14).
Temperatury topnienia wyznaczone dla wariantow DR7 (26.1°C) 1 DR9 (13.5°C) byty
zdecydowanie nizsze w poréwnaniu z wartosciami Tr, dla wariantow DR6 1 DRS, ktore
wynosity odpowiednio 57.6°C 1 52.0°C (Tab. 14). Ponadto, tak jak si¢ spodziewano,
trzy reszty LNA wprowadzone do nici 2'-O-MeRNA zmniejszyly efekt destabilizacyjny
powodowany przez obecnos$¢ B-L-RNA w dupleksie heterochiralnym do 21°C (DR10
wzgledem DR11, Tab. 14).

Na podstawie przeprowadzonej analizy termodynamicznej wykazano, ze
oddzialywanie pomigdzy enancjomerycznymi oligonukleotydami homopurynowym 1
homopirymidynowym jest mozliwe, jakkolwiek stabilno$¢ termiczna powstatych
struktur dwuniciowych jest bardzo mata. Wprowadzenie reszt LNA 1 2'-O-MeRNA do
jednej z nici dupleksu powodowalo zwigkszenie trwalosci termicznej heterochiralnych
dupleksow RNA. Mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie modyfikowanych oligomerow
moze poprawiac stabilnos$¢ dupleksow utworzonych przez oddziatywania dwoch nici o
odmiennej chiralno$ci. Dane uzyskane w wyniku badan termodynamicznych stanowia,

zatem uzupetienie dotychczasowej wiedzy na temat dupleksoOw w serii B-L-RNA.
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2.3 Badanie zmian strukturalnych wariantow duplekséw DNA i RNA metoda
spektroskopii dichroizmu kolowego

Z doniesien literaturowych wynika, ze wystgpowanie dodatniego szerokiego pasma
w zakresie dlugosci fali okoto 260-280 nm sugeruje utworzenie prawoskretnej helisy
przez dwa oddzialujace ze sobg oligonukleotydy [266]. Ponadto, w przypadku
dupleksow DNA przejscie z dodatniego do ujemnego pasma w zakresie dtugosci fali
210-220 nm jest konsekwencja zmiany orientacji nici z rownoleglej na antyrownolegla
[266]. Biorac po uwage powyzsze obserwacje oraz fakt, ze spektroskopia CD jest fatwa
1 szybkg technikg okreslono topologi¢ strukturalng wariantéw dupleksow DNA 1 RNA.
Pomiary widm CD (podobnie jak eksperymenty topnienia UV) zostaly wykonane w
buforach RB o wartosciach pH rownych 5.0 1 7.0. Do analizy uzyskanych danych
wykorzystano program Origin Pro 8.0.

Zaobserwowano, ze w przebiegu widm CD wystepuje dodatnie szerokie pasmo w
zakresie dtugosci fali 260-280 nm (Rys. 34). Obecno$¢ tego pasma zarejestrowano dla
wszystkich badanych wariantow D1-D18, a jego amplituda nieznacznie zmieniala si¢ w
zaleznosci od typu dupleksu. Dodatkowo, intensywnos¢ tego pasma byta nieco wigksza
dla badanych struktur w warunkach kwasowego pH w poro6wnaniu z warunkami
obojetnego pH. Wyjatek stanowity trzy warianty, tj. D3, D5 1 D7, dla ktoérych ta
sytuacja byta odwrotna (Rys. 34).

Tak jak si¢ spodziewano, widmo CD wariantu D1, tj. dupleksu utworzonego z nici
homopurynowej 1 homopirymidynowej w serii DNA charakteryzowato si¢ zmiang
pasma przy ok. 210 nm z dodatniego na ujemne wraz z obnizeniem wartosci pH buforu
z 7.0 na 5.0 (D1, Rys. 34). Sugeruje to, ze powstaty dupleks D1 miat rownoleglg
orientacj¢ nici. Otrzymane wyniki pozostaja w zgodnosci z doniesieniami
literaturowymi Bhattacharyya 1 wsp., w ktorych okreslono zmiang topologii dupleksow
DNA [266]. W przypadku pozostalych dupleksow (D2-D18), takie odwrdcenie pasma
(ok. 210 nm) nie wystepowato. Co ciekawe, widma CD dla wariantow D2-D18
posiadaty w swoim przebiegu dwa pasma w obszarze 200-220 nm, jedno dodatnie
pasmo przy ok. 220 nm oraz jedno ujemne przy ok. 208 nm, z wyjatkiem dupleksu D3
(Rys. 34). Zaobserwowane zmiany intensywnosci tych pasm w réznym stopniu zalezatly

od warunkéw pH, jednakze dla wigkszosci badanych dupleksow byty one niewielkie.
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Ponadto, sposrod osiemnastu zarejestrowanych widm CD homo- i heterodupleksow
DNA 1 RNA, wigkszos$¢ wariantow (D4, D6 oraz D7-D18) wykazywala ujemne pasmo
w zakresie dlugosci fali 210-220 nm w obu zastosowanych pH buforu. Z jednej strony
otrzymane wyniki znacznie utrudnily ustalenie zmian konformacyjnych powyzszych
struktur, poniewaz nie obserwowano przejscia dla tego pasma z wartosci dodatnich do
wartosci ujemnych przy zmianie warunkow pH (tak, jak mialo to miejsce w przypadku
DI) (Rys. 34). W zwigzku z tym, stwierdzono, ze w badaniach strukturalnych
(spektroskopia CD) heterodupleksow DNA/RNA 1 homodupleksow RNA niemozliwe
bylo jednoznaczne potwierdzenie powstawania antyréwnolegltych lub rownolegltych
dupleksd6w na podstawie zmian amplitudy pasma w zakresie dtugosci fali 210-220 nm.
Z drugiej strony, w oparciu o wyniki grupy badawczej Sugimoto mozliwe bylo
przypuszczenie, ze obecnos$¢ ujemnego pasma przy ok. 208 nm (D4, D6 oraz D7-D18,
Rys. 34) sugeruje réwnolegly orientacje nici wymienionych struktur utworzonych
zarOwno w warunkach kwasowych, jak i1 obojetnych [266, 325].

Na podstawie uzyskanych widm CD zauwazono réwniez, ze wprowadzenie
modyfikacji LNA do nici homopirymidynowej dupleksu w pewnym stopniu wptywato
na strukture dupleksow (D2, D4, D6, D8, D10, D12, D14, D16 i D18, Rys. 34).
Usztywnienie fragmentu cukrowego prawdopodobnie utatwialo zmiang¢ orientacji nici w
dupleksie, dzigki czemu mozliwa byla hybrydyzacja dwoch nici utozonych w sposéb
rownolegty (5'-3'/5'-3") wzgledem siebie w obu warunkach pH. Zmiany konformacyjne
badanych wariantow dupleksow w pewien sposdb odzwierciedlajg zmiany stabilnos$ci
termodynamicznej tych struktur.

Wykazano, ze wigkszo$¢ widm CD duplekséw RNA wskazuje na tworzenie helisy
typu A. Profil CD struktury A-RNA charakteryzuje si¢ wystepowaniem szerokiego
dodatniego pasma w zakresie dlugosci fali od 240 do 280 nm, podczas gdy w przebiegu
widm CD formy B-DNA wystepuja pasmo ujemne przy dtugosci fali ok. 245 nm oraz
dodatnie przy dtugosci fali ok. 275 nm [326]. Natomiast, heterodupleksy DNA/RNA
(D3-D8, D13 1 D14) tworzg helisy, ktore odbiegaja od kanonicznych struktur A-RNA 1
B-DNA. Prawdopodobnie jest to spowodowane powstaniem struktur posrednich A 1 B
helisy. W przebiegu widm CD dla powyzszych wariantow wystepuje zmniejszenie
intensywnos$ci pasma przy ok. 260 nm w buforze o pH roéwnym 5.0 (z wyjatkiem D3) w
poréwnaniu z obojetnym pH (Rys. 34). Podsumowujac, na podstawie analizy
strukturalnej CD mozna stwierdzi¢, ze nici homopurynowa i homopirymidynowa w

serii DNA, RNA 1 2'-O-MeRNA moga oddziatywa¢ ze sobg 1 tworzy¢ strukture
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dupleksu. Wykazano, ze rodzaj oligonukleotydu, podobnie jak warto$¢ pH, sg waznymi
czynnikami determinujagcymi powstawanie dupleksu. Jakkolwiek, uzyskane widma CD
dupleksow typu DNA, RNA 1 2'-O-MeRNA pokazuja, ze mozliwe jest przyjmowanie
roznych konformacji przez te dupleksy, a mianowicie formy typu A-RNA, B-DNA lub
formy posredniej pomiedzy helisa A 1 B. Jakkolwiek trudno jest znalez¢ podobne
metodyczne analizy widm CD dla homo- i heteroduplekséw DNA 1 RNA.

2.4 Badanie zmian strukturalnych heterochiralnych dupleksow RNA metoda
spektroskopii dichroizmu kolowego

Metoda spektroskopii CD postuzyla rowniez do sprawdzenia wplywu
enancjomerycznej nici homopirymidynowej lub homopurynowej na strukture
heterochiralnych dupleksow RNA. W analizie strukturalnej wykorzystano osiem
oligorybonukleotydow tworzacych jedenascie wariantow dupleksow RNA (DRI-
DR11), w tym cztery niemodyfikowane (dwa w serii D-RNA 1 dwa w serii L-RNA) oraz
cztery w serii D-RNA, w tym z modyfikacjami 2'-O-MeRNA Iub LNA, a takze
zawierajace rownoczesne podstawienia resztami 2-O-MeRNA i1 LNA. Widma CD
wybranych heterochiralnych duplekséw RNA zaprezentowano na Rysunku 35.

Ogo6lny profil krzywych CD wariantow heterochiralnych, tj. DR3, DRS, DR9 i
DR11 byt taki sam, jak w przypadku struktur homochiralnych, tj. DR1, DR4, DRS i
DR10 (Rys. 35). W przebiegu widm CD wystgpowaty dwa dodatnie pasma, jedno
szerokie w zakresie dtugosci fali 260-280 nm, drugie o matej amplitudzie przy dlugosci
ok. 225 nm oraz jedno ujemne pasmo przy dtugosci fali ok. 210 nm (Rys. 35). Na
podstawie danych literaturowych Urata 1 wsp. wiadomo, ze widma CD dupleksow DNA
1 RNA zawierajacych reszty L-nukleotydow sa podobne do ich naturalnych
odpowiednikéw. Ponadto, w przypadku dupleksow heterochiralnych typu DNA/RNA
na ogdl preferowana jest forma B-DNA [323]. Co ciekawe, w badaniach grupy
badawczej Browna potwierdzono, ze naturalne hybrydy DNA/RNA przyjmujg forme A-
RNA [327]. Widma CD otrzymane w niniejszej pracy pokazuja, ze dupleksy powstale
w wyniku oddzialywania dwoch nici bedacych lustrzanymi odbiciami przyjmujg
strukture podobng do formy A-RNA. Bioragc pod uwage powyzsze, mozna stwierdzic,
ze wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej znajdujg swoje odzwierciedlenie w

dotychczasowej literaturze [327].
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Rysunek 35. Widma dichroizmu kotowego heterochiralnych dupleksow RNA (linia czarna —
dupleksy typu D-RNA/D-RNA, linia zielona — dupleksy typu D-RNA/L-RNA).

Na podstawie pomiarow CD zauwazono rowniez, ze intensywnos¢ sygnatow CD
byla zawsze mniejsza dla heterochiralnych dupleksow RNA (DR3, DRS, DR9 i DR11)
w odniesieniu do homchiralnych struktur DR1, DR4, DR8 1 DR10 (Rys. 35). Powyzsze
wyniki dobrze koreluja z danymi otrzymanymi w niniejszej pracy doktorskiej w
badaniach  termodynamicznych 1 pokazuja zalezno$§¢ pomigdzy  strukturg
heterochiralnych dupleksow RNA, a ich stabilnos$cig termodynamiczng.

Co wigcej, zaobserwowano, ze maksima 1 minima zarejestrowanych krzywych CD
dupleksow typu D-RNA/L-RNA byly zwykle przesunigte w kierunku dluzszych
dtugosci fali w odniesieniu do duplekséw typu D-RNA/D-RNA. Widmo CD dupleksu
DR3 charakteryzowalo si¢ dwoma umiarkowanymi dodatnimi pasmami przy ok. 220
nm i 275 nm oraz jednym ujemnym przy ok. 245 nm (Rys. 35). Natomiast profil
krzywej CD naturalnego dupleksu DR1 odznaczal si¢ jednym dodatnim pasmem o
duzej amplitudzie przy dlugosci fali ok. 265 nm oraz dwoma ujemnymi pasmami przy
ok. 210 nm 1 240 nm odpowiednio o duzej i matlej intensywnosci (Rys. 35). Taki
przebieg widma CD sugerowal, Zze wariant DR1 przyjmowal forme¢ A-RNA. Na
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podstawie uzyskanych danych sformulowano wniosek, ze w przypadku
heterochiralnych struktur moga wystgpowac inne lub/i dodatkowe oddziatywania, ktore
roznig si¢ od kanonicznych wigzan wodorowych wystepujacych w modelu Watsona-
Cricka. W konsekwencji moga przyczynia¢ si¢ one do zmian konformacyjnych
badanych duplekséw, ktore zaobserwowano podczas analizy strukturalne;.
Nieoczekiwanie, wprowadzenie dwdch rodzajow modyfikacji (LNA lub/i 2'-O-
MeRNA) do nici homopurynowej lub homopirymidynowej nie przyczynito si¢ do
zmian konformacyjnych heterochiralnych dupleksow RNA. W profilu krzywych CD
wariantow DR9 1 DRIl nie zauwazono znaczgcych zmian w pordéwnaniu z
niemodyfikowanymi wariantami DR8 1 DR10 (Rys. 35). W obu przypadkach widma
CD mialy podobny przebieg, niewielkie zmiany dotyczyly intensywnos$ci oraz
przesunigcia sygnatow przy dlugosci fali ok. 245 nm 1 260 nm. Powyzsze nieznaczne
roznice w profilu widm CD mozna thumaczy¢ odmiennymi oddzialywaniami
wystepujacymi w heterochiralnych dupleksach RNA w poréwnaniu z homochiralnymi
dupleksami. Ponadto, zmiany strukturalne heterochiralnych dupleksow przektadajg sig¢

roOwniez na ich trwalos¢ termodynamiczng.

2.5 Badanie charakteru wigzan wodorowych heterochiralnych dupleksow RNA
metoda spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego

Wigzanie wodorowe jest jednym z najwazniejszych oddzialywan, ktére determinuje
powstawanie trwatych struktur RNA. Wystepuja rézne rodzaje wigzan wodorowych,
roznigce si¢ sitg wigzania oraz charakterem kwasowo-zasadowym donora 1 akceptora.
Poniewaz heterochiralne dupleksy RNA sa niekanonicznymi strukturami postanowiono
w ramach pracy doktorskiej okresli¢ charakter wigzan wodorowych takich struktur przy
uzyciu spektroskopii NMR.

Spektroskopia NMR jest jedng z najbardziej uniwersalnych technik analitycznych
wykorzystywanych w chemii, fizyce, biologii strukturalnej czy medycynie [328].
Dzigki temu, ze umozliwia ona rejestrowanie lokalnych 1 globalnych zmian
konformacyjnych 1 dynamicznych DNA 1 RNA, okreSlenie geometrii par zasad,
wykrywanie miejsc wigzania si¢ ligandow, a takze analize¢ przesunig¢ chemicznych
poszczegbdlnych protondw, znajduje szerokie zastosowanie w badaniach strukturalnych
kwasow nukleinowych. Co wigcej, spektroskopia NMR jest jedyng metoda spektralng
pozwalajaca okresli¢ przestrzenng strukture z dokladno$cia na poziomie atomowym,
dynamike biomolekut oraz ich kompleksy z biatkami w roztworze.
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Do oceny charakteru wigzan wodorowych wybranych heterochiralnych dupleksow
RNA wykorzystano jedng z technik spektroskopii NMR polegajacg na rejestrowaniu i
analizie jednowymiarowych homojadrowych widm protonowych, tj. '"H NMR. Analiza
strukturalna widm 'H NMR badanych dupleksow zostala wykonana w Pracowni
Biomolekularnego NMR Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.

Dla badania oddziatywania dwoch enancjomerycznych oligonukleotydow w
strukturach heterochiralnych RNA wybrano widma protonowe 'H NMR dla
nastepujacych wariantow dupleksow: DR1-DRS. Rysunki 36 1 37 przedstawiajg regiony
iminowe wykonanych widm 'H NMR dla powyzszych duplekséw RNA.

Rysunek 36. Region iminowy widm 'H NMR heterochiralnych duplekséw DR2 (A) i DR3 (B),
homochiralnego dupleksu DR1 (C), nici homopirymidynowej w serii B-L-RNA (D) oraz nici
homopurynowej w serii B-D-RNA (E). Widma 'H NMR rejestrowano w mieszaninie H,O/D,O
(9:1 v/v) w temperaturze 10°C przy szeroko$ci spektralnej 16 ppm. Bufor do widm 'H NMR
zawierat 1 M NaCl, 5 mM bufor fosforanowy, pH 6.8 10.1 mM EDTA(Na)..
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Rysunek 37. Region iminowy widm 'H NMR homochiralnego dupleksu DR4 (A) i
heterochiralnego dupleksu DR5 (B). Widma 'H NMR rejestrowano w mieszaninie H,O/D,0O
(9:1 v/v) w temperaturze 10°C przy szeroko$ci spektralnej 16 ppm. Bufor do widm 'H NMR
zawierat 1 M NaCl, 5 mM bufor fosforanowy, pH 6.8 10.1 mM EDTA(Na)..

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze brak sygnatdow iminowych w
przebiegu zarejestrowanych widm "H NMR dla pojedynczych nici homopurynowej w
serii B-D-RNA (Rys. 38E) 1 homopirymidynowej w serii B-L-RNA (Rys. 36D) swiadczyt
o tym, ze pojedyncze nici nie tworzg niespecyficznych struktur drugorzegdowych w
zastosowanych warunkach. W przypadku homochiralnych dupleksow DR1 (Rys. 36C) i
DR4 (Rys. 37A) zaobserwowano pojawienie si¢ sygnalow iminowych w zakresie 12-14
ppm charakterystycznych dla kanonicznych par zasad typu Watsona-Cricka. W zwigzku
z powyzszym uzyskane regiony iminowe widm 'H NMR wariantow DR1 i DR4
sugerujg utworzenie si¢ antyrOwnolegtego dupleksu. Otrzymane wyniki pozostajg w
zgodnosci z doniesieniami literaturowymi [329]. Urata 1 wsp. przeprowadzili badania
strukturalne NMR dupleksow DNA zawierajacych reszte L-guanozyny 1 na podstawie
uzyskanych widm NMR stwierdzili powstawanie stabilnego dupleksu z parowanie
zasad wedlug modelu Watsona-Cricka.

Ponadto, analiza strukturalna NMR pokazata, ze w wyniku polgczenia dwodch
odmiennych enancjomerycznie nici rowniez bylo mozliwe powstanie struktury
dupleksu. Widma iminowe '"H NMR heterochiralnych duplekséw DR2 (Rys. 36A), DR3
(Rys. 36B) 1 DRS5 (Rys. 37B) pokazuja, ze ni¢ homopurynowa w serii B-D-RNA lub B-L-
RNA oraz ni¢ homopirymidynowa w serii -L-RNA lub B-D-RNA lub B-D-RNA z trzema
podstawieniami typu LNA moga specyficznie oddzialywaé ze sobg i tworzy¢ strukture
dupleksu. Potwierdzeniem powyzszego stwierdzenia jest obecno$¢ sygnalow
iminowych w zakresie 12-14 ppm (Rys. 36A, B 1 Rys. 37B). Ponadto, pojawienie si¢

sygnatéw iminowych w widmach 'H NMR o odmiennej intensywnoéci moze
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wskazywa¢ na wystgpowanie rownowagi mi¢dzy réznymi formami strukturalnymi
dupleksu. Interesujagcym spostrzezeniem byt fakt, ze w przypadku heterochiralnych
dupleksow RNA (DR2, DR3 i DR5) w przebiegu widm 'H NMR zarejestrowano
dodatkowe sygnaty iminowe powyzej 15 ppm. Jak wiadomo z pracy grupy Nikolove;,
obecnos¢ takich sygnatéw jest charakterystyczna dla protonowanych reszt cytozyny
[330]. Bioragc pod uwage otrzymane wyniki oraz powyzsze doniesienie literaturowe
sformutowano wniosek, ze w warunkach eksperymentow NMR (warto$¢ pH buforu
rowna 6.8) bylo mozliwe powstanie heterochiralnego dupleksu o rownolegtej orientacji
nici. Jednakze, powigzanie uzyskanych danych =z analizy strukturalnej NMR
heterochiralnych wariantow (DR2, DR3 1 DRS5) z ich stabilnoscig termiczng pozwala
przypuszczaé, ze w roztworze oprocz formy rownoleglej dupleksu znajdowata si¢ inna
forma konformacyjna badanych czasteczek.

Dodatkowo, w ramach badan strukturalnych heterochiralnych dupleksow RNA
wykonano widma 'H NMR w zalezno$ci od temperatury dla dwoch wybranych
wariantéow DR2 i DR5. Na Rysunkach 38 i 39 zostaly przedstawione widma '"H NMR

dupleksow DR2 1 DRS w zaleznos$ci od temperatury.
35°C

30°C I * M I M

A
v

Rysunek 38. Zalezno$¢ regionu iminowego widma '"H NMR heterochiralnego dupleksu DR2 od
temperatury. Widma '"H NMR rejestrowano w mieszaninie H,O/D,O (9:1 v/v) w zakresie
temperatury od 10°C do 35°C przy szerokosci spektralnej 16 ppm. Bufor do widm 'H NMR
zawierat 1 M NaCl, 5 mM bufor fosforanowy, pH 6.8 10.1 mM EDTA(Na)..
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Rysunek 39. Zalezno$¢ regionu iminowego widma '"H NMR heterochiralnego dupleksu DR5 od
temperatury. Widma '"H NMR rejestrowano w mieszaninie H,O/D,O (9:1 v/v) w zakresie
temperatury od 10°C do 45°C przy szerokosci spektralnej 16 ppm. Bufor do widm 'H NMR
zawierat 1 M NaCl, 5 mM bufor fosforanowy, pH 6.8 10.1 mM EDTA(Na)..

W oparciu o uzyskane dane zauwazono odmienne zaleznosci w obu przypadkach.
Dla niemodyfikowanego wariantu DR2 zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem
temperatury zanikajg sygnaly iminowe w widmie 'H NMR (Rys. 38). Wzrost
temperatury do 30°C powodowat wyrazne zmiany intensywnos$ci sygnatow iminowych
w zakresie 12-14 ppm oraz powyzej 15 ppm, natomiast przy temperaturze wynoszacej
35°C te sygnaty catkowicie zaniknely (Rys. 38). W przeciwienstwie do wariantu DR2,
na widmie 'H NMR dupleksu zawierajacego trzy reszty LNA (DRS) byly widoczne
charakterystyczne sygnaly iminowe we wszystkich z zastosowanych temperatur (Rys.
39). Nawet wzrost temperatury do 45°C nie powodowat zaniku powyzszych sygnatow.
Tym samym, potwierdzono, ze wprowadzenie modyfikacji LNA do nici dupleksu
zwigksza jego trwato$¢ termiczng. W wyniku analizy strukturalnej otrzymano wyniki,
ktore bardzo dobrze koreluja z danymi termodynamicznymi dla heterochiralnych
dupleksow RNA.

Podsumowujac, badania strukturalne z wykorzystaniem techniki 'H NMR
pozwolity przesledzi¢ powstawanie heterochiralnych dupleksow RNA w okreslonych

warunkach temperatury i pH. Na podstawie zarejestrowanych widm 'H NMR mozliwe
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bylo stwierdzenie, ze dwa oligonukleotydy zarowno o tej samej, jak i odmiennej
chiralno$ci moga oddzialywa¢ ze sobg 1 tworzy¢ odpowiednio homo- 1 heterochiralne
dupleksy. Uzyskane wyniki pozwalajg rowniez na sformulowanie wniosku, ze w
warunkach eksperymentu NMR istnieje réwnowaga migdzy roznymi formami
konformacyjnymi dupleksu. Natomiast, w celu okreslenia charakteru wigzan
wodorowych nalezaloby wykonaé¢ dodatkowe badania. Ponadto, otrzymane widma 'H
NMR heterochiralnych dupleksow RNA w zaleznosci od temperatury, potwierdzity
korzystny wplyw reszt typu LNA na tworzenie si¢ i stabilnos¢ dupleksow RNA.

2.6 Badanie zmian strukturalnych wariantow duplekséw DNA i RNA metoda
spektroskopii fluorescencyjnej

Badania wiasciwosci termodynamicznych oraz analiza strukturalna z uzyciem
techniki CD dostarczyly waznych informacji dotyczacych stabilnosci termodynamiczne;j
oraz zmian konformacyjnych wariantow dupleksow DNA 1 RNA. Jednakze, na
podstawie uzyskanych danych z obu powyzszych metod mozna bylo jedynie
postulowa¢ o orientacji nici (réwnolegta lub antyrownolegla) badanych homo- i
heterodupleksow DNA i RNA. W zwigzku z tym, zdecydowano na wykorzystanie innej
metody spektroskopowej, ktéra umozliwitaby okreslenie polarnosci nici powyzszych
dupleksow.

Spektroskopia fluorescencyjna jest powszechnie stosowang metodg w badaniu
dynamiki 1 mechanizmu dzialania r6znych biomolekut [331]. Technika FRET
umozliwia badanie zachowania si¢ pojedynczych czasteczek takich, jak: DNA, RNA
czy bialka. Przykladowo, moze by¢ uzyta do mierzenia odleglosci wewnatrz
makroczasteczek [332, 333]. Z doniesien literaturowych wiadomo réwniez, ze znajduje
ona zastosowanie w analizie strukturalnej dupleksow [265]. Bioragc pod uwage
powyzsze informacje, w badaniach zmian strukturalnych wariantéw dupleksow DNA 1
RNA postuzono si¢ technika FRET. W eksperymentach wykonano dwa rodzaje
pomiarow, w tym pomiar stacjonarny intensywnosci fluorescencji oraz pomiar
czasowo-rozdzielczy czasu zycia fluorescencji (parametr tpa, Tab. 15) za pomoca
spektrometru FluoTime 300 EasyTau (PicoQuant). W ramach pracy doktorskiej
wykorzystano oba rodzaje pomiar6w, poniewaz intensywnos¢ fluorescencji barwnikow
zalezna jest przede wszystkim od ich st¢zenia, natomiast czas zycia fluorescencji jest
wzglednie niezalezny od tego parametru. Innymi slowy, pierwsza metoda byla
uzyteczna do jakosciowe] analizy zjawiska FRET, a druga dostarczyta danych do
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obliczenia efektywnos$ci zjawiska FRET (parametr E, Tab. 15) badanych wariantow
dupleksow DNA 1 RNA. Analiza strukturalna badanych czasteczek zostala wykonana w
Zakladzie Fizyki Chemicznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w
Poznaniu. Analiza otrzymanych danych zostala przeprowadzona przy uzyciu
programéw FluoFit Analysis (PicoQuant) 1 Origin Pro 8.0.

W celu potwierdzenia czy badany dupleks przyjmowal forme antyrownolegta (5'-
3'/3'-5") czy réwnolegly (5'-3'/5'-3") zaprojektowano oligomery kowalencyjnie
potaczone na koncu 5’ z jednym z pary fluorochroméw, tj. 5(6)-karboksyfluoresceing
[5(6)-FAM, ang. 5(6)-carboxyfluorescein] lub 5-karboksytretrametylodorodaming
(TAMRA, ang. 5-carboxytetramethylrhodamine). W przypadku badanych dupleksow
ni¢ homopurynowa byla wyznakowana fluorochromem 5(6)-FAM, natomiast nic
homopirymidynowa TAMRA. Jest to powszechnie uzywana para barwnikow
fluorescencyjnych, w ktorej role donora petni czasteczka 5(6)-FAM (wzbudzenie przy
dlugosci fali 494 nm 1 emisja przy dlugosci fali 524 nm), natomiast role akceptora
czasteczka TAMRA (nazywana tez wygaszaczem, wzbudzenie przy dtugosci fali 565
nm 1 emisja przy dtugosci fali 580 nm) [331].

Zjawisko FRET obserwuje si¢, gdy w odpowiedniej odleglosci znajdg si¢ obok
siebie dwa barwniki fluorescencyjne, migdzy ktorymi istnieje mozliwos¢ przeniesienia
(transferu) energii z jednego z nich nazywanego donorem na drugi okreslany mianem
akceptora [331]. Zasieg takiego oddziatywania wynosi ok. 100 A, a wydajno$¢ zjawiska
FRET zalezy od zakresu naktadania si¢ widm absorpcji akceptora 1 emisji donora oraz
odleglosci pomiedzy barwnikami. Odleglo§¢ Forstera (parametr Ro) to odleglos¢, dla
ktorej efektywnos¢ przenoszenia energii wynosi 50%. Parametr Ry dla pary 5(6)-FAM-
TAMRA przyjmuje warto$¢ 54+1 A [333]. Odlegloéci pomiedzy fluorochromami
(parametr R) w modelowych dupleksach DNA 1 RNA obliczono na podstawie

efektywnosci transferu energii (parametr E) wedlug nastepujacego rownania:

6'1—E
R:RQ —
E

gdzie R — odleglo$¢ pomigdzy donorem (5(6)-FAM) 1 akceptorem (TAMRA),
Ry — odlegtos¢ Forstera,

E — efektywnos¢ transferu energii z donora na akceptor.
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Wartos$¢ parametru E okreslono wedtug nastepujacego réwnania:

E:]_TDA 1

- R
™ 1+ ()6

gdzie E — efektywnos¢ transferu energii,
7p— czas zycia donora (5(6)-FAM),
7p4— czas zycia donora (5(6)-FAM) w obecnosci akceptora (TAMRA)
R — odleglos¢ pomiedzy donorem i akceptorem,
Ry — odlegtos¢ Forstera.

Poniewaz parametr E w duzym stopniu zalezy od odleglo$ci pomiedzy barwnikami
(parametr R), w niniejszej pracy przyjeto granice wiarygodnosci otrzymanych
wynikow. Jezeli warto$¢ parametru R byla dwa razy wigksza od wartosci parametru Ro
(R = 2Ry), to efektywnos$¢ transferu energii (parametr E) wynosila 1.54%. Natomiast,
jesli warto$¢ parametru R byla rowna polowie wartosci parametru Ro (R = 0.5Ry)
wowczas parametr E przyjmuje warto$¢ 98.5%. Oznacza to, ze gdy warto$¢ parametru
R miescita sic w granicach 27 A<R<108 A (0.5R<R¢<2R) wynik uznano za
wiarygodny, natomiast w sytuacji, gdy warto$¢ parametru znajdowata si¢ w zakresie 27
A>R>108 A (0.5R>R¢>2R) taki wynik byl obarczony duzym btedem.

W niniejszej pracy doktorskiej w badaniu zjawiska FRET wariantow dupleksow
DNA 1 RNA opierano si¢ na zalozeniu, ze rdwnolegle ulozenie lancuchow
homopurynowych 1 homopirymidynowych wzgledem siebie bedzie sprzyjato
przeniesieniu energii z czasteczki donora na czasteczke akceptora. Natomiast, podczas
tworzenia si¢ dupleksow z antyrownolegly orientacja nici transfer energii bedzie
niemozliwy lub mato wydajny (Rysunek 40). W tym ukfadzie przejscie z formy
rownoleglej do formy antyréwnolegtej dupleksu przy zmianie pH z wartosci 5.0 na 7.0
bedzie powodowato zmiany odlegtosci miedzy parg fluorochroméw i1 w konsekwencji
korelowato z efektywnoscig zjawiska FRET. Intensywno$¢ fluorescencji 5(6)-FAM
powinna zmniejsza¢ sie, gdy powstaje rownolegly dupleks, a wzrasta¢ w sytuacji, gdy

tworzy si¢ antyrownolegty dupleks.
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Dupleks antyréwnolegly Dupleks rownolegly
FAM A FAM
5' AGAA GAGAA- GA3Y 5'AG AAAGAG AAGAY
3'TCTT-CTCTT CT 5" 5'TC'TTTC'TC'TTC'T 3'
pH7 pHS
brak zjawiska FRET zjawisko FRET

Rysunek 40. Schemat obrazujacy zjawisko FRET w zaleznosci od rodzaju dupleksu i wartosci
pH.

Ogoblnie, na podstawie otrzymanych wynikOw zaobserwowano wystepowania
korelacji pomiedzy sekwencja/strukturg badanych wariantéw duplekséw DNA 1 RNA a
efektywnoscig transferu energii, co zostato zaprezentowane na Rysunku 41 oraz opisane
w Tabeli 15. Wszystkie badane warianty D1-D18 mozna bylo podzieli¢ na dwie grupy
pod wzgledem efektywno$ci przeniesienia energii (parametr E). Pierwsza grupa
obejmowata dupleksy D1, D5 1 D7-D18 w kwasowym pH oraz dupleksy D1-D4 i D8-
D18 w obojetnym pH, dla ktorych wartosSci parametru E miescita si¢ w ustalonych
granicach wiarygodnosci (27 A<R<108 A, Tab. 15). Do drugiej grupy zaliczono
warianty D2-D4 1 D6 w kwasowym pH oraz D5 1 D6 w obojetnym pH, ktore
charakteryzowaty si¢ wartosciami parametru E wykraczajagcymi poza przyjete granice
wiarygodnoéci (27 A>R>108 A, Tab. 15). Zaobserwowano, ze wyznaczone czasy zycia
fluorescencji (parametr tpa) dla duplekséw zawierajacych homopurynowa ni¢ typu
DNA (D1-D6) przyjmowaty wartosci wynoszace 2.4 ns lub 2.5 ns, ktore byly takie
same jak dla proby kontrolnej, tj. S1 (parametr tp przyjmowat wartos$¢ 2.5 ns, Tab. 15)
w warunkach niskiego pH. Podobna sytuacja wystepowata dla tych wariantow w
warunkach obojetnego pH, gdzie wartosci parametru tpa byly jednakowe badz
nieznacznie mniejsze wzgledem wartosci parametru to proby kontrolnej (Tab. 15).
Wyniki te sugeruja, ze dupleksy typu DNA (DI1-D6) przyjmuja antyrownolegia
orientacje nici w warunkach kwasowych 1 obojetnych.

Ponadto, zauwazono, ze zmiany intensywnosci fluorescencji dla D1-D6 byly mate,
szczegdlnie w warunkach obojetnego pH (Rys. 41A). Innymi stowy transfer energii z
czasteczki donora (ni¢ znakowana 5(6)-FAM) na czasteczke akceptora (ni¢ znakowana
TAMRA) dla wariantow D1-D6 byl mato wydajny. Zmiany intensywnosci fluorescencji
zarejestrowane w pomiarach stacjonarnych dla powyzszych homo- i1 heterodupleksow

(Rys. 41A) bardzo dobrze koreluja z obliczonymi warto$ciami parametru tpa (Tab. 15).
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Co wigcej, otrzymane wyniki pozostaja w zgodzie z danymi termodynamicznymi
uzyskanymi w eksperymentach topnienia UV 1 pokazujg Scistg zalezno$¢ pomigdzy
strukturg badanych czasteczek a ich stabilno$cig termodynamiczng. W zwigzku z tym,
na podstawie wynikéw uzyskanych metoda spektroskopii fluorescencyjnej
jednoznacznie nie potwierdzono, ze dupleksy D1-D6 przyjmuja rownolegla orientacje
nici. Mata wydajno$¢ transferu energii najprawdopodobniej wynikata z niskiej trwatos$ci
termodynamicznej tych dupleksow.

W przeciwienstwie do homo- i heterodupleksow typu DNA, warianty posiadajace
ni¢ homopurynowa w seriit RNA odznaczaly si¢ krotszym czasem zycia fluorescencii.
To znaczy parametr Tpa przyjmowat warto$ci mniejsze niz warto$¢ parametru tp proby
kontrolnej S2 zaréwno w kwasowym, jak 1 obojetnym pH (Tab. 15). Wartosci
parametru tpa dla dupleksow D7, D8, D9, D10, D11 1 D12 w kwasowym pH wynosity
odpowiednio: 1.8, 1.4, 1.6, 1.2, 0.7 1 0.6 ns (Tab. 15). Natomiast w warunkach
obojetnego pH ten sam parametr dla powyzszych wariantdéw przyjmowat wartosci od
0.1 do 1.7 ns, ktore byly mniejsze w porownaniu do warto$ci parametru tp roéwnej 3.7
ns dla proby kontrolnej S2 (Tab. 15). Takze zarejestrowane widma fluorescencyjne dla
homo- 1 heterodupleksow RNA mialy odmienny przebieg w poréwnaniu z wariantami
DI-D6 (Rys. 41B). W oparciu o powyzsze wyniki mozliwe bylo sformulowanie
wniosku, ze badane dupleksy RNA (D7-D12) miaty rownolegla orientacj¢ nici w obu
warunkach pH.

Parametry fluorescencyjne (Tab. 15) oraz zmiany intensywnosci fluorescencji (Rys.
41C) otrzymane dla homo- i heteroduplekséw 2'-O-MeRNA (D13-D18) byly podobne
do tych wystepujacych w przypadku wariantow D7-D12. Sugeruje to, ze dupleksy typu
RNA 1 2'-O-MeRNA odnzaczajag si¢ podobnymi wilasciwosciami strukturalnymi,
zaroOwno w warunkach kwasowych, jak 1 obojetnych. Ciekawa obserwacja bylo to, ze
obecnos$¢ trzech reszt LNA w nici homopurynowej DNA lub RNA powodowala
skrocenie czasu zycia fluorescencji w kwasowym pH. Potwierdzeniem tego byly
mniejsze warto$ci parametru tpa wynoszace: 1.4 ns (D8), 1.2 ns (D10), 0.6 ns (D12),
1.0 (D14) 1 0.5 ns (D16) w poréwnaniu z wariantami niezawierajacymi modyfikacji
LNA, odpowiednio: D7 (1.8 ns), D9 (1.6 ns), D11 (0.7 ns), D13 (1.3 ns) 1 D15 (0.9 ns)
(Tab. 15). Podobng zalezno$¢ zauwazono dla powyzszych wariantow roéwniez w
warunkach obojetnego pH, a obserwowane zmiany powigzano z wigkszg trwaloscig

modyfikowanych dupleksow. Na tej podstawie potwierdzono tworzenie si¢
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rownoleglych dupleksow dla wariantow DI13-D18 oraz wykazano wplyw
wprowadzonych reszt LNA na ich strukturg.

Podsumowujac, stwierdzono, ze oligonukleotydy o okreslonym kontekscie
sekwencyjnym mogg tworzy¢ struktury dwuniciowe DNA 1 RNA o roéwnoleglej
orientacji nici. Na powstawanie dupleksow o polarnosci nici 5’-3'/5'-3" majg istotny
wplyw nastgpujace czynniki: warto$¢ pH, sktad nukleotydowy nici hompourynowe;j i
homopirymidynowej, a takze obecnos¢ modyfikacji chemicznych. Réwnolegty dupleks
byl strukturg preferowang w warunkach kwasowych (pH 5.0), natomiast
antyroOwnolegly dupleks z wewngtrznym niesparowaniem powstawal zwykle w
obojetnym pH (pH 7.0). Z otrzymanych danych fluorescencyjnych wynika, ze nici w
dupleksach typu DNA ulozone byly wzgledem siebie w sposob antyrownolegty,
podczas gdy dupleksy typu RNA 12'-O-MeRNA posiadaty rownolegly orientacje nici.
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Rysunek 41. Widma fluorescencyjne dla dupleksow DNA (A), RNA (B) i 2-O-MeRNA (C) w
pH 5.0 (czerwona linia) i pH 7.0 (niebieska linia) oraz kontroli (ni¢ homopurynowa znakowana
5(6)-FAM, czarna linia).
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Tabela 15. Parametry wariantow dupleksow DNA i

fluorescencyjnych.

RNA uzyskane z pomiaréw

Pomiary fluorescencyjne®P

Nazwa = N3Y & = N3Y &
Sekwencja (5'-3") dupleksu | 5 2 | Ex S TEo| En )
ikontroli | S 22| 23| £o| S3E| s £2
» 9 < z § s [N » O « & § s [N
S| = = IS 58| X =
S| &k = O5h| &~ =
= = = = = o
L AGAAAGAGAAGA | 8I" | - 2.5 .. SO Ry | - COP L Ro |
AGAAAGAGAAGA
TCTTTCTCTTCT D1 2.4 2 104 34 10 78
AGAAAGAGAAGA
TCUTTTCLYTCTTCLT D2 2.5 0 >108 3.2 16 70
AGAAAGAGAAGA
D3 2.5 0 >108 3.7 2 106
ycuvuvucucuucu
AGAAAGAGAAGA
D4 2. >1 . 2 106
uctvuuctucuuctu > 0 08 3.7 0
AGAAAGAGAAGA
UNMCMUMUMUMCMUMCMUMUMCMUM D5 2.4 2 103 3.8 0 >108
AGAAAGAGAAGA
UMCLUMUMUMCLUMCMUMUMCLUM D6 2.5 0 >108 3.8 0 >108
I AClidaCiaga ) Sl i L Ro | AL U L
AGAAAGAGAAGA
. . 2
TCTTTCTCTICT D7 1.8 26 64 1.7 55 5
AGAAAGAGAAGA
D 1.4 1.2 4
TC'TTTCYTCTTCET 8 37 37 68 7
AGAAAGAGAAGA
D 1. 4 4
vcuvuvucucuucu o 6 66 8 0 89 38
AGAAAGAGAAGA
D1 1.2 4 .1 2
uctvuuctucuuctu 0 30 > 0 %6 3
AGAAAGAGAAGA
UNMCMUMUMUMCMUMCMUMUMCMUM D11 0.7 71 46 1.2 68 47
AGAAAGAGAAGA
UMCLUMUMUMCLUMCMUMUMCLUM D12 0.6 77 44 0.4 89 38
AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM S3* 2,387 0 Ry 3.6 0 Ry
| TAMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM |~ [ T e e e
D1 1. 4 1.4 2
TCTTTCTCTTCT 3 3 3 36 6 30
AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM
TCUTTTCLYTCTTCLT D14 1.0 54 52 0.9 74 45
AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM
D1 : 1 . 1 42
vcuvuvucucuucu > 09 58 > 0.7 8
AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM
D16 0.5 76 46 0.6 83 42
uctvuuctucuuctu
AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM
UMCMUMUMUMCMUMCMUMUMCMUM D17 0.6 75 45 0.3 92 36
AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM
UNMCLUMUMUMCLUMCMUMUMCLUM D18 0.6 75 45 0.1 96 32
Oznaczenia: a — bufor: 40 mM kwas borowy, 40 mM kwas fosforowy, 40 mM kwas octowy i 100 mM NaCl, pH 5.0 i 7.0; b — test chi kwadrat
1’<1.2; Tap— czas zycia fluorescencji donora w obecnosci akceptora; T — czas zycia fluorescencji donora (referencja); Ro — odlegto$é Forstera; R —
odlegtos$¢ pomigdzy donorem i akceptorem; * — S1, S2 i S3 proby kontrolne odpowiednio dla duplekséw: D1-D6, D7-D12 i D13-D18, kursywa —
RNA, AM, GM, UM i CM — modyfikacje 2'-O-MeRNA, C* — modyfikacja LNA.
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2.7 Badanie zmian strukturalnych dupleksow DNA i RNA w ekstrakcie
cytoplazmatycznym z komérek HeLLa metoda spektroskopii fluorescencyjnej
Bioragc pod uwage liczne doniesienia literaturowe oraz wyniki wlasnych badan

uzyskane podczas analizy termodynamicznej 1 strukturalnej udowodniono, ze
powstawanie niekanonicznych form dupleksow jest determinowane wieloma
czynnikami. Rodzaj oligonukleotydow tworzacych dupleks 1 warto$¢ parametru pH bez
watpienia stanowig najwazniejsze z nich. Na podstawie wyznaczonych parametréw
termodynamicznych, zarejestrowanych widm dichroizmu kolowego, a takze
otrzymanych danych z pomiaréw fluorescencyjnych zauwazono, ze liczna grupa
badanych homo- 1 heterodupleksow o rownoleglej orientacji nici moze tworzy¢ si¢ w
warunkach obojetnych. W zwigzku z tym, postanowiono zbada¢ zachowanie si¢
oligo(deoksy)rybonukleotyddéw  homopurynowych 1  homopirymidynowych w
warunkach zblizonych do tych, ktére wystepuja w komoérce. Z danych literaturowych
wynika, ze technika FRET moze by¢ stosowana do badania struktury kwasow
nukleinowych w ekstraktach komoérkowych [334, 335]. W zwiazku z tym, w niniejszej
pracy wykorzystano roéwniez spektroskopie fluorescencyjng w analizie strukturalnej
dupleksow DNA 1 RNA w ekstrakcie cytoplazmatycznym z komoérek HeLa.

W celu sprawdzenia 1 okre$lenia wptywu warunkow $rodowiskowych na
specyficznos$¢ oddziatywania nici homopurynowej 1 homopirymidynowej wykorzystano
osiemnascie wariantow dupleksow (D1-D18) oraz trzy oligonukleotydy kontrolne (S1,
S2 1 S3), analogicznie jak w analizie strukturalnej FRET (Podrozdzial 2.6 Badanie
zmian strukturalnych wariantow dupleksow DNA i RNA metodq spektroskopii
fluorescencyjnej). W badaniu zmian strukturalnych homo- 1 heterodupleksow DNA i
RNA wykorzystano ekstrakt cytoplazmatyczny pochodzacy z komérek Hela. Ekstrakt
komorkowy byl przygotowany wg procedury opisanej w Rozdziale Materialy i Metody,
a nastepnie uzyty w mieszaninie z buforem RB (pH 5.0 lub pH 7.0) w stosunku
stechiometrycznym  ekstrakt:bufor rownym 9:1 (v/v). Rejestracja  widm
fluorescencyjnych w zakresie dlugosci fali 450-700 nm zostala wykonana przez
wzbudzenie badanych prob przy dlugosci fali 440 nm za pomocga spektrometru JASCO.
Analize¢ strukturalng przeprowadzono w Pracowni Chemii Bioanalitycznej na Wydziale
Chemii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu. Analiza otrzymanych danych

zostata wykonana przy uzyciu programu Origin Pro 8.0. Na Rysunku 42
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zaprezentowano uzyskane wyniki badan homo- i1 heterodupleksow DNA 1 RNA oraz
oligonukleotydow kontrolnych (S1-S3).

Zarejestrowane widma fluorescencyjne dla wigkszo$ci badanych wariantow
charakteryzowaty si¢ w swoim przebiegu obecnoscig dwdch sygnatow, jednego przy
dtugosci fali ok. 524 nm (emisja 5(6)-FAM) oraz drugiego przy dtugosci fali ok. 580
nm (emisja TAMRA) (Rys. 42B-E). Wyjatek stanowily homo- 1 heterodupleksy typu
DNA (D1-D6, w buforze RB pH 7.0, Rys. 42A), dla ktorych widma fluorescencyjne
posiadaty tylko sygnat §wiadczacy o emisji fluoresceiny (524 nm). Na tej podstawie
stwierdzono, ze przeniesienia energii z czasteczki donora (5(6)-FAM) na czasteczke
akceptora (TAMRA) nie bylo mozliwe, ze wzgledu na zbyt duzg odlegto$¢ pomiedzy
fluorchromami spowodowang najprawdopodobniej antyréwnoleglym utozeniem obu
nici wzgledem siebie. W oparciu o powyzsze, sformutowano wniosek, ze w warunkach,
gdy zastosowano mieszaning buforu RB o pH 7.0 z ekstraktem komodrkowym
powstawaty antyrownoleglte dupleksy D1-D6. W przypadku tych samych duplekséw,
ale w innych warunkach eksperymentu (mieszanina: bufor RB o pH 5.0 z ekstraktem
komoérkowym) zauwazono rowniez, ze nie dochodzilo do transferu energii miedzy
fluorochromami lub efektywno$¢ tego procesu byla bardzo mata (Rys. 42B). Moze to
swiadczy¢ o tym, ze w badanych warunkach tworzenie si¢ struktury z polarno$cia nici
5'-3'/5'-3" byto niemozliwe w przypadku wariantow D1-D6.

Przechodzac do analizy uzyskanych wynikow dla homo- 1 heterodupleksow typu
RNA 12'-O-MeRNA zaobserwowano odmienng sytuacj¢ niz dla dupleksow typu DNA.
W przebiegu zarejestrowanych widm fluorescencyjnych zwykle wystepowaly dwa
charakterystyczne sygnaly roznigce si¢ intensywnoscig (Rys. 42C-E). W przypadku
wariantow D7, D8, D9 1 D10 (Rys. 42C) oraz D13-D15 1 D18 (Rys. 42E) intensywnos$¢
sygnalu przy dhugosci fali ok. 580 nm byla bardzo mata, co wskazywalo na mato
wydajne przeniesienie energii z donora na akceptor w buforze RB o pH 7.0 z
ekstraktem komoérkowym. W oparciu o te wyniki mozliwe bylo sformulowanie
wniosku, ze zastosowane warunki eksperymentalne mogly utrudnia¢ tworzenie
rownoleglych dupleksow. Co ciekawe, obnizenie wartosci pH buforu RB do 5.0
pozwolito na zwigkszenie wydajnosci zjawiska FRET dla dupleksow typu RNA 1 2'-O-
MeRNA (Rys. 42D i F).
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Rysunek 42. Widma fluorescencyjne dla wariantéw dupleksow D1-D6 (A — pH 7.0; B — pH
5.0), D7-D12 (C—pH 7.0; D—pH 5.0) i D13-D18 (E — pH 7.0; F — pH 5.0) oraz kontroli S1, S2

1 S3 w ekstrakcie cytoplazmatycznym z komorek Hel a.

Badane warianty D7-D18 mozna bylo podzieli¢ na dwie grupy pod wzgledem

zmian intensywnosci sygnatow fluorescencji przy dhugosciach fali ok. 524 i 580 nm.

Pierwsza grupa obejmowala dupleksy D7-D10 oraz D13-D15, ktérych widma

fluorescencyjne wskazywaly na mate zmiany efektywnosci transferu energii. Natomiast,

druga grupe stanowily dupleksy D11 i D12 oraz D16-D18, dla ktérych zaobserwowano

wyrazne zmiany intensywnos$ci fluorescencji w przebiegu zarejestrowanych widm. W
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tym miejscu warto zwroci¢ uwage, ze warianty dupleksow (D11, D12 oraz D16-D18)
odznaczajace si¢ najwigkszymi zmianami w przebiegu widm fluorescencyjnych
posiadaty modyfikacje 2'-O-MeRNA 1lub/i LNA. Natomiast obecnos$¢ nici
homopirymidynowej w serii DNA przyczyniata si¢ do ostabienia oddziatywania w
heterodupleksach typu RNA 1 2'-O-MeRNA, o czym §wiadczg zarejestrowane widma
fluorescencyjne. Powyzsze wyniki pozostaja, wigc w zgodzie z danymi uzyskanymi w
badaniach termodynamicznych i pokazuja, ze duza stabilno$¢ termodynamiczna struktur
zawierajacych reszty typu 2-O-MeRNA lub/i LNA umozliwia ich tworzenie si¢ w
ekstraktach cytoplazmatycznych z komorek HeL a.

Interesujacym spostrzezeniem pltyngcym z badania zmian strukturalnych dupleksow
D1-D18 w warunkach zblizonych do komorkowych byl rowniez fakt, ze obecnos¢
biatek 1 innych biomolekut znajdujacych si¢ w cytoplazmatycznym ekstrakcie w
umiarkowanym stopniu wplywala na tworzenie si¢ dupleksow. PoroOwnujac zmiany
poziomu fluorescencji dla duplekséw D1-D18 przygotowanych w samym buforze RB 1
przygotowanych w buforze RB z ekstraktem komdérkowym, zauwazono pewne roznice.
Intensywnos$¢ sygnatow fluorescencyjnych przy dtugosci fali ok. 580 nm dla badanych
dupleksow DNA 1 RNA zwykle byla wigksza w przypadku zastosowania samego
buforu RB, w poréwnaniu z intensywnoscig fluorescencji dupleksow przygotowanych
w mieszaninie buforu RB z ekstraktem cytoplazmatycznym z komorek HeLa. Powyzsze
obserwacje sugeruja, ze biomolekuty znajdujace si¢ w ekstrakcie komorkowym moga w
pewnym stopniu wptywaé¢ na oddziatywanie dwoch oligonukleotydoéw tworzacych
dupleks. W konsekwencji formowanie si¢ struktury dwuniciowej w takich warunkach
moze by¢ nieznacznie utrudnione. Bioragc pod uwage wyniki otrzymane w
eksperymentach FRET (z wykorzystaniem ekstraktow komorkowych) stwierdzono, ze
zarOwno rodzaj oligonukleotydu, warto$¢ pH, jak rowniez obecno$¢ innych czasteczek

determinuja powstawanie antyrownolegtych i rownolegtych duplekséw DNA i RNA.
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VI. PODSUMOWANIE

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta kompleksowa charakterystyka

niekanonicznych form DNA 1 RNA, tj. trypleksow RNA oraz rownolegltych dupleksow

DNA 1 RNA. Przeprowadzone badania mozna podzieli¢ na dwie czegsci: I — dotyczaca

wariantow trypleksow RNA 1 II — dotyczaca rownoleglych dupleksow w serii DNA,

RNA 1 2°-O-MeRNA. Obie czesci badan byty realizowane jednocze$nie i przebiegaty

kilku etapowo obejmujac: badania termodynamiczne, analize strukturalna, badania in

vitro oraz eksperymenty na linii komérkowej HeLa.

Wyniki dotyczace tryplekséw RNA (czes¢ 1) mozna podsumowaé w nastepujacych

punktach:

1.

wykazano znaczacy wplyw  badanych modyfikacji na  stabilnos¢
termodynamiczng modelowych trypleksow RNA. Wprowadzenie pochodnych
LNA 1 2-tiourydyny do oligomeru tworzacego trypleks (TFO) powodowalo
zdecydowane zwickszenie trwatosci trypleksow RNA w poroéwnaniu z
niemodyfikowanym wariantem. Efekty termodynamiczne reszt LNA 1 2-
tiourydyny mialy charakter stabilizacyjny, jednak nie zaobserwowano wyraznej
zaleznoS$ci miedzy liczbg podstawien a stabilno$cig termodynamiczng. Ponadto,
potwierdzono, ze oligonukleotydy w serii B-L-RNA mogg oddzialywac¢ ze sobg 1
tworzy¢ strukture trypleksu. Jednakze zmiana D-rybozy na L-ryboze
powodowala duzy efekt destabilizacyjny.
widma dichroizmu kotowego potwierdzity tworzenie si¢ rownoleglego trypleksu
RNA dla wszystkich analizowanych wariantow 1 nie wykazaly znaczacych
zmian pomi¢dzy badanymi czgsteczkami.
na podstawie testow EMSA stwierdzono, ze rodzaj modyfikacji oraz warunki
pH wplywaja na zdolno$§¢ wigzania si¢ oligomeru TFO do spinki RNA.
Warianty trypleksow RNA zawierajace pojedyncze Ilub wielokrotne
podstawienia LNA lub 2-tiourydyny tworzyty si¢ w warunkach kwasowego pH
(pH 5.0), natomiast w warunkach obojetnego pH (pH 7.0) ich powstawanie byto
niemozliwe. W przypadku wariantow posiadajacych reszty LNA 1 2-tiourydyny
wykazano, ze oligomery TFO moga specyficznie oddziatywac ze spinkg RNA i
tworzy¢ struktury trypleksowe, nawet w warunkach oboje¢tnego pH. Obecnosé
wielokrotnych podstawien LNA 1 2-tiourydyny przyczyniata si¢ do zwigkszenia
powinowactwa TFO do spinki RNA.
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wykazano, ze warianty trypleksow RNA zawierajace podstawienia LNA 1 2-
tiourydyny odznaczaty si¢ korzystniejszymi wartosciami statej dysocjacji w
porownaniu z wariantami, ktore zawieraly mniejsza liczbg reszt LNA 1 2-
tiourydyny. Najbardziej korzystng wartos¢ parametru Kyq zaobserwowano dla
wariantu trypleksu posiadajacego pie¢ reszt LNA 1 sze$¢ reszt 2-tiourydyny.
Wielokrotne podstawienia resztami LNA 1 2-tiourydyny przyczynity si¢ do
zwigkszenia powinowactwa TFO do spinki RNA.

okreslono wplyw badanych trypleksow RNA na ekspresj¢ genu GFP w linii
komorkowej HelLa. Wykazano, ze wszystkie analizowane warianty w ré6znym
stopniu wplywaja na ekspresje genu GFP. Jednak, w kazdym przypadku
zaobserwowano efekt wyciszenia, czyli obnizenie poziomu ekspresji genu GFP

wzgledem kontroli.

Wryniki dotyczace rownolegltych dupleksow DNA 1 RNA (czesé¢ 1I) mozna

podsumowaé w nastepujacych punktach:

I.

badania topnienia UV 18 wariantow dupleksow wykazaty wplyw rodzaju
oligonukleotydu (DNA, RNA) i modyfikacji chemicznych oraz warunkéw pH
na stabilno$¢ termodynamiczng analizowanych czasteczek. Zaobserwowano, ze
wprowadzenie modyfikacji LNA lub 2’-O-MeRNA Iub obu réwnoczesnie
korzystnie wptywa na trwalos¢ wszystkich dupleksow zarowno w warunkach
kwasowego (pH 5.0), jak i1 obojetnego pH (pH 7.0). Stwierdzono réwniez
zwigkszong stabilno$¢ termodynamiczng badanych dupleksow w warunkach
kwasowego pH. Ponadto, wykazano, ze warianty zawierajace nié
homopurynowg w serii DNA odznaczajg si¢ najmniejszg trwalo$cig, natomiast
w przypadku wariantow posiadajacych obie nici w serii RNA lub 2°-O-MeRNA
zaobserwowano korzystny efekt termodynamiczny. Co wigcej, potwierdzono
powstawanie heterochiralnych dupleksow RNA, jednak ich trwalos$¢ byta bardzo
mata.

widma dichroizmu kolowego analizowanych dupleksow DNA 1 RNA
potwierdzity tworzenie si¢ struktury dupleksu i1 wykazaly pewne roznice
konformacyjne badanych czasteczek. Zaobserwowano, ze wigkszos¢ widm CD
dupleksow RNA wskazuje na tworzenie helisy typu A. Natomiast,
heterodupleksy DNA/RNA tworza helisy, ktore odbiegaja od kanonicznych
struktur A-RNA 1 B-DNA. Natomiast w przypadku heterochiralnych dupleksow
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RNA zauwazono, ze profile widm CD wykazywaty indywidualne cechy
charakterystyczne dla okreslonego dupleksu.

3. badania NMR potwierdzily powstawanie heterochiralnych dupleksow RNA o
rownolegtej orientacji obu nici oligonukleotydowych.

4. pomiary fluorescencyjne potwierdzily tworzenie si¢ dupleksow o rownolegte]
orientacji nici w zalezno$ci od warunkow pH. Wykazano, ze widma
fluorescencyjne dupleksow w serii DNA mialy odmienny przebieg w
odniesieniu do dupleksow w serii  RNA 1 2’-O-MeRNA. Ponadto,
zaobserwowano, ze zmiany intensywnosci fluorescencji badanych dupleksow
byly mniejsze w warunkach oboj¢tnego pH i1 wykazano, ze tworzenie si¢
rownolegtych dupleksow bylo preferowane w warunkach kwasowego pH.

5. okreslono wplyw warunkéw srodowiskowych na specyficznos¢ oddziatywania
nici homopurynowej i homopirymidynowej badanych dupleksow DNA 1 RNA.
Wykazano, ze obecno$¢ biatek 1 innych biomolekutl znajdujacych sie w
ekstrakcie cytoplazmatycznym z komoérek HelLa w umiarkowanym stopniu

wplywala na tworzenie si¢ dupleksow.

Podsumowujac, polaczenie réznych technik spektroskopowych, w tym: metody
topnienia UV, CD, FRET 1 NMR oraz testu EMSA 1 eksperymentow biologicznych z
wykorzystaniem linii komoérkowej HelLa pozwolilo na otrzymanie dokfadnego obrazu
niekanonicznych form kwasow nukleinowych. Badania przeprowadzone w niniejszej
pracy doktorskiej oraz uzyskane wyniki poszerzaja wiedz¢ na temat wilasciwosci
termodynamicznych, strukturalnych 1 biologicznych trypleksow RNA oraz
rownolegtych dupleksow DNA 1 RNA. Szczegélowa analiza otrzymanych danych
pozwolita na sformulowanie ogdlnego wniosku o wpltywie rodzaju oligonukleotydu,
modyfikacji chemicznych oraz czynnikéw srodowiskowych (pH, obecnos¢ bialek lub
innych czasteczek) na powstawanie 1 trwalos¢ niekanonicznych form DNA 1 RNA.
Uzyskane wyniki mogg by¢ pomocne w projektowania oligonukleotydow
charakteryzujacych  si¢  pozadanymi  wilasciwosciami  termodynamicznymi 1
biologicznymi, a takze w rozwijaniu strategii terapeutycznych z zastosowaniem

niekanonicznych struktur kwaséw nukleinowych.
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VII. MATERIALY I METODY

1. Materialy
1.1 Odczynniki

Agar, akrylamid, N,N’-metylenobisakrylamid, ekstrakt drozdzowy, mocznik,
pepton — Serva

B-merkaptoetanol, bigkit bromofenolowy, bromek etydyny, bromek 3-(4,5-
dimetylotriazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu (MTT), chloroform:alkohol izoamylowy
(24:1), cyjanol ksylenowy, D-glukoza, ditiotreitol (DTT), fluorek
fenylometylosulfonylu (PMSF), fluorowodorek trietyloamonowy (TEA-3HF), glicerol,
kakodylan = sodu, kanamycyna, kwas  2-[4-(2-hydroksyetyleno)-1piperazylo]-
etanosulfonowy (HEPES), kwas 2-(N-morfolino)etanosulfonowy (MES), N-
laurylosarkozynian sodu, N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiamina (TEMED), nadsiarczan
amonu (APS), octan amonu, orange G, roztwodr antybiotykéw 100x stezony (Antibiotic
Antymycotic Solution), roztwor trypsyna-EDTA 10x stezony, roztwor witamin 100x
stezony (MEM Vitamin Solution), RPMI1640 medium, tiocyjanian amonu, tiocyjanian
guanidyny, wodorotlenek sodu — Sigma-Aldrich

chlorek magnezu, chlorek potasu, chlorek sodu, dodecylosiarczan sodu (SDS),
octan sodu, s6l disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego (Na;EDTA), sulfotlenek
dimetylu (DMSO), tri(hydroksymetylo)aminometan (Tris), wodorofosforan sodu —
Fluka

agaroza, dietylopiroweglan (DEPC), EDTA roztwor 0.5 M sterylny, glicyna, kwas
borowy, PBS 10x stezony, Triton-X -Bioshop

acetonitryl, etanol, metanol, n-propanol, n-butanol — POCh

amoniak 25%, kwas octowy, kwas solny, izopropanol — Chempur

trizol, Lipofectamine 2000 — Invitrogen

plodowa surowica bydlgca inaktywowana termicznie (FBS), OptiMEM, pozywka
hodowlana RPMI 1640 bez czerwieni fenolowej — Gibco BRL

amoniak 32% — Merck

Roti Aqua Phenol — Carl Roth

glikogen, roztwory 5'-trifosforanéw deoksyrybonukleozydow (dATP, dCTP, dGTP,
dNTP) — Thermo Scientific
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1.2 Enzymy

DNaza [ — Ambion

Enzymy restrykcyjne EcoRI 1 Pst] — Promega
Ligaza DNA T4 — Thermo Scientific
Polimeraza DNA Pfu Plus — EURx

RNazaA, trypsyna — Sigma-Aldrich

1.3 Plazmid

Plazmid pZsGreen-N1 — Clontech

1.4 Linia komorkowa

Linia komoérkowa raka szyjki macicy (HeLa) — Sigma-Aldrich

1.5 Gotowe zestawy do badan

Zestaw do oczyszczania DNA: PCR/DNA Clean-Up Purification Kit — EURx
Zestaw do transkrypcji in vitro T7-MEGAshortscript™ — Ambion

Zestaw do i1zolacji plazmidowego DNA: Plasmid Midi Kit (25) - QIAGEN
Zestaw do odwrotnej transkrypcji: iScript™ cDNA Synthesis Kit — BioRad
Zestaw do reakcji iloéciowego PCR: iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix —

BioRad

1.6 Szczepy bakteryjne

Escherichia coli szczep DH50 — Thermo Scientific

1.7 Wzorce dlugosci kwasow nukleinowych

Perfect Plus™50-500 bp DNA ladder, Perfect™ 100-1000 bp DNA ladder — EURx
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1.8 Roztwory i bufory

Bufor TBE (uzywany do rozdzialu kwaséow nukleinowych metodg
elektroforetyczna w zelu poliakrylamidowym i agarozowym, 10x stezony)

1 M Tris

1 M kwas borowy

10 mM Na;EDTA; pH 8.3
Do rozdzialu elektroforetycznego w zelu poliakrylamidowym stosowano bufor
1x stezony, natomiast do rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym stosowano

bufor 0.5x st¢zony.

Bufor TAE (uzywany do rozdzialu kwasow nukleinowych metodg
elektroforetyczna w niedenaturujacym zelu poliakrylamidowym, 10x stezony)

0.4 M Tris

0.4 M kwas octowy

10 mM Na;EDTA; pH 8.3

Bufor obcigzajacy (uzywany do rozdzialu kwaséow nukleinowych metoda
elektroforetyczna w denaturujacym zelu poliakrylamidowym, 2x stezony)

8 M mocznik

0.2% (w/v) blekit bromofenolowy

0.2% (w/v) cyjanol ksylenowy

0.2% (w/v) oranz G

Bufor obcigzajacy (uzywany do rozdzialu kwaséow nukleinowych metoda
elektroforetyczna w niedenaturujacym zelu poliakrylamidowym, 10x stezony)

10 mM Tris-HCI, pH 7.0

35% (w/v) glicerol

0.2% (w/v) blekit bromofenolowy

0.2% (w/v) cyjanol ksylenowy

0.2% (w/v) oranz G
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Bufor do topnienia UV i widm CD (uzywany dla trypleksow RNA)
100 mM KCI
20 mM kakodylan sodu
0.5 mM NaxEDTA; pH 7.0

Bufor do topnienia UV, widm CD i widm FRET (bufor Robinson-Britton, uzywany
dla dupleksow DNA i RNA)

40 mM kwas borowy

40 mM kwas fosforowy

40 mM kwas octowy

100 mM NacCl

0.2 mM Na;EDTA; pH 5.017.0

Bufory do widm NMR (uzywane do pomiaru widm '"H NMR duplekséw p-L-RNA)
Bufor 1
150 mM NacCl
10 mM Na;HPO4/NaH>PO4
0.1 mM EDTA; pH 6.8
Bufor 11
1 M NaCl
5 mM Na,HPO4/NaH>PO4
0.1 mM EDTA; pH 6.8

Bufory MES (uzywane do faldowania tryplekséow RNA w testach EMSA)
100 mM NacCl
20 mM MES
0.5 mM Na EDTA; zakres pH od 5.0 do 7.0
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Bufor A (uzywany do izolacji ekstraktow cytoplazmatycznych z komérek Hel.a)
10 mM HEPES
10 mM KC1
0.1 mM Na,EDTA
0.2 M PMSF
10% (v/v) Triton-X

PMSF, DTT i Triton-X dodawano bezposrednio przed uzyciem.

Bufor ALM1 (uzywany do lizy alkalicznej)
50 mM D-glukoza
10 mM Na;EDTA
25 mM Tris-HCI, pH 8.0

Fenol wysycony octanem sodu (uzywany do izolacji calkowitego RNA)
50 % (v/v) uwodniony fenol

50 % (v/v) 100 mM octan sodu, pH 5.0

Mieszano w ciemnej butelce, przez 4 godziny w temperaturze 4°C, nastgpnie usuni¢to
faze wodng do grubosci ok. 0.5 cm. Dodano B-merkaptoetanolu do koncowego stezenia

20 % (v/v).

Trizol (uzywany do izolacji calkowitego RNA)
38 % (v/v) fenol wysycony 0.1 M octanem sodu
1 M tiocyjanian guanidyny
1 M tiocyjanian amonu
0.1 M octan sodu, pH 5.0
5 % (v/v) glicerol
5mM EDTA
0.5 % (v/v) N-laurylosarkozynian sodu

EDTA 1 N-laurylosarkozynian sodu dodawano bezposrednio przed uzyciem.
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1.9 Zele

Zele agarozowe
Roztwor agarozy 1% lub 1.5% w buforze 0.5x TBE podgrzewano w kuchence
mikrofalowej, dodawano bromku etydyny do koncowego stezenia 7.5 pg/ml, wylewano

do aparatu do elektroforezy, pozostawiano do zatgzenia.

12% zel poliakrylamidowy (uzywany do rozdzialu kwaséw nukleinowych metoda
elektroforetyczna w warunkach denaturujacych)

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

1x bufor TBE

8 M mocznik

0.6% (w/v) APS

0.04% (v/v) TEMED

Zel wylewano miedzy szyby i pozostawiano do polimeryzacji.

12% zel poliakrylamidowy (uzywany do rozdzialu kwasow nukleinowych metoda
elektroforetyczna w warunkach niedenaturujacych)

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

Ix bufor TAE

0.6% (w/v) APS

0.04% (v/v) TEMED

Zel wylewano miedzy szyby i pozostawiano do polimeryzacji.

1.10 Pozywki

Pozywka stala LB z kanamycyng
2.5 g pepton
1.25 g wyciag drozdzowy
1.25 g NaCl
3.75 g agar
Dopeliano woda do 250 ml 1 sterylizowano w autoklawie, po schiodzeniu do

temperatury 55°C do otrzymanego roztworu dodawano roztworu kanamycyny do
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stezenia koncowego 0.2 mg/ml. Pozywke wylewano na plytki Petriego na stole z

laminarnym przeptywem powietrza.

Pozywka plynna LB
10 g pepton
5 g wyciag drozdzowy
5 g NaCl

Dopetiano wodg do 1000 ml 1 sterylizowano w autoklawie.

Pozywka plynna LB z kanamycyna
Do plynnej pozywki LB dodawano roztworu kanamycyny do stezenia koncowego
0.2 mg/ml.

Roztwor wyjsciowy kanamycyny: roztwor kanamycyny w wodzie 0.1 g/ml.

Pozywka hodowlana HeLa
medium hodowlane RPMI 1640
10% FBS
IX roztwor witamin
Ix roztwor antybiotykow

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byta podgrzewana do temperatury 37°C.

Pozywka hodowlana HeLa (uzywana do mrozenia komorek)
medium hodowlane RPMI 1640
50% FBS
10% DMSO

Pozywka hodowlana HeLa (uzywana po odmrazaniu komorek)
medium hodowlane RPMI 1640
30% FBS
IX roztwor witamin
Ix roztwor antybiotykow

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byta podgrzewana do temperatury 37°C.
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Pozywka hodowlana HelLa bez dodatku antybiotykow (uzywana do transfekcji
komorek)

medium hodowlane RPMI 1640

10% FBS

IX roztwor witamin

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byta podgrzewana do temperatury 37°C.

Pozywka hodowlana HeLa (uzywana do testu aktywnosci metabolicznej komoérek —
test MTT)

medium hodowlane RPMI 1640 bez czerwieni fenolowe;j

Ix roztwor MTT

Przed kazdorazowym uzyciem pozywka byta podgrzewana do temperatury 37°C.

1.11 Oligonukleotydy

Oligodeoksyrybonukleotydy uzyte jako startery w reakcjach PCR, jako startery w
reakcjach sekwencjonowania oraz jako startery w reakcji qPCR

Nazwa | Dlugosé Sekwencja 5'-3’
StPra 48 TAGAGAGAGAAAGTTTCGACTTTCTCTCTCTACTGCAG
ATATATAATA
StLew 68 TAGAGAGAGAAAGTCGAAACTTTCTCTCTCTACCCTAT
AGTGAGTCGTATTAGAATTCATATATAATA
StFor 27 TAATACGACTCACTATAGGGTAGAGAG
StRev 22 TAGAGAGAGAAAGTCGAAACTT
StPz 14 GGGCGGTAGGCGTG
StAktl 19 GCCAGCAGCCTCTGATCTG

StAkt2 21 CTGGTTCTTGCCAGCCTCTAG

StGipl 22 GTACCACGAGTCCAAGTTCTAC

StGfp2 21 CCAGTTGTCGGTCATCTTCTT

Oligonukleotydy RNA
Nazwa | Dlugosé Sekwencja 5'-3’
RHP 32 UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA
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UPAPGPAPGPAPGPAPGPAPAPAPGPUPUPUPCPGPAPCPUPUPUPCPU

bRHP 32 | BeBUBCRUBCPUP AP
(RHP 1 5(6)-FAM-
UAGAGAGAGAAAGUUUCGACUUUCUCUCUCUA
5(6)-FAM-
fbRHP 32 UPAPGPAPGPAPGPAPGPAPAPAPGPUPUPUPCPGPAPCPUPUPUPCPU
BCBUPCPUPCPUBAP
Ctr 12 AUCUGUUCCACU
bTFO 12 UPCPUPCPUPCPUPCPUPUPUPCP
TFOLL1 12 ucucucutcuuuc
TFOL2 12 ucucutcutcuuuc
TFOL3 12 ucucutcultcutuuc
TFOL4 12 ulcucutcutcutuuc
TFOS1 12 UCUCUCs®UCUUUC
TFOS2 12 UCUCs*UCs2UCUUUC
TFOS3 12 UCUCs*UCs*UCs*UUUC
TFO1 12 s*UCtUCs2UCYs*uCs’uuucCt
TFO2 12 s*UCMUCs2UCs*UCts’UUs*UCt
TFO3 12 s’UCUCs?UCts2uCts2uuuct
TFO4 12 ssUCtUCrs*UCHs*UCs*Us*Us?UCH
fTFO1 12 5(6)-FAM-s2UCtUCs*UCts2UCs*uuuCH
fTFO2 12 5(6)-FAM-s2UC UCs*UCs2UCYs*UUs*UCt
fTFO3 12 5(6)-FAM-s2UCUCs*UCts?UCts*uuucCt
fTFO4 12 5(6)-FAM-s2UCtUCYs*UCs2UC s2Us*Us2UCH
TFONI1 12 uctucstucucsiuuuct
TFON2 12 s*UCUCUCUCs?UUs*UCt
TFON3 12 s’UCcuctucuctstuuuct
TFON4 12 uctuctstucucuuuct
fTFON1 12 5(6)-FAM-UCMUCs2UCUCs*uuuUCt
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fTFON2 12 5(6)-FAM-s2UC*UCUCUCs*UUs*uCt
fTFON3 12 5(6)-FAM-s2UCUCtUCUCYs2uuuUCt
fTFON4 12 5(6)-FAM-UCrUCYs>UcucuuucCt
TFOP 12 neomycyna-TLTLTTTL
TFOLM 12 uMctuMctuMctuMctuMuMuMct
PuR 12 AGAAAGAGAAGA
fPuR 12 5(6)-FAM-AGAAAGAGAAGA
BPuR 12 APGPAPAPAPGPAPGPAPAPGPAP
PyR 12 UCUUUCUCUUCU
BPyR 12 UPCPUPUPUPCPUPCPUPUPCPUP
tPyR 12 TAMRA-UCUUUCUCUUCU
PRL 12 uctuuuctuctuuctu
tPRL 12 TAMRA-UCtUUUCtUCtuuCtU
PuM 12 AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM
fPuM 12 5(6)-FAM-AMGMAMAMAMGMAMGMAMAMGMAM
PyM 12 uMcMuMuMuMcMuMcMuMuMcMuM
tPyM 12 TAMRA-UMCMuMuMuMcMgMcMuMuMcMuM
PML 12 uMctuMgMgMctuMctuMuMctuM
tPML 12 TAMRA-UMctuMuMuMctuMctuMuMctuM

Oznaczenia: UP, AP, GP, CP — modyfikacje p-L-RNA; U, C' — modyfikacje LNA; AM, GM, UM i CM —
modyfikacje 2'-O-MeRNA; T — monomer tymidynowy w serii PNA; L — tiopseudoizocytozyna; s’U — 2-
tiourydyna; 5(6)-FAM — 5(6)-karboksyfluoresceina; TAMRA — 5-karboksytretrametylodorodamina.

Oligonukleotydy DNA
Nazwa | Dlugosé Sekwencja 5'-3’
PuD 12 AGAAAGAGAAGA
fPuD 12 5(6)-FAM-AGAAAGAGAAGA
PyD 12 TCTTTCTCTTCT
tPyD 12 TAMRA-TCTTTCTCTTCT
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PDL 12 TC*TTTC'TC'TTCET

tPDL 12 TAMRA-TCYTTTC'*TC*TTCLT

Oznaczenia: CY — modyfikacja LNA; 5(6)-FAM — 5(6)-karboksyfluoresceina; TAMRA — 5-
karboksytretrametylodorodamina.

1.12

1.13

Aparatura stosowana podczas prowadzenia badan
automatyczny licznik komérek Automated Cell Counter TC20 Biorad
blok grzejny Grant QBD2
komputerowy skaner FLA-5100 (PhosphorImager) FujiFilm
licznik scyntylacyjny ptytkowy MicroBeta*rm 2450 Microplate Counter Perkin
Elmer
prozniowy koncentrator stotowy CentriVap Labconco
spektrometr Bruker AVANCE III 700 MHz
spektrofotometr UV-VIS Beckman DU-640 z termoprogramatorem
spektrofotometr UV-VIS JASCO V-650 z termoprogramatorem
spektrofotometr UV-VIS JASCO 815
spektrometr FluoTime 300 EasyTau (PicoQuant)
spektrometr masowy MALDI-TOF Bruker Autoflex
spektrofotometr xMark™ Biorad
syntetyzer MerMade 12 BioAutomation Corporation
termocykler C1000 Bio-rad
termocykler C-1000 Touch CFX96 Real-TimeSystem Bio-rad
termowytrzasarka Comfort Eppendorf
wirdéwka MiniSpin®Eppendorf
wirowka 5430R Eppendorf
zasilacz EV233 Consort

Programy stosowane podczas prowadzenia badan

BioRad CFX Manager
ChemSketch

CorelDraw X7

FluoFit Analysis (PicoQuant)
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— MeltWin 3.5

— Mutli Gauge V3.0
— OriginPro 8.0

— Peak Scanner

— RNAStructure 5.6

— TopSpin 3.0 Bruker

1.14 Akcesoria dodatkowe

— kolumny Illustra NAP-25 columns — GE Healthcare Life Sciences

— kolumny zawierajgce silanizowane podloze Sep-Pak (Sep-Pak cartridges) —
Waters

— plytki silikazelowe 60 F2450.25 mm (20 x 20 cm) — Merck

— mnaczynia hodowlane oraz sterylne koncéwki do automatycznych pipet
stosowane do hodowli linii komdrkowej — Greiner Bio-One

— plytki 96 dotkowe do reakcji qPCR - BioRad

— parafilm, olej silikonowy — Sigma-Aldrich

2. Metody

2.1 Synteza chemiczna oligonukleotydow

Synteze oligonukleotydow przeprowadzono metoda amidofosforynowa na podiozu
staltym za pomoca syntetyzera BioAutomation Corporation MerMade 12. Do syntezy
wykorzystano handlowo dostepne amidofosforyny: DNA, RNA, 2'-O-metylo-RNA 1
5(6)-FAM oraz aminolinker (ChemGenes). Amidofosforyny 2-tiourydyna oraz LNA
zostaty zsyntetyzowane w Zaktadzie Chemii 1 Biologii Kwasoéw Nukleinowych IChB

PAN.
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2.2 Odblokowanie i oczyszczanie oligonukleotydow i oligonukleotydow
zawierajacych nukleotydy w serii LNA lub 5(6)-FAM na koncu 5’ oraz
oligonukleotydow w serii 2’-O-MeRNA
Do podioza zawierajacego oligonukleotydy dodawano 1.5-3 ml 32% amoniaku.

Nastepnie pozostawiono na 16 godzin w temperaturze 55°C. Po inkubacji probki

schtadzano 20 minut w temperaturze -20°C, nastgpnie supernatant przenoszono do

nowych probowek, a pozostale podloze przemywano dwukrotnie 0.5 ml wody.

Mieszaning odparowywano do sucha, a otrzymany osad rozpuszczano w 0.2 ml lub 0.4

ml wody dla oligonukleotydow odpowiednio o dtugosci do 15 nukleotydow (krotkie)

lub o dlugosci powyzej 15 nukleotydow (dtugie). Nastgpnie oligonukleotydy krotkie

oczyszczano metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na ptytkach

zawierajacych zel krzemionkowy 60 Fas4 z zastosowaniem fazy rozwijajacej n-

propanol/amoniak/woda  (55/35/10  v/v/v). Natomiast oligonukleotydy dlugie

oczyszczano poprzez rozdzial elektroforetyczny w 12% zelu poliakrylamidowym

w warunkach denaturujacych. Rozdzielone kwasy nukleinowe lokalizowano dzieki

zastosowaniu Swiatla UV o dlugosci fali 260 nm.

W  przypadku oligonukleotydow krotkich, zel krzemionkowy z prazkami
reprezentujgcymi kwasy nukleinowe o pozadanej dlugosci zdrapywano z ptytki 1
przenoszono do proboéwki. Silikazel zawierajacy kwasy nukleinowe przemywano
trzykrotnie 3 ml wody, wirowano 2 minuty przy 1000 rpm 1 supernatant przenoszono do
nowych probowek. Nastepnie potaczone frakcje odparowywano do sucha. Osad
rozpuszczano w 0.2 ml wody 1 przenoszono do probdéwek, dodatkowo probowki z
osadem przeplukiwano jeszcze dwukrotnie 0.2 ml wody. Zebrane frakcje wirowano 5
minut przy 10 000 rpm, a roztwor przenoszono do nowych probowek. Pozostalosci
silikazelu przemywano jeszcze 0.2 ml wody 1 wirowano 5 minut przy 10 000 rpm,
nastepnie zbierano roztwor znad silikazelu 1 przenoszono go do proboéwek z wezesniej
zebranym roztworem.

W przypadku oligonukleotydow dtugich, prazki zawierajace kwasy nukleinowe o
pozadanej dlugosci wycinano z zelu, nastepnie eluowano z zelu 0.3 M octanem sodu
przez 4-godzinne wytrzasanie przy 750 rpm w temperaturze 4°C (etap ten powtarzano
trzykrotnie). Nastgpnie supernatant zbierano, zalewano 2.5 objetosciami 96% etanolu 1
stracano w temperaturze -20°C przez noc. Po inkubacji mieszaning wirowano 30 minut
przy 7000 rpm w temperaturze 4°C, nastgpnie osad oddzielono od supernatantu 1

wysuszono do sucha pod préznig. Osad rozpuszczano w 0.5 ml wody.
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Kazdorazowo wykonano analize¢ masowg zwigzkOw za pomocag spektrometru
masowego MALDI-TOF. Stezenie kwasow nukleinowych mierzono

spektrofotometrycznie w swietle UV o dlugosci fali 260 nm.

2.3 Odblokowanie i oczyszczanie oligorybonukleotydow oraz
oligorybonukleotydow zawierajacych nukleotydy w serii LNA lub 5(6)-FAM
na koncu 5’

Do podloza zawierajagcego oligorybonukleotydy dodawano 1.5-3 ml 32%
amoniaku oraz 0.5-1.5 ml 96% etanolu. Nastepnie pozostawiono na 16 godzin w
temperaturze 55°C. Po inkubacji probki schtadzano 20 minut w temperaturze -20°C,
nastepnie supernatant przenoszono do nowych probowek, a pozostate podloze
przemywano dwukrotnie 0.5 ml wody. Mieszaning odparowywano do sucha, a do
otrzymanego osadu dodawano 30 pl N,N'-dimetyloformamidu 1 270ul fluorowodorku
trietyloamoniowego. Inkubowano przez 2.5 godziny w temperaturze 55°C, co jaki$
czas mieszajac. Nastepnie do roztworu dodawano 4 ml n-butanolu i strgcano 2 godziny
w temperaturze -20°C. Mieszaning wirowano przez 10 minut przy 5000 rpm
w temperaturze 4°C, nastepnie supernatant oddzielano od osadu, a osad suszono do
sucha pod préznig. Oligorybonukleotydy o dlugosci do 15 nukleotydéw (krotkie) oraz
o dlugosci powyzej 15 nukleotydow (dilugie) odsalano przy uzyciu kolumn
odpowiednio Sep-Pak (Sep-Pak cartridges) oraz Sephadex G-25 (kolumny NAP-25).

W przypadku oligorybonukleotydow krotkich przed natozeniem préob, kolumny
Sep-Pak regenerowano przez przemywanie kolejno 10 ml metanolu, 10 ml acetonitrylu,
10 ml 10 mM octanu amonu. Osad otrzymany po zwirowaniu rozpuszczano w 10 ml 10
mM octanu amonu 1 nakfadano na przygotowana kolumne. Zebrang frakcj¢ oznaczono,
jako L, a kolumne przemywano nastepnie 10 ml 10 mM octanu amonu. Drugg frakcje
oznaczong, jako W zebrano do nowej probowki. Nastepnie kolumne przemywano 5 ml
roztworu acetonitryl:woda (30%:70%, v/v), a trzecig frakcje oznaczong jako C rowniez
zebrano do nowej probowki. Frakcje C, ktora zawierata oligorybonukleotydy
odparowywano do sucha. Otrzymany osad rozpuszczano w 0.2 ml wody.
Oligorybonukleotydy oczyszczano za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC)
na plytkach zawierajacych zel krzemionkowy 60 Frs4 z zastosowaniem fazy
rozwijajacej n-propanol/amoniak/woda  (55/35/10  v/v/v). Rozdzielone kwasy

nukleinowe lokalizowano dzigki zastosowaniu §wiatta UV o dlugosci fali 260 nm.
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Silikazel z prazkami reprezentujagcymi kwasy nukleinowe o pozadanej dlugosci
zdrapywano z plytki 1 przenoszono do probowki. Silikazel zawierajagcy kwasy
nukleinowe przemywano trzykrotnie 3 ml wody, wirowano 2 minuty przy 1000 rpm 1
supernatant przenoszono do nowych probowek. Nastepnie potaczone frakcje
odparowywano do sucha. Osad rozpuszczano w 0.2 ml wody i1 przenoszono do
probowek, dodatkowo proboéwki z osadem przeplukiwano jeszcze dwukrotnie 0.2 ml
wody. Zebrane frakcje wirowano 5 minut przy 10 000 rpm, a roztwdr przenoszono do
nowych probdéwek. Pozostalosci silikazelu przemywano jeszcze 0.2 ml wody 1
wirowano 5 minut przy 10000 rpm, nastepnie zbierano roztwor znad silikazelu 1
przenoszono go do probowek z wczesniej zebranym roztworem.

W przypadku oligorybonukleotydow dlugich przed natozeniem prob, kolumny
NAP-25 przemywano 30 ml wody. Osad rozpuszczano w 1 ml wody 1 naktadano na
przygotowang kolumneg. Nastepnie zbierano 10 frakcji po 1.5 ml. Frakcje, ktore
zawieraly oligorybonukleotydy przenoszono do jednej probowki i odparowywano do
sucha. Oligorybonukleotydy oczyszczano metoda rozdziatu elektroforetycznego w 12%
zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Rozdzielone kwasy nukleinowe
lokalizowano dzigki zastosowaniu $wiatta UV o dlugosci fali 260 nm. Prazki
zawierajace kwasy nukleinowe o pozadanej dlugosci wycinano z Zelu, nastepnie
eluowano z zelu 0.3 M octanem sodu przez 4-godzinne wytrzasanie przy 750 rpm w
temperaturze 4°C (etap ten powtarzano trzykrotnie). Nastgpnie supernatant zbierano,
zalewano 2.5 objetosciami 96% etanolu 1 stragcano w temperaturze -20°C przez noc. Po
inkubacji mieszaning wirowano 30 minut przy 7000 rpm w temperaturze 4°C, nastepnie
osad oddzielono od supernatantu 1 wysuszono do sucha pod pr6znig. Osad rozpuszczano
w 0.5 ml wody.

Kazdorazowo wykonano analize¢ masowg zwigzkOw za pomocag spektrometru
masowego MALDI-TOF. Stezenie kwasow nukleinowych mierzono

spektrofotometrycznie w swietle UV o dlugosci fali 260 nm.

2.4 Odblokowanie i oczyszczanie oligorybonukleotydow zawierajacych reszty 2-
tiourydyny
Do podloza zawierajacego oligorybonukleotydy dodawano 1.5 ml 32% amoniaku

oraz 0.5 ml 96% etanolu. Nastepnie pozostawiono na 36 godzin w temperaturze

pokojowej. Po inkubacji supernatant przenoszono do nowych probdéwek, a pozostale
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podloze przemywano dwukrotnie 0.5 ml wody. Mieszaning odparowywano do sucha, a
do otrzymanego osadu dodawano 30 pl N,N'-dimetyloformamidu 1 270ul
fluorowodorku trietyloamoniowego. Inkubowano przez 2.5 godziny w temperaturze
55°C, co jaki$ czas mieszajac. Nastepnie do roztworu dodawano 4 ml n-butanolu i
stragcano 2 godziny w temperaturze -20°C. Mieszaning wirowano przez 10 minut przy
5000 rpm w temperaturze 4°C, nastgpnie supernatant oddzielano od osadu, a osad
suszono do sucha pod pr6znig. Oligorybonukleotydy odsalano przy uzyciu kolumn Sep-
Pak (Sep-Pak cartridges). Przed nalozeniem prob, kolumny Sep-Pak regenerowano
przez przemywanie kolejno 10 ml metanolu, 10 ml acetonitrylu, 10 ml 10 mM octanu
amonu. Osad otrzymany po zwirowaniu rozpuszczano w 10 ml 10 mM octanu amonu 1
naktadano na przygotowang kolumne. Zebrang frakcje oznaczono, jako L, a kolumne
przemywano nastepnie 10 ml 10 mM octanu amonu. Drugg frakcj¢ oznaczong, jako W
zebrano do nowej probowki. Nastgpnie kolumne przemywano 5 ml roztworu
acetonitryl:woda (30%:70%, v/v) i trzecig frakcje oznaczong jako C réwniez zebrano do
nowej proboéwki. Frakcje C, ktéra zawierala oligorybonukleotydy odparowywano do
sucha. Otrzymany osad rozpuszczano w 0.2 ml wody. Oligorybonukleotydy
oczyszczano za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na ptytkach
zawierajacych zel krzemionkowy 60 Fas4 z zastosowaniem fazy rozwijajacej n-
propanol/amoniak/woda (55/35/10 v/v/v). Rozdzielone kwasy nukleinowe lokalizowano
dzigki zastosowaniu S$wiatla UV o dlugosci fali 260 nm. Silikazel z prazkami
reprezentujgcymi kwasy nukleinowe o pozadanej dlugosci zdrapywano z ptytki 1
przenoszono do probdéwki. Silikazel zawierajacy kwasy nukleinowe przemywano
trzykrotnie 3 ml wody, wirowano 2 minuty przy 1000 rpm i supernatant przenoszono do
nowych probowek. Nastepnie polaczone frakcje odparowywano do sucha. Osad
rozpuszczano w 0.2 ml wody 1 przenoszono do probdéwek, dodatkowo probowki z
osadem przeptukiwano jeszcze dwukrotnie 0.2 ml wody. Zebrane frakcje wirowano 5
minut przy 10 000 rpm, a roztwor przenoszono do nowych probowek. Pozostalosci
silikazelu przemywano jeszcze 0.2 ml wody 1 wirowano 5 minut przy 10 000 rpm,
nastepnie zbierano roztwor znad silikazelu 1 przenoszono go do proboéwek z wezesniej
zebranym roztworem.

Kazdorazowo wykonano analize¢ masowg zwigzkOw za pomocag spektrometru
masowego MALDI-TOF. Stezenie kwasow nukleinowych mierzono

spektrofotometrycznie w $wietle UV o dlugosci fali 260 nm.
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2.5 Odblokowanie oligonukleotydow zawierajacych aminolinker na koncu 5’

W przypadku syntezy takich oligonukleotydow, grupe DMTr (grupe 4.4'-
dimetoksytrytylowg) pozostawiono na podlozu. Do podloza zawierajacego
oligorybonukleotydy dodawano 1.5 ml 32% amoniaku oraz 0.5 ml 96% etanolu.
Nastepnie pozostawiono na 16 godzin w temperaturze 55°C. Po inkubacji prébki
schtadzano 20 minut w temperaturze -20°C, nastepnie supernatant przenoszono do
nowych probowek, a pozostale podloze przemywano dwukrotnie 0.5 ml wody.
Mieszaning odparowywano do sucha, a do otrzymanego osadu dodawano 30 pl
N,N'-dimetyloformamidu i1 270ul fluorowodorku trietyloamoniowego. Inkubowano
przez 2.5 godziny w temperaturze 55°C, co jaki$ czas mieszajgc. Nastepnie do
roztworu dodawano 4 ml n-butanolu i strgcano 2 godziny w temperaturze -20°C.
Mieszaning wirowano przez 10 minut przy 5000 rpm w temperaturze 4°C, nast¢pnie
supernatant oddzielano od osadu, a osad suszono do sucha pod préznia.

Do podioza zawierajacego oligodeoksyrybonukleotydy dodawano 1.5 ml 32%
amoniaku. Nastgpnie pozostawiono na 16 godzin w temperaturze 55°C. Po inkubacji
probki schtadzano 20 minut w temperaturze -20°C, nastgpnie supernatant przenoszono
do nowych probéwek, a pozostale podloze przemywano dwukrotnie 0.5 ml wody.
Mieszaning odparowywano do sucha pod proznia.

Nastepnie do osadu dodawano 0.9 ml 80% kwasu octowego i1 inkubowano 3
godziny w temperaturze pokojowej. Po inkubacji odparowano kwas octowy, a osad
przemywano dwukrotnie 0.5 ml wody w celu pozbycia si¢ pozostalosci kwasu
octowego. Zebrany roztwor odparowano do sucha, a osad rozpuszczono w 0.2 ml
wody. Do przygotowanego roztworu oligonukleotydow dodawano kroplami 1%
nadchloran sodu w acetonie do czasu wytracenia si¢ osadu. Nastgpnie calg zawartosé
probowki matymi porcjami przenoszono do nowej probowki zawierajace; 10 ml 1%
nadchloranu sodu w acetonie 1 umieszczone] nad mieszadlem magnetycznym.
Mieszaning wirowano przez 30 minut przy 7000 rpm w temperaturze 4°C. Zlewano
roztwor znad osadu, a osad przemywano dwukrotnie 3 ml schlodzonego acetonu.
Nastepnie osad suszono do sucha pod préznig. Osad rozpuszczano w 0.5 ml wody.
Stezenie kwasow nukleinowych mierzono spektrofotometrycznie w sSwietle UV o

dtugosci fali 260 nm.
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2.6 Znakowanie oligonukleotydow zawierajacych aminolinker na koncu 5’

barwnikiem fluorescencyjnym TAMRA oraz ich oczyszczanie

Do znakowania barwnikiem fluorescencyjnym TAMRA wykorzystano 300 pg
odblokowanych oligonukleotydow zawierajacych aminolinker na 5’ koncu.
Oligonukleotydy rozpuszczono w mieszaninie zawierajacej 75 pl buforu do
znakowania, 11 pl wody oraz 14 pul barwnika TAMRA (rozpuszczonego w bezwodnym
DMSO). Roztwor wytrzgsano przy 300 rpm w temperaturze 22°C prze noc. Po
inkubacji do roztworu dodawano 100 pl wody, 10 pl 3 M octanu sodu oraz 350 ul 96%
etanolu, a nastepnie strgcano w temperaturze -20°C prze noc. Mieszaning wirowano
przez 30 minut przy 10 000 rpm w temperaturze 4°C, nastepnie supernatant oddzielano
od osadu, a osad suszono do sucha pod proznig. Otrzymany osad rozpuszczano w 0.2 ml
wody. Krotkie znakowane oligonukleotydy oczyszczano za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) na plytkach zawierajacych zel krzemionkowy 60 Fass z
zastosowaniem fazy rozwijajace] n-propanol/amoniak/woda (55/35/10  v/v/v).
Rozdzielone kwasy nukleinowe lokalizowano dzigki zastosowaniu $wiatta UV o
dlugosci fali 260 nm. Silikazel z prazkami reprezentujacymi kwasy nukleinowe o
pozadanej dtugosci zdrapywano z plytki 1 przenoszono do probowki. Silikazel
zawierajacy kwasy nukleinowe przemywano trzykrotnie 3 ml wody, wirowano 2 minuty
przy 1000 rpm 1 supernatant przenoszono do nowych proboéwek. Nastepnie polaczone
frakcje odparowywano do sucha. Osad rozpuszczano w 0.2 ml wody 1 przenoszono do
probowek, dodatkowo probowki z osadem przeplukiwano jeszcze dwukrotnie 0.2 ml
wody. Zebrane frakcje wirowano 5 minut przy 10 000 rpm, a roztwdr przenoszono do
nowych probdéwek. Pozostatosci silikazelu przemywano jeszcze 0.2 ml wody 1
wirowano 5 minut przy 10000 rpm, nastepnie zbierano roztwor znad silikazelu 1
przenoszono go do probdéwek z wczesniej zebranym roztworem. Wszystkie powyzej
opisane czynnosci wykonywano przy ograniczonym dostepnie swiatla.

Kazdorazowo wykonano analiz¢ masowg zwigzkoOw za pomocag spektrometru
masowego MALDI-TOF. Stezenie kwasow nukleinowych mierzono

spektrofotometrycznie w $wietle UV o dlugosci fali 260 nm.
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2.7 Rozdzial elektroforetyczny kwaséw nukleinowych w 12%  zZelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujgacych

Oczyszczanie oligonukleotydow syntetyzowanych chemicznie wykonano z
wykorzystaniem elektroforezy w  Zelu poliakrylamidowym w  warunkach
denaturujacych. Uzywano zelu poliakrylamidowego o grubosci 1 mm 1 usieciowieniu
29:1 (stosunek wagowy akrylamidu do bisakrylamidu) z 8 M mocznikiem. Zel
wylewano pomigdzy szklane plyty o rozmiarze 42 x 33 cm oraz 39.5 x 33 cm. Do
rozdziatu stosowano bufor elektroforetyczny 1x TBE. Elektroforeze prowadzono przy
mocy pradu 35-40 W w temperaturze pokojowej. Przed kazdym rozdzialem
elektroforetycznym prowadzono 15-30 minutowg preelektroforeze. Probki przed
natlozeniem na zel rozcienczano w stosunku 1:2 v/v buforem obcigzajagcym

1 inkubowano 3 minuty w temperaturze 95°C, a nastepnie chtodzono 1 minute na lodzie.

2.8 Rozdzial elektroforetyczny  kwaséw  nukleinowych w 12%  zelu

poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych

Elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych
wykorzystano do badania specyficzno$ci oddzialywania oligomeru TFO 1 spinki RNA
oraz do wyznaczenia statej dysocjacji trypleksow RNA. Uzywano zelu
poliakrylamidowego o grubosci 1 mm 1 usieciowieniu 29:1 (stosunek wagowy
akrylamidu do bisakrylamidu). Zel wylewano pomiedzy szklane ptyty o rozmiarze 42 x
33 cm oraz 39.5 x 33 cm. Do rozdziatu stosowano bufor elektroforetyczny 1x TAE.
Elektroforeze prowadzono przy mocy pradu 15-20 W przez 4 godziny w temperaturze
pokojowej. Przed kazdym rozdziatlem elektroforetycznym prowadzono 15-30 minutowga
preelektroforeze. Do probek dodawano buforu obcigzajacego 1 naktadano na zel. Po
zakonczeniu elektroforezy obraz na zelu wizualizowano uzywajac komputerowego

skanera materialow znakowanych fluorescencyjnie (Phosphorlmager, FLA-5100).

2.9 Rozdzial elektroforetyczny produktow reakceji PCR w Zelu agarozowym

Produkty reakcji PCR poddawano analizie metodg elektroforezy w 1% lub 1.5%
zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (7.5 pg/ml) w warunkach natywnych.

Do probek dodawano bufor obcigzajacy oraz nakladano na zel. Rozdziat
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elektroforetyczny prowadzono w buforze 0.5x TBE przy nat¢zeniu 40-50 mA 1 napigciu

120-130 V. Po zakonczeniu elektroforezy produkty wizualizowano w swietle UV.
Ponadto, rozdziat elektroforetyczny w 1.5% zelu agarozowym zostal rowniez

wykorzystany w celu sprawdzenia jakos¢ catkowitego RNA wyizolowanego z komorek

HeLa.

2.10 Pomiar trwalosci termodynamicznej badanych oligonukleotydow z uzyciem
metody topnienia UV

Pomiary trwato$ci termodynamicznej oligonukleotydow wykonano przy uzyciu
spektrofotometru Beckam Du-640 lub UV-VIS JASCO V-650 z termoprogramatorem.
Okreslone ilosci oligonukleotydu odparowywano do sucha i1 rozpuszczano w buforze do
topnien. Przed pomiarem prébki podgrzewano przez 3 minuty w 95°C, a nastgpnie
powoli schiadzano przez noc do temperatury pokojowej. Pomiary wykonywano dla
kazdego oligomeru w dziewieciu réznych stezeniach, w zakresie od 102 do 10° M w
swietle UV przy dlugosci fali 260 nm. Pomiary trwalosci termodynamicznej
prowadzono w zakresie temperatury od 4°C do 90°C z szybkoscig zmiany temperatury
wynoszacg 0.5°C/minute. Wartos¢ absorbancji probek byta mierzona, co 0.5 minuty.

Otrzymane wyniki poddawano dalszej analizie w programie MeltWin 3.5.

2.11 Pomiar widm dichroizmu kolowego

Pomiary widm dichroizmu kotowego badanych oligonukleotydow wykonano z
zastosowaniem spektrofotometru JASCO 815. Okreslone ilosci oligonukleotydow
odparowywano do sucha i rozpuszczano w 1 ml tego samego bufory, ktorego uzywano
do topnien UV. Przed pomiarem probki podgrzewano przez 3 minuty w 95°C, a
nastepnie powoli schtadzano przez noc do temperatury pokojowej. Pomiary widm CD
przeprowadzano w temperaturze 10°C w zakresie dtugosci fali 210-320 nm przy drodze
optycznej 0.5 cm. Pomiary wykonywano trzykrotnie z szybko$cig pomiaru wynoszaca
50 nm/minutg. Otrzymane wyniki z trzech pomiarow widm CD dla kazdego
oligonukleotydu zostaty usrednione 1 poddane dalszej analizie w programie OriginPro

8.0.
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2.12 Pomiar widm fluorescencyjnych

Pomiary widm fluorescencyjnych (stacjonarne oraz czasowo-rozdzielcze) badanych
oligonukleotydow wykonano z zastosowaniem spektrometru FluoTime 300 EasyTau
(PicoQuant). Przygotowano mieszaning dwoch oligomeréw znakowanego 5(6)-FAM na
koncu 5’ 1 znakowanego TAMRA na koncu 5’ w stosunku rownomolowym 1:1, kazdy o
stezeniu 4.4 pM. Nastepnie odparowywano do sucha i1 rozpuszczano w tym samym
buforze, ktorego uzywano do topnienia UV. Przed pomiarem probki podgrzewano przez
3 minuty w 95°C, a nastepnie powoli schtadzano przez noc do temperatury pokojowe;.

Pomiary stacjonarne widm fluorescencyjnych (intensywnos$¢ fluorescencji)
przeprowadzano w temperaturze 10°C w zakresie dlugosci fali 450-650 nm z
szerokoscig spektralng 1.5 nm. Uzyskane w wyniku pomiarow krzywe fluorescencji
analizowano przy uzyciu programow FluoFit Analysis (PicoQuant) 1 OriginPro 8.0.

Natomiast pomiary czasowo-rozdzielcze widm fluorescencyjnych (czas zycia
fluorescencji) wykonywano w temperaturze 10°C przy wzbudzeniu przy dlugosci fali
440 nm. Pomiary te przeprowadzono wykorzystujac metod¢ zliczania pojedynczych
fotonow skorelowanych czasowo (TCSPC, ang. time correlated single photon
counting). Otrzymane dane z pomiaréw analizowano przy uzyciu programu FluoFit
Analysis (PicoQuant).

Pomiary stacjonarne widm fluorescencyjnych dupleksow DNA 1 RNA w
ekstraktach komorkowych wykonywano analogicznie jak opisano powyzej. Do
przygotowanej mieszaniny dwoch oligomeréw (kazdy o stezeniu 4.4 uM) bezposrednio
przed pomiarem dodawano ekstrakt komorkowy. Stosunek molowy ekstrakt:oligomer

wynosit 9:1.

2.13 Pomiar widm magnetycznego rezonansu jadrowego (‘H NMR)

Pomiary jednowymiarowych widm 'H NMR wykonywano z zastosowaniem
spektrometru Bruker AVANCE III 700 MHz przy uzyciu glowicy kriogenicznej (ang.
Cryo Probe) wyposazonej w cewki 'H-3'P/'*C/'°N/D. Kalibracje przesunieé
chemicznych 'H  NMR  wykonywano  wzgledem  deuterowanego  2-
(trimetylosililo)propionianu  sodu  (TSP). Okreslone ilosci oligonukleotydow
odparowywano do sucha 1 rozpuszczano w buforze do pomiaréw widm NMR. Przed

pomiarem probki podgrzewano przez 5 minuty w 90°C, a nastepnie powoli schtadzano
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przez noc do temperatury pokojowej. Pomiary widm NMR przeprowadzano w
mieszaninie HoO/D>0 9:1 (v/v) przy szerokosci spektralnej 16 ppm z wykorzystaniem 3
mm cienko$ciennych rurek o koncowej objetosci probki 200 pl. Jednowymiarowe
widma 'H NMR rejestrowano w temperaturze 10°C, natomiast zalezno$¢ widm 'H
NMR od temperatury wykonywano w dwoch zakresach temperatur: od 10° do 35°C
oraz od 10°C do 45°C. Resztkowy sygnat wody usuwano za pomocg naswietlania matg
mocg, metodg presaturacji. Otrzymane wyniki poddawano analizie w programie
TopSpin 3.0 Bruker. Wszystkie pomiary widm NMR wykonano w Pracowni
Biomolekularnego NMR IChB PAN.

2.14 Badanie zdolnosci wigzania si¢ oligorybonukleotydow TFO do spinki RNA

Zdolnos¢ oddziatywania oligomeru TFO 1 spinki RNA okreslono z zastosowaniem
rozdziatu elektroforetycznego w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach
niedenaturujgcych.  Przygotowano  mieszaning reakcyjng, ktora  zawierala
oligonukleotyd znakowany 5(6)-FAM na koncu 5' (spinka RNA)i oligomer TFO w
stosunku rownomolowym 1:1, kazdy o stezeniu 5 uM rozpuszczone w 10 pl buforu
MES o pH réwnym: 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 lub 7.0. Mieszaning¢ podgrzewano przez 3 minuty
w temperaturze 95°C, nastepnie powoli schtadzano przez noc do temperatury
pokojowej. Po inkubacji do mieszaniny reakcyjnej dodawano 2 pl 35% glicerolu 1
nanoszono na zel poliakrylamidowy. Rozdziatl elektroforetyczny prowadzono przy
mocy pradu 15 W przez 4 godziny w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu
elektroforezy obraz na zelu wizualizowano uzywajac komputerowego skanera

materiatow znakowanych fluorescencyjnie (Phosphorlmager, FLA-5100).

2.15 Pomiar stalej dysocjacji oligomer TFO — spinka RNA

Wyznaczanie statej dysocjacji oligomer TFO-spinka RNA wykonywano z
zastosowaniem rozdziatu elektroforetycznego w 12% zelu poliakrylamidowym w
warunkach niedenaturujagcych oraz wizualizacji 1 analizy iloSciowej otrzymanych
obrazow na zelu.

Przygotowano mieszaning reakcyjng, ktora zawierala 1 uM oligonukleotydu
znakowanego 5(6)-FAM na koncu 5’ (spinka RNA) oraz oligomer TFO o stgzeniach z
zakresu od 10 do 1.2x10* M rozpuszczone w 10 pl buforu MES o pH 7.0. Mieszaning
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podgrzewano przez 3 minuty w temperaturze 95°C, nastepnie powoli schtadzano przez
noc do temperatury pokojowej. Po inkubacji do mieszaniny reakcyjnej dodawano 2 pl
35% glicerolu 1 nanoszono na zel poliakrylamidowy. Rozdziat elektroforetyczny
prowadzono przy mocy pradu 15 W przez 4 godziny w temperaturze pokojowej. Po
zakonczeniu elektroforezy obraz na zelu wizualizowano uzywajac komputerowego
skanera materiatdw znakowanych fluorescencyjnie (Phosphorlmager, FLA-5100).
Analize¢ iloSciowg przeprowadzono z uzyciem dwoch programow Multi Gauge V3.0 1
OriginPro 8.0, okreslajac procentowy udziat spinki RNA 1 trypleksu (spinka RNA/TFO)
w zalezno$ci od stezenia TFO. Uzyskane dane postuzyly do wyznaczenia stalej

dysocjacji oligomer TFO — spinka RNA.

2.16 Konstrukcja insertow

W celu amplifikacji insertow — fragmentow zawierajacych sekwencje spinki RNA,
promotor dla polimerazy T7 RNA 1 miejsca restrykcyjne dla EcoRI 1 Pstl wykonano
dwie reakcje PCR (reakcja PCR I 1 reakcja PCR II). Obie reakcje PCR wykonano z
uzyciem handlowo dostgpnego enzymu polimerazy DNA Pfu Plus w objgtosci 50 pl.
Mieszanina reakcyjna do reakcji PCR I zawierala 0.2 pg kazdego ze starteréw StPra i
StLew, 5 pl mieszaniny czterech dNTP o stezeniu koncowym 2.5 uM, 10 pl buforu
dostarczonego wraz z enzymem oraz 1 pl polimerazy DNA Pfu Plus. Przygotowang
mieszaning reakcyjng wykorzystano do reakcji PCR 1.

Warunki reakcji PCR I byl nastepujace:
wstepna denaturacja 2 minuty 95°C

12 cykli obejmujacych:

denaturacja 1 minuta 95°C
przytaczanie starterow 30 sekund 55°C
synteza 2 minuty 72°C
synteza koncowa 7 minut 72°C

Produkty reakcji PCR 1 oczyszczano za pomocg handlowo dostepnego zestawu
odczynnikowPCR/DNA Clean-Up Purification Kit. Oczyszczone DNA rozpuszczano w
wodzie 1 przechowywano w temperaturze -20°C.

Produkt reakcji PCR I postuzyt nastepnie, jako matryca w reakcji PCR II.
Mieszanina reakcji PCR II zawierata 1 pl matrycy, po 100 pmoli starterow StFor i

StRev, 5 ul mieszaniny czterech dNTP o stezeniu koncowym 2.5 pM, 10 ul buforu
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dostarczonego wraz z enzymem oraz 1 pl polimerazy DNA Pfu Plus. Przygotowang
mieszaning reakcyjng wykorzystano do reakcji PCR 1.
Warunki reakcji PCR II byt nastepujace:

wstepna denaturacja 2 minuty 95°C

30 cykli obejmujacych:

denaturacja 1 minuta 95°C
przytaczanie starterow 30 sekund 55°C
synteza 2 minuty 72°C
synteza koncowa 7 minut 72°C

Produkty reakcji PCR II oczyszczano za pomocg handlowo dostgpnego zestawu
odczynnikow PCR/DNA Clean-Up Purification Kit. Oczyszczone DNA rozpuszczano
w wodzie 1 przechowywano w temperaturze -20°C. DNA otrzymane w reakcjach PCR 1

111 analizowano za pomocg rozdziatu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym.

2.17 Trawienie restrykcyjne

Produkt reakcji PCR II 1 plazmid pZsGreen-N1 poddano reakcji trawienia
restrykcyjnego z wykorzystaniem handlowo dostgpnych enzyméw EcoRI i Pstl.
Reakcje trawienia przeprowadzono z uzyciem jednego buforu dla obu enzymow w
objetosci 100 pl. Mieszanina reakcyjna zawierata 2 pg produktu reakcji PCR II lub
plazmidu pZsGreen-N1, po 5 pl enzymow EcoRI 1 Pstl 1 10 pl buforu dostarczonego
wraz z enzymami. Mieszaning inkubowano przez 4 godziny w temperaturze 37°. Po
inkubacji proby oczyszczano za pomocg handlowo dostepnego zestawu PCR/DNA
Clean-Up Purification Kit. Oczyszczone DNA rozpuszczano w wodzie i
przechowywano w temperaturze -20°C do dalszych badan. Produkt trawienia
restrykcyjnego analizowano za pomocg rozdzialu elektroforetycznego w 1% zelu

agarozowym.

2.18 Ligacja

W reakcji ligacji wykorzystano produkty trawienia restrykcyjnego. Reakcje ligacji
przeprowadzono z uzyciem handlowo dostepnego enzymu ligazy DNA T4 w objetosci
10 pl. Mieszanina reakcyjna zawierala ligowany insert 1 plazmid pZsGreen-N1 w

stosunku molowym 3:1, 1 ul ligazy DNA T4, 10 ul buforu dostarczonego wraz z
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enzymem oraz wody do objetosci 10 pul. Mieszaning inkubowano w temperaturze 4°C

przez noc.

2.19 Transformacja komorek kompetentnych E. coli DHSa

Transformacj¢ komoérek kompetentnych przeprowadzono za pomocg metody szoku
termicznego. Zawiesing komorek E. coli DH5a w objgtosci 50 pl rozmrazano przez 15
minut w lodzie. Nast¢pnie do zawiesiny komoérkowej dodawano 5 pl produktu reakcji
ligacji 1 inkubowano przez 45 minut w lodzie. Po inkubacji mieszaning ogrzewano
przez 45 sekund w temperaturze 42°C, po czym przenoszono na l6d i inkubowano przez
2 minuty. Do transformowanych komorek dodawano 1 ml ptynnej pozywki LB i
otrzymang mieszaning wytrzasano przy 300 rpm przez 45 minut w temperaturze 37°C.
Nastepnie 200-400 pl mieszaniny wylewano 1 rozprowadzano bagietka na szalkach ze
stala pozywka LB z dodatkiem kanamycyny. Inkubowano przez 12 godzin w

temperaturze 37°C.

2.20 Izolacja plazmidow zawierajacych insert

Do izolacji plazmidow zawierajacych insert wykorzystano kolonie wyroste na
szalkach po transformacji komorek E. coli DH5a. 1zolacja obejmowala kila etapow. Na
poczatku do 2 ml ptynnej pozywki LB z kanamycyng dodawano pojedyncza koloni¢
bakteryjng 1 wytrzasano przy 300 rpm przez noc w temperaturze 37°C. Nastgpnego
dnia calo$¢ zawiesiny (2 ml) wirowano przez 1 minute przy 10 000 rpm, zlewano
supernatant, a osad rozpuszczano w 100 pl buforu ALMI1 do lizy alkalicznej i1
wytrzasano przy 1000 rpm przez 5 minut. Proby umieszczano na lodzie 1 dodawano do
kazdej po 200 pl przygotowanego na §wiezo roztworu 1% SDS 1 0.2 M NaOH, catos¢
delikatnie mieszano przez 5 minut. Nast¢gpnie dodawano 150 ul 7.5 M octanu amonu 1
inkubowano przez 20 minut na lodzie. Po inkubacji proby wirowano przy 11 000 przez
15 minut w temperaturze pokojowej, zbierano supernatant do nowych probéwek. Do
kazdej proby dodawano 3 objetosci zimnego 96% etanolu i inkubowano przez 20 minut
w temperaturze pokojowej. Nastepnie proby wirowano przy 11 000 rpm przez 15 minut,
zlewano supernatant, a osad suszono. Otrzymany osad rozpuszczano w wodzie z
dodatkiem RNazy A (stezenie koncowe 0.01 ng/pl). Obecnos¢ insertu w konstrukcie

plazmidowym sprawdzano w reakcji trawienia enzymami EcoRI 1 Pstl 1 rozdziat
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elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym. Proby zawierajace insert analizowano w
reakcji sekwencjonowania ze starterem StPz przeprowadzanych w Wydzialowej

Pracowni Technik Biologii Molekularnej UAM w Poznaniu.

2.21 Rozmrazanie komorek HelLa

Zamrozone komorki HeLa odmrazano w wodzie o temperaturze 37°C 1 calo$¢
przenoszono do butelki hodowlanej T-75 o pojemnoéci 75 cm?®. Nastepnie dodawano 10
ml pozywki hodowlanej do rozmrazania. Po uzyskaniu odpowiedniej konfluencji
wykonywano pasaz do nowej butelki. Wszystkie prace z komodrkami Hela
przeprowadzano w sterylnych warunkach, w komorze z laminarnym przeptywem

powietrza.

2.22 Hodowla komoérek HeLa

Linia komérkowa HelLa hodowana byla w pozywce hodowlanej HelLa w
inkubatorze w temperaturze 37°C, w atmosferze wzbogaconej 5% CO, i1 wilgotnosci
100%. Gdy pokrycie powierzchni butelki hodowlanej przez komoérki wynosilo ponad
90% przeprowadzano pasaz komorek do nowej butelki, gdzie redukowano liczbe
komorek o 10 razy. Pasaz wykonywano usuwajac pozywke hodowlang z butelki,
nastepnie przemywajac sterylnym buforem PBS. Nastepnie dodawano 1 ml trypsyny
(1x) 1 inkubowano przez 2 minuty w 37°C. Trypsyng inaktywowano przez dodanie 5 ml
pozywki hodowlanej. Zawiesing komorek przenoszono do 15 ml probdéwki, komorki
rozbijano energicznie pipetujac 1 1/10 objetosci zawiesiny przenoszono do nowej
butelki hodowlanej. Dodawano 9 ml pozywki hodowlanej i butelke umieszczano w

inkubatorze.

2.23 Pasaz komorek HeL.a na plytke 24 dotkowa

Gdy pokrycie powierzchni butelki hodowlanej przez komorki wynosito ponad 90%,
usuwano pozywke z butelki, komorki przemywano sterylnym buforem PBS. Nastepnie
dodawano 1 ml trypsyny (1x) 1 inkubowano przez 2 minuty w 37°C. Trypsyn¢
inaktywowano przez dodanie 5 ml pozywki hodowlanej. Zawiesing komorek

przenoszono do 15 ml probowki 1 wirowano 3 minuty przy 1000 rpm, nastgpnie
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usuwano pozywke hodowlang, a komoérki zawieszano w 5 ml pozywki hodowlane;.
Komorki liczono przy uzyciu automatycznego licznika komorek 1 100 000 komorek
HeLa przenoszono do jednego dotka ptytki 24 dotkowej, do kazdego dotka dodawano
500 pl pozywki hodowlanej. Plytke hodowlang umieszczano na 24 godziny w
inkubatorze.

Pasaz komorek HelLa na ptytke 96 dotkowa wykonywano analogicznie jak opisano
powyzej. Ilos¢ komorek HelLa pasazowanych do jednego dotka plytki 96 dotkowe;j
wynosita 5000 1 do kazdego dotka dodawano 100 pul pozywki hodowlane;.

2.24 Transfekcja komorek HeLa

Transfekcje komorek Hela przeprowadzano wykorzystujac odczynnik
transfekujacy lipofektaming 2000. Do transfekcji jednego dotka piytki 24 dotkowe;j
przygotowywano trzy mieszaniny: (I) pierwsza zawierajaca 2 pl lipofektaminy z 50 pl
pozywki OptiMEM, (II) druga zawierajagca 1 pg plazmidu pZsGreen-N1 z 50 pl
pozywki OptiMEM oraz (IIl) trzecia zawierajaca 1 pg plazmidu pZsGreen-N1 1 3 uM
oligonukleotydu TFO z 50 pl pozywki OptiMEM, ktore nastepnie inkubowano przez 5
minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszaniny I 1 II oraz I 1 III taczono
razem 1 inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Do transfekcji
wykorzystywano przygotowang dzien wczesniej plytke 24 dotkowa. Z plytki usuwano
pozywke hodowlang, przemywano dolki sterylnym buforem PBS, a nastepnie do
kazdego dotka dodawano 400 pl pozywki hodowlanej bez antybiotyku uzywanej do
transfekcji oraz 100 pl mieszaniny plazmidu pZsGreen-N1 z lipofektaming lub
mieszaniny plazmidu pZsGreen-N1 1 oligonukleotydu TFO z lipofektaming. Ptytke 24
dotkowa umieszczano na 24 godziny w inkubatorze 1 wykonywano izolacj¢ catkowitego

RNA z kazdego dotka ptytki hodowlane;.

2.25 Mrozenie komorek Hel.a

Mrozenie (bankowanie) komoérek HelLa przeprowadzano we wczesnym pasazu (2-3
pasaz). Gdy pokrycie powierzchni butelki hodowlanej przez komoérki wynosito ponad
90%, usuwano pozywke z butelki, komoérki przemywano sterylnym buforem PBS.
Nastepnie dodawano 1 ml trypsyny (1x) 1 inkubowano przez 2 minuty w 37°C.

Trypsyn¢ inaktywowano przez dodanie 5 ml pozywki hodowlanej. Zawiesing komorek
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przenoszono do 15 ml probowki 1 wirowano 3 minuty przy 1000 rpm, nastgpnie
usuwano pozywke hodowlana, a komorki zawieszano w 10 ml pozywki hodowlanej do
mrozenia. Nastepnie po 1 ml zawiesiny komorkowej przenoszono do krioprobowek 1
umieszczano w tazni izoprapanolowej 1 przechowywano przez 24-48 godzin w
temperaturze -80°C. Po inkubacji zamrozone komorki przenoszono do dewarow z

ciektym azotem, gdzie przechowywano je do czasu ponownego uzycia.

2.26 lIzolacja ekstraktow cytoplazmatycznych z komorek HelLa

Gdy pokrycie powierzchni butelki hodowlanej przez komorki wynosito ponad 90%,
usuwano pozywke z butelki, komorki przemywano sterylnym buforem PBS. Nastepnie
dodawano 1 ml trypsyny (1x) 1 inkubowano przez 2 minuty w 37°C. Trypsyne
inaktywowano przez dodanie 5 ml pozywki hodowlanej. Zawiesing komorek
przenoszono do 15 ml probowki 1 wirowano 3 minuty przy 1000 rpm, nastgpnie
usuwano pozywke hodowlang, a komorki zawieszano w 5 ml pozywki hodowlane;.
Komorki liczono przy uzyciu automatycznego licznika komoérek 1 50 000 komorek
HeLa przenoszono do oddzielnych probowek. Nastepnie wirowano 3 minuty przy 1000
rpm, zlewano supernatant, a osad komorkowy przenoszono na 16d. Do osadu dodawano
900 pl buforu do izolacji ekstraktow komorkowych, inkubowano przez 10 minut w
temperaturze pokojowej i wirowano 3 minuty przy 11000 rpm w temperaturze 4°C.
Supernatant (ekstrakt cytoplazmatyczny) przenoszono do nowych probowek,

zamrazano 1 przechowywano w temperaturze -80°C.

2.27 lzolacja calkowitego RNA z komorek HeLa

Z ptytki 24 dotkowej usuwano pozywke hodowlang 1 kazdy dolek przemywano

sterylnym buforem PBS. Nastepnie kazdy dotek zalewano 500 pl Trizolu 1 inkubowano

przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po inkubacji calo$¢ przenoszono do proboéwek

1.5 ml, dodawano 100ul chloroformu, mieszano 1 inkubowano przez 10 minut w

temperaturze pokojowej. Potem wirowano przez 15 minut przy 11 000 rpm w temperaturze

4°C. Kolejno zbierano faz¢ wodng do nowych probowek i zalewano 250 pl izopropanolu,

inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie wirowano przez 25

minut przy 11 000 rpm w temperaturze 4°C, zlewano supernatant. Osad przemywano 500

ul zimnego 75% etanolu, wirowano przez 10 minut przy 11 000 rpm w temperaturze 4°C,
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suszono. Wyizolowane RNA rozpuszczano w 30 pl sterylnej wody 1 inkubowano 10 minut
w  55°C, proby przechowywano w temperaturze-20°C. Kazdorazowo jakos¢
wyizolowanego RNA sprawdzano za pomocg rozdziatu elektroforetycznego w 1.5% zelu

agarozowym.

2.28 Analiza iloSciowa poziomu ekspresji genu GFP w oparciu o reakcje qPCR

W pierwszym etapie analizy wykonywano reakcje DNazowania wyizolowanych
probek RNA. W tym celu do 500 ng RNA dodawano 1 pl handlowo dostepnego buforu,
2 U DNazy I 1 wody do objetosci 10 pl. Mieszaning reakcyjng inkubowano przez 30
minut w temperaturze 37°C. Po tym czasie reakcj¢ zatrzymywano przez dodanie 1 pl 25
mM NaEDTA 1 inkubacje 10 minut w 75°C.

W nastepnym etapie przeprowadzano reakcje odwrotnej transkrypcji, w ktorej jako
matryce wykorzystywano calkowite RNA wyizolowane z komorek Hela po reakcji
DNazowania. Reakcje odwrotnej transkrypcji wykonywano przy uzyciu handlowo
dostepnego zestawu odczynnikéw iScript™ c¢DNA Synthesis Kit w objetoéci 10 ul.
Mieszanina reakcyjna zawierata 100 ng RNA po reakcji DNazowania, 2 ul iScript™
cDNA Synthesis Kit 1 wode do objetosci 10 pl.

Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji byty nastepujace:

inkubacja 5 minut 25°C

synteza 30 minut 42°C

denaturacja 5 minut 85°C
Otrzymane produkty w reakcji odwrotnej transkrypcji stuzyty, jako matryce w reakcji
losciowego PCR (qPCR).

Reakcje qPCR wykonywano przy uzyciu handlowo dostepnego zestawu
odczynnikéw 1Taq Universal SYBR Green Supermix w objetosci 10 pl. Mieszanina
reakcyjna zawierata 1 pul cDNA (produktu reakcji odwrotnej transkrypcji), po 3 ul
kazdego ze starterow StAktl 1 StAkt2 lub StGfpl 1 StGfp2 (kazdy o stezeniu 10 pmoli),
2 uliTaq Universal SYBR Green Supermix i wodg¢ do objetosci 10 pl.

Warunki reakcji qPCR byly nastepujace:
wstepna denaturacja 5 minut 95°C
40 cykli obejmujacych:
denaturacja 10 sekund 95°C
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przytaczanie starterow
1 wydtuzanie 45 sekund 60°C
pomiar krzywych topnienia 0.5°C/min 60-90°C
Analiz¢ uzyskanych wynikéw przeprowadzano za pomoca programu BioRad CFX

Manager.
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